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APA : Société américaine de psychiatrie
APO-E : Apoprotéine E
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ATV : Aire tegmentale ventrale

AB : Peptide béta-amyloide extracellulaire
BHE : Barriére hématoencéphalique

BLA : Amygdale basolatérale

CBP : Protéine de liaison a CREB

CCA : Cortex cingulaire antérieur

CDKS5 : Kinase 5 dépendante de la cycline
CFR : Corticotrophine
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COF : Cortex orbitofrontal
COPII : Complexe
revétement Il

CPF : Cortex préfrontal
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réponse AMPc

CRF: Facteur de libération
corticotrophines ou corticolibérines
CSAPA : Centres de soins,
d’accompagnement et de prévention en
addictologie

CYP46A1: Cytochrome P450 famille 46
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24-hydroxylase
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DAergique : Dopaminergique

DAT : Transporteur a la dopamine

DSM : Manuel diagnostique et statistique
des troubles mentaux

DSM-5: Cinquieme version du Manuel
diagnostique et statistique des troubles
mentaux

DSM-IV : Quatrieme version du Manuel
diagnostique et statistique des troubles
mentaux
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HMGCoA 3-hydroxy-3methyl-glutaryl
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HMGCoAR :  3-hydroxy-3methyl-glutaryl

coenzymeA reductase

IL : Cortex infralimbique

INSIG : Géne induit par l'insuline
IRMf : Imagerie par
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LXR : Récepteur nucléaire des oxystérols
MSN : Neurones moyens épineux

NA : Noradrénaline

NAc : Noyau accumbens

résonance

NAcc: Partie «core» du noyau
accumbens
NAcsh : Partie «envelope » du noyau
accumbens

NMDA : Acide N-méthyl-D-aspartique
NMDAR : Récepteur a acide N-méthyl-D-
aspartique

NPC-1 : Protéines Niemann Pick 1
NPC-2 : Protéines Niemann Pick 2
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OFDT : Observatoire francais des drogues
et des tendances addictives

PKA : Protéine kinase A

PPC : Préférence de place conditionnée
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S$tDm : Striatum dorsomédial
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Chapitre 1. L’addiction aux drogues

I. Les généralités de I’addiction

A. Définitions et caractéristiques

L’addiction peut étre définie comme une pathologie cérébrale chronique (Leshner, 1997) qui
se caractérise par 1) une recherche de la substance de maniere compulsive (Dackis and
O’Brien, 2001; Leshner, 1997) ; 2) par une perte de contréle pour limiter sa consommation
(Koob et al., 2004); 3) par I'émergence d'un état émotionnel négatif, lorsque Ia
consommation de drogue est arrétée, associée a des symptomes de sevrage (Koob and
Moal, 1997) et enfin, 4) par un aspect récidivant qui est caractérisé par un fort taux de

rechute qui peut subvenir méme aprés une longue période d’abstinence (Kreek et al., 2002).

B. Le cycle de I'addiction

L’addiction peut étre conceptualisée comme un cycle divisé en 3 phases, qui correspondent
aux 3 étapes majeures de la pathologie (Koob and Moal, 1997): 1) la phase de
consommation et d’intoxication ; 2) la phase de sevrage et d’apparition d’états émotionnels
négatifs et 3) la phase de préoccupation et d’anticipation aboutissant en général a une
rechute et au retour a la phase 1 du cycle.

Le début du cycle commence par une période de développement de I'addiction. C’est a ce
moment que I'individu réalise ses premieres expositions a la drogue. Cette consommation va
ensuite perdurer provoquant une transition entre une consommation sporadique et
intermittente vers une consommation réguliere et plus importante. A ce stade, la
consommation réguliére reste contrélée, mais dérive vers une consommation non contrélée
pour arriver a des périodes de consommation pathologique que l'on connait dans
I'addiction. L'étape de consommation réguliere et contrélée s’accompagne de la perception
de l'individu des effets renforcants positifs de la drogue qui induisent la sensation de plaisir

gue recherche le consommateur (Koob, 2001).
Entre les phases de consommations, il existe des phases d’abstinence. Elles correspondent

aux périodes ou les individus arrétent, volontairement ou non, de consommer la drogue.

C’est dans ces périodes que |'on peut voir apparaitre les symptomes de sevrage physique
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comme une hypothermie, une hyperventilation, des paralysies musculaires et des diarrhées

(Gupta et al., 2022) ou des symptdmes de sevrage psychologique avec I'émergence d’états

émotionnels négatifs comme I'anxiété, l'irritabilité et I'anhédonie (Koob and Moal, 1997).

Les phases de préoccupation correspondent aux périodes pendant lesquelles I'individu est
préoccupé par la recherche de la drogue. Ces phases sont associées a la sensation de
« craving », un facteur clé qui participe au déclenchement de la rechute. Le terme « craving »
est difficile a traduire, mais il pourrait étre représenté comme un désir impérieux, profond et
viscéral de consommer la substance d’abus (Fowler and Fowler, 1964). Il est considéré
gu’environ 80 % des individus abstinents rechutent (Kreek et al., 2002) et retournent a la
phase de consommation plus ou moins incontrélée (Figure 1) (Koob and Moal, 1997). Trois
facteurs ont été identifiés, chez 'Homme et dans les modeéles animaux, comme déclenchant
le craving, la préoccupation et pour finir la recherche de drogue. Il s’agit de : 1) I'exposition a

un stress ; 2) la drogue elle-méme et 3) I'exposition a des stimuli contextuels associés a la

consommation.

Relapse to addiction

>80% (with no medications)
Primary Possible use of vaccines Medications useful o %

prevention and selected medications and needed

| | Lo
.

Initial use Sporadic Regular use Addiction Early Protracted
of drug intermittent withdrawal abstinence
use (abstinence) .
"
L}
1 ]
]
L]
.
L]
L}
’
* Short-acting opiates: 1 in 3 to 1 in 4 individuals who ever | 2
self-administer progress to addiction
* Cocaine: 1in 10 to 1 in 20 individuals who ever self-administer Sustained abstinence
progress to addiction <20% (with no medications)
® Alcohol: 1in 10 to 1 in 20 individuals who ever self-administer

progress to addiction

Figure 1 : Représentation des étapes de |'addiction (Kreek et al., 2002)

C. Les critéres diagnostiques de I'addiction
L’association américaine de psychiatrie (APA pour « American Psychology Association ») a

élaboré un manuel diagnostique des troubles mentaux, le DSM (pour « Diagnostic and
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Statistical Manual of Mental Disorders »). Le DSM décrit I'ensemble des troubles mentaux et
définit, grace a des criteres précis, les différentes pathologies psychiatriques pour faciliter
leurs diagnostics. A ce jour, nous sommes a la cinquiéme version du DSM (DSM-5). Dans
cette version, on ne parle pas d’addiction, mais de « troubles liés a 'usage de la substance ».
Ce trouble est mesuré par 11 critéres cliniques dont le nombre de critéres présents va
informer de I'existence et de la sévérité du trouble chez le patient (DSM-5). La présence d’au
moins 2 de ces critéres caractérise un patient comme souffrant d’un trouble lié a I'usage de
substances addictives. Si la présence de 2 ou 3 criteres est confirmée par le patient, le
trouble est considéré comme léger. Si la présence de 4 ou 5 critéres est confirmée, le trouble
est considéré comme modéré et au-dela de 6, le trouble est considéré comme sévere. Par
rapport aux précédentes versions, le DSM-5 inclut le « craving » comme un nouveau critere

de diagnostic de I'addiction (Tableau 1).

Tableau 1 : Tableau représentatif des critéres diagnostiques de I'addiction du DSM-5

L'addiction aux drogues est caractérizée par la présence de dews [ou plus) des manifestations suivantes, & un

moment quelcongue d’une période continue de douze mais ;

1. Le produit est souvent pris en guontité plus importante ou pendant une periods plus prolongse que prévy

2. il existe un désir persistant ou des efforts infructuews, pour diminuer ou contraler Futilisotion du produit

3, Begucoup de temps consocre g des activites necessaires pour obtenir le produit, utiliser fe produit ou récupérer
son gffet

4, Croving ou une envie intense de consommer fe proguwit

5. Utilisotion répetee du produit conduizant § Fincapocité de remplir des obligations mojeures, cu trovail, & 'école
ou & g maison

6, Utilisation dv produit molgreé les probiémes interpersonnels ou so0Cioux, persistonts ou Fecurrents, couses ou
exgrerbes par les effets du produit

7. Des octivites sociales, occupotionnelles ouw recréatives impartontes sont chondonnées ou réduites & couse de
[utilisation du prodwit

8. Uitilisstion répetée du produit dons des situstions ol cela peut étre physiguement dangereux

9, L'utilisotion du produit est poursuivie bien gue la personne sache gvoir un probléme psychologique ou physigue
persistant ou récurrent suscegtible d'ovoir €8 couse ou exacerbé por cefte substance

10, Tolérance, définie par Fun des symptdmes suivants :

1. Besoin de quontites notablement plus fortes du produit pour obtenir une intoxicotion o Feffet desire

2. Effer notoblement diminué en cos a'utilisation continue o'une méme quantite du produit

11, Sevrage, carsctériz2 par I'une ou 'autre des manifestations suivantes

1. syndrome de sevroge du produit coracterize [of diognostic du syndrome de sevroge du produit).

2. Le produit fou une substonce proche) sont pris pour sowlsger ou éviter les symptdmes de sevroge.

ll. L’addiction, un probleme de santé publique
L’addiction aux drogues représente un probleme de santé publique au sein de nos sociétés.
En Europe, les données collectées sur les drogues, la toxicomanie et leurs impacts sont
rapportées par I'Observatoire Européen des Drogues et Toxicomanies (OEDT) avec |'aide

d’Europol, une agence européenne de police criminelle. Le rapport de 2019 montre une
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rapide évolution du marché de la drogue dont les bénéfices sont estimés a 30 milliards
d’euros par an (OEDT, EU Drug Markets report 2019).
En France, la cocaine est le produit illicite le plus consommé aprés le cannabis. En 2017, le
nombre d'expérimentateurs de cocaine entre 11-75 ans est estimé a environ 2,1 millions. Ce
nombre de consommateurs a été multiplié par 4 en vingt ans et représente environ 6 % de la
population globale (Spilka et al., 2018). L'Observatoire francais des drogues et des tendances
addictives (OFDT) a rapporté que, a I'dge adulte, les hommes consomment plus que les
femmes, mais chez les jeunes, les proportions sont équivalentes (garcons (3,9 %) et filles
(3,7 %) (Spilka et al., 2018). Enfin, en 2018, environ 11 % des individus pris en charge par les
centres de soins, d’accompagnement et de prévention en addictologie (CSAPA) déclarent
gue la cocaine est le produit qui pose le plus de problemes pour rester abstinent et environ
6 % d’individus citent le « crack », un dérivé bas de gamme de la cocaine mélangé a du

bicarbonate de soude et/ou de 'ammoniac (Palle, 2019).

Il.  Etudier 'addiction par la modélisation animale

Pour aider a la compréhension des mécanismes neurobiologiques de I'addiction, des
modeéles animaux spécifiques a I'addiction ont été développés. Ces modeéles ont été
développés surtout chez le rongeur en raison de fortes homologies physiologiques et
comportementales inter-especes. Dans cette partie, nous détaillerons les principaux

modeles d’addictions utilisés chez I’animal.

A. La préférence de place conditionnée

Le test de préférence de place conditionnée (PPC ou CPP en anglais pour « Conditioned Place
Preference ») a été utilisé pour évaluer les effets récompensants ou aversifs d’une substance
(Bardo et al., 1995; Tzschentke, 1998). Il s’agit d’'une procédure qui repose sur un
conditionnement de type pavlovien dans lequel I'animal associe les effets induits par la
substance (stimulus non conditionné) a un environnement spécifique initialement neutre
(stimulus conditionné) (Bardo and Bevins, 2000).

Dans ce test, I'animal est placé dans un appareil constitué de deux compartiments séparés
par un couloir. Chacun de ces compartiments peut étre différencié par des indices

contextuels comme des motifs sur les murs, des lumiéres, des textures, etc. (Cunningham et
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al., 2006; Tzschentke, 1998) (Figure 2). Classiquement, le test de PPC est réalisé en 3 phases :

la phase de préconditionnement, la phase de conditionnement et la phase de test.

La phase de préconditionnement est une séance ou I'animal va pouvoir circuler librement
dans les 2 compartiments afin d’évaluer si I'animal possede une préférence spontanée pour

I'un des environnements, ce qui pourrait perturber le test.

Figure 2 : Représentation de I'appareil de préférence de place conditionnée.

Les deux compartiments sont de la méme taille, mais ils sont différenciables par des indices contextuels. La zone neutre se
trouve en bas des 2 portes-guillotines. Source : conductscience.com

Pendant la phase de conditionnement, |'animal est placé dans un des compartiments de
maniére alternée sans la possibilité d’accéder au second compartiment. En fonction du
compartiment dans lequel I'animal est placé, il recevra une injection passive de la substance
étudiée ou une injection de solution saline neutre. Cette phase a pour but de permettre a

I’'animal d’associer les effets de la substance a un environnement spécifique.

Pendant la phase de test, I'animal est a nouveau placé dans I'appareil avec un acces libre aux

deux compartiments sans qu’il ne recoive d’injection. Le temps passé dans chaque

compartiment permet d’estimer la valeur appétitive de la substance. En effet, si le temps
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passé dans le compartiment associé a la substance est supérieur a celui passé dans le
compartiment associé a la saline, 'animal présente ce qu’on appelle une préférence de place
conditionnée : la substance est alors considérée comme récompensante (Bardo et al., 1995).
Si, a I'inverse, le temps passé dans le compartiment associé a la substance est inférieur au
comportement associé a la saline, la substance est considérée comme aversive (Bardo et al.,
1995).
Cette procédure est couramment utilisée pour évaluer les propriétés récompensantes des
drogues d’abus, car elle ne nécessite pas de chirurgie ou d’équipements complexes (Bardo et
al., 1995). Avec cette procédure, les effets récompensants des drogues telles que la cocaine,
I’héroine, I'amphétamine, la nicotine, la morphine, le AS-THC (delta-9-tetrahydrocannabinol,
substance active du cannabis) et la caféine (Tzschentke, 1998) ont pu étre mis en évidence.
De plus, il a été montré que la préférence de place associée a la drogue pouvait durer
plusieurs mois aprés la derniere injection, soulignant l'intensité des effets et du souvenir

généré par la drogue (Mueller and Stewart, 2000).

B. La sensibilisation comportementale

Dans I'étude des substances d’abus, une autre procédure a été mise en place afin d’évaluer
les neuroadaptations moléculaires et cellulaires a long terme induites par la drogue: la
sensibilisation comportementale (Bartoletti et al., 1983, Kalivas and Stewart, 1991 ; Pierce
and Kalivas, 1997). La sensibilisation comportementale se caractérise par une augmentation
progressive de |'activité locomotrice induite par des administrations répétées d’une méme
dose de drogue (Bartoletti et al., 1983; Kalivas and Stewart, 1991).

Le protocole de sensibilisation comportementale comprend 2 phases: une phase de
développement et une phase d’expression (Bartoletti et al., 1983; Kalivas and Stewart,
1991).

La phase de développement correspond a la phase d’injections répétées de la drogue.
Pendant cette phase, I'activité locomotrice de I'animal peut étre évaluée aprés chaque
administration (Bartoletti et al., 1983; Kalivas and Stewart, 1991). Durant cette phase, une
augmentation progressive de |'activité motrice de I'animal est observée (Bartoletti et al.,
1983; Kalivas and Stewart, 1991). Il s’agit de la phase qui est associée aux neuroadaptations
moléculaires et cellulaires induites par I'injection de la drogue (Bartoletti et al., 1983; Pierce

and Kalivas, 1997).
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La phase d’expression a lieu en général aprés une période durant laquelle I'animal ne recoit
pas d’injection (Kalivas and Stewart, 1991). Cette phase consiste a évaluer I'activité
locomotrice induite par une nouvelle administration de la substance. Les animaux qui ont
développé une sensibilisation comportementale vont présenter une activité locomotrice
significativement supérieure a celle observée a la suite de la premiére injection (Bartoletti et
al., 1983; Salomon et al., 2006). Cette étape permet de mettre en évidence des altérations
durables induites par la drogue (Anderson and Pierce, 2005).
La sensibilisation comportementale a été montrée en réponse a diverses drogues (El Rawas
et al., 2009; Salomon et al., 2006; Solinas et al., 2009), elle peut persister pendant plusieurs
mois (Castner and Goldman-Rakic, 1999; Salomon et al., 2006) et est associée a une
potentialisation de la libération de dopamine dans le noyau accumbens (Robinson and

Berridge, 2000) et plus particulierement dans le core du noyau accumbens (Di Chiara, 2002).

C. L'auto-administration de drogue

1.  Etude de la prise

Contrairement aux procédures précédemment décrites, qui nécessitent une injection
passive de drogue, la procédure d’auto-administration permet a I'lanimal de consommer de
maniéere volontaire la substance d’abus (Schuster and Thompson, 1969; Thompson and
Schuster, 1964; Weeks, 1962). Dans ce type de procédure, les animaux doivent subir au
préalable une chirurgie afin d’implanter un cathéter dans une de leur veine (Thomsen and

Caine, 2005) (Figure 3).

Figure 3 : Cathéter et matériaux utilisés pour les procédures d’auto-administration de substances chez le rongeur.

(a) Disque en maille de nylon ; (b) guide de canule ; (c) tube du cathéter en silicone ; (d) cathéter implantable avec une perle

d'ancrage en silicone. La régle est en pouce (Thomsen and Caine, 2005).
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Ce cathéter est ensuite connecté a une seringue contenant la substance que I'on souhaite
administrer et cette derniére sera délivrée apres I'exécution du comportement opérant.
Dans la grande majorité des cas, le comportement opérant consiste a appuyer sur un levier
afin de recevoir de la drogue, mais il existe une variante avec un trou muni d’'un détecteur
(« nose poke » en anglais) dans lequel I'animal peut placer son museau afin de déclencher la
délivrance de la drogue. Grace a l'auto-administration intraveineuse, les propriétés
renforcantes des drogues a haut potentiel addictif chez 'Homme ont pu étre mises en
évidence (Schuster and Thompson, 1969; Thompson and Schuster, 1964; Weeks, 1962). Ce
modele d’auto-administration est considéré comme un modeéle prédictif du pouvoir addictif

de nouvelles substances d’abus (Johanson and Balster, 1978).

Classiquement, les sessions d’auto-administrations utilisent un ratio fixe (FR). En FR, le
nombre de comportements opérants (exemple : appui sur un levier) nécessaire pour obtenir
la drogue est fixé par I'expérimentateur (FR1 = 1 appui pour 1 dose de drogue) (Johanson
and Schuster, 1975). L’auto-administration en FR a permis de montrer que les animaux ont
une fréquence d’injection relativement stable et réguliére au cours du temps avec des
sessions d’auto-administrations qui sont limitées a quelques heures maximums (Johanson
and Schuster, 1975; Lynch and Carroll, 2001). Elle a aussi permis de montrer que le nombre
d’injections réalisé par les animaux est dépendant de la concentration de la drogue (Gerber
and Wise, 1989).

De nombreux chercheurs ont souligné le fait qu’une auto-administration simple ne permet
pas de conclure a une manifestation des phénomeénes d’addiction observés chez I’'Homme
(Ahmed and Koob, 1998; Deroche-Gamonet, 2004; Vanderschuren and Everitt, 2004). Par
exemple, Ahmed et Koob soulignent le fait que la durée de I'acces a la drogue influence
considérablement la consommation du rongeur (Ahmed and Koob, 1998). Avec un accés
court (1 heure), la consommation de cocaine est restée stable dans le temps, alors qu'avec
un accés long (6 heures), la consommation de cocaine a augmenté progressivement (Ahmed
and Koob, 1998). Cette observation montre les limites de I'interprétation du développement
de l'addiction uniquement expliqué par les effets de renforcement positif d'une drogue
(Ahmed and Koob, 1998). De plus, Deroche-Gamonet souligne le fait qu’il est nécessaire de

caractériser plusieurs comportements face a la drogue pour définir un comportement
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d’addiction (Deroche-Gamonet, 2004). Enfin, Vanderschuren et Everitt soulignent le fait
gu’une auto-administration en FR1 seule ne permet pas d’étudier la consommation
compulsive de drogues face a des conséquences négatives (Vanderschuren and Everitt,

2004).

La procédure d’auto-administration a donc connu plusieurs déclinaisons. Dans cette partie,
nous détaillerons certaines des procédures qui ont permis d’évaluer la prise et la recherche
compulsive de drogue, 'augmentation de motivation pour rechercher la drogue ainsi que la

rechute.
2. Etude de la recherche compulsive de drogue

Un critere de I'addiction décrit dans le DSM-5 et ses anciennes versions est une prise
répétée de la substance d’abus malgré les conséquences négatives associées, soulignant le
caractere compulsif du trouble (DSM-5).

Plusieurs chercheurs ont proposé de modéliser les aspects compulsifs de I'addiction en
mesurant la résistance a la punition dans I'auto-administration de drogue. Dans ce type de
procédure, la prise de drogue est associée a une punition (c’est-a-dire une conséquence
aversive susceptible de supprimer le comportement opérant), souvent représentée par une
décharge électrique au niveau de la volte plantaire de I'animal (Deroche-Gamonet, 2004;
Pelloux et al., 2007; Vanderschuren and Everitt, 2004). Avec ce type de procédure, il a pu
étre montré que des animaux avec un acces a la cocaine plus prolongé (14 sessions de plus),
étaient plus résistants a la punition que ceux ayant un acces modéré a la cocaine (Pelloux et
al., 2007). Vanderschuren et Everitt ont montré que la présentation d'un stimulus
conditionné aversif (associé a une décharge électrique) pouvait supprimer la recherche de
saccharose ainsi que la recherche de drogue chez des rats ayant une expérience limitée de
['auto-administration de cocaine (Vanderschuren and Everitt, 2004). En revanche, ce
stimulus n’avait plus cet effet apres une longue période de consommation de cocaine
(Vanderschuren and Everitt, 2004). Enfin, Deroche-Gamonet a montré qu’avec un accés
prolongé a la cocaine, une minorité d’animaux persistait dans la prise de drogue malgré les

effets négatifs et était plus sensible a la rechute (Deroche-Gamonet, 2004).
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3. Etude de la motivation pour la drogue

Dans de nombreux laboratoires, la motivation a rechercher la drogue est mesurée en
utilisant une procédure opérante a ratio progressif (PR). Il s’agit d’une procédure ou le
nombre de comportements opérants nécessaire pour obtenir la récompense augmente
aprés chaque délivrance (Hodos 1961). L'effort réalisé par I'animal afin d’obtenir la
récompense augmente jusqu’a ce qu’il devienne trop élevé et que I'animal arréte son
comportement. L'effort maximal que I'animal aura fourni (appelé point de rupture ou
« break point » en anglais) est considéré comme le reflet de sa motivation pour rechercher
et consommer la récompense (Hodos 1961). Cette procédure a été utilisée sur les rongeurs
comme un outil efficace pour étudier les propriétés de renforcement des stimulants
psychomoteurs (French et al., 1995; McGregor and Roberts, 1993; Roberts and Bennett,
1993) et des opiacés (Roberts and Bennett, 1993; Shaham and Stewart, 1994). Cette
procédure est considérée comme une procédure standard dans 'étude de la motivation
anormale qui est provoquée par I'exposition a une substance d’abus (Richardson and

Roberts, 1996; Solinas et al., 2003; Stafford et al., 1998).
4. Etude de la rechute

Pour modéliser la rechute dans des modeéles animaux, les procédures de réinstallation du
comportement de recherche de drogue (ou « reinstatement » en anglais) sont utilisées (de
Wit and Stewart, 1981; Shaham et al., 2003; Shalev et al., 2002; Stewart, 2008)

Dans ce type de procédure, les animaux sont soumis a des sessions d’auto-administrations
puis a une période d’abstinence (Shaham et al., 2003). A la fin de cette période, une ou
plusieurs sessions dites « d’extinction » sont réalisées. Dans ces sessions, les animaux sont
réintroduits dans les chambres opérantes sans acces a la drogue. L'appui sur levier n’étant
plus associé a une injection de drogue, les animaux vont stopper leurs comportements
d’appuis. Une fois le comportement de recherche éteint, la réinstallation du comportement
de recherche de drogues peut étre induite par une administration non contingente de la
drogue (Gerber and Stretch, 1975; Stretch et al., 1971), par les indices contextuels (O’Brien
et al., 1992) ainsi que par le stress (Bremner et al., 1996a; Shaham et al., 2003).

Le stress chez I'animal peut étre induit physiquement par une répétition de décharges

électriques au niveau de la vo(te plantaire (Shaham et al., 2003) ou pharmacologiquement
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par lI'injection de la yohimbine ou d’un facteur de libération de la corticotrophine (CFR)
(Bremner et al., 1996a, 1996b; Brown et al., 2012; Mantsch et al., 2016)

Ce type de procédure pour évaluer la rechute a permis a Grimm de montrer que le

comportement de recherche de cocaine, induit par les indices contextuels, augmentait avec

le temps de sevrage (Grimm et al., 2001). Avec ces observations, ils ont émis I’'hypothése que

le « craving », essentiel a la rechute, augmente avec le temps d’abstinence et ils nommerent

ce phénomene « I'incubation du craving » (Grimm et al., 2001).
5. Autres modeles d’addiction aux drogues

Au cours des dernieres années, d’autres modeles d’addiction aux drogues ont été mis en
place dans des procédures d’auto-administrations (Ahmed and Koob, 1998; Deroche-
Gamonet, 2004). Dans cette partie, deux modéles seront détaillés: le modeéle d’accés

prolongé et le modéle des trois critéres.
a. Modele d’acces prolongé

Chez I'animal, il reste compliqué de distinguer une consommation pathologique compulsive
et incontrolée d’une consommation récréative et contr6lée. Un phénoméne pouvant
indiquer une prise incontrélée, en plus de I'association de I'usage de la drogue avec une
conséquence négative, est I'escalade de la consommation de la drogue. L'escalade de
consommation de la drogue correspond a une progression de la consommation de I'individu
avec le temps (Ahmed and Koob, 1998).

Il a été montré qu’une auto-administration restreinte d’'une substance (1 heure par jour)
génere des prises relativement stables (Ahmed and Koob, 1998). En revanche, lorsque les
rats ont un accées prolongé a la drogue d’environs 6 heures par jour, leurs consommations de
drogue augmentent progressivement au fil des semaines (Ahmed and Koob, 1998).
L'augmentation de la consommation de cocaine a entrainé une augmentation de la dose de
drogue administrée et un déplacement vers le haut de la courbe dose-effet de la cocaine
(Ahmed and Koob, 1998). Ce déplacement de la courbe suggére une augmentation du seuil
récompensant de la drogue comme mécanisme potentiel d'augmentation de Ia
consommation de drogue (Ahmed and Koob, 1998).

L'acces prolongé a la substance semble faciliter le développement de I'addiction et va

impacter les comportements associés comme la motivation pour la drogue (Paterson and

27



Chapitre 1. L’addiction aux drogues

Ill. Etudier I'addiction par la modélisation animale

Markou, 2003) ou la résistance a la punition (Vanderschuren and Everitt, 2004). En effet,
avec un acces prolongé a la cocaine, les animaux présentent un plus haut niveau de
motivation, démontré par des points de ruptures plus élevés en PR (Paterson and Markou,
2003) et une résistance a la punition plus grande (Vanderschuren and Everitt, 2004) par
rapport a des animaux ayant recu un acces restreint a la cocaine. L'utilisation de ce modéle a
accés prolongé semble donc étre un modeéle intéressant dans I'étude des phénomeénes

d’addiction (Ahmed and Cador, 2006).

b. Modéle des trois critéres

Deroche-Gamonet et ses collaborateurs ont, en 2004, mis en place un modele qui est basé
sur 3 criteres mesurés a la suite de séances d’auto-administrations de drogue en acces
prolongé (Deroche-Gamonet, 2004). Les 3 criteres retenus et tirés du DSM-IV sont : 1) des
difficultés a contréler et limiter sa prise; 2) une haute motivation pour la recherche et la
consommation de drogue et 3) la persistance de consommation malgré la connaissance des
conséquences néfastes. Si I'animal valide ces trois critéres, alors il est considéré comme
ayant développé une addiction. Au contraire, si I'animal ne présente que deux, un, ou aucun
de ces critéres, il est considéré comme présentant une addiction (Deroche-Gamonet, 2004).
Dans la procédure de Deroche-Gamonet, les animaux suivent environ 80 sessions (1 session
journaliere) d’auto-administration de cocaine. Ensuite, le comportement de recherche de
drogue a été estimé avec un protocole de ratio progressif, un protocole avec des périodes
d’accés au levier, mais sans drogue, et avec un protocole ou la drogue était associée a une
décharge électrique au niveau de la vo(te plantaire des animaux.

Les résultats ont montré que dans la population totale des animaux, 17 % des animaux
présentaient une haute motivation pour la drogue, un maintien de la recherche quand la
drogue n’était pas disponible, et une persistance de recherche malgré que la drogue soit
associée a une décharge électrique (Deroche-Gamonet, 2004). Ce pourcentage observé est
similaire au pourcentage d’Homme présentant une addcition a la cocaine (Deroche-
Gamonet, 2004).

Ce modele des trois criteres est I'un des premiers modeéles suggérant qu’il existe, comme
chez ’'Homme, une minorité d’individus sensibles (ou vulnérables) a I'addiction aux drogues

(Deroche-Gamonet, 2004).
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Chapitre 2 : Le phénomeéne de I’addiction a la nourriture

I. Généralités sur I’addiction a la nourriture

A. Historique
Dans les années 60, Theron Randolph, médecin et chercheur, emploie le terme addiction a la
nourriture dans un journal scientifique (Randolph, 1956). Dans cette revue, il expliquait
I’existence chez certaines personnes d’une vulnérabilité a certains types d’aliments pouvant
conduire a des symptomes ressemblant a ceux observés dans I’addiction (Randolph, 1956).
Avec I'utilisation de I'imagerie fonctionnelle par résonnance magnétique (IRMf), des études
commencent a paraitre décrivant des mécanismes neurobiologiques qui suggérent
I’existence d’une addiction a la nourriture (Brooks et al., 2013; Gearhardt et al., 2012; Stice
et al., 2010). Néanmoins, le phénomeéne de I'addiction a la nourriture reste controversé et
un débat sur sa réelle existence continue d’étre alimenté (Gordon et al, 2018). De nos jours,
une des questions est de savoir si la nourriture peut étre sujet a une dépendance alors
gu’elle est nécessaire a notre survie (Ziauddeen et al., 2012). De maniere générale, la
communauté scientifique s’accorde a dire qu’il est nécessaire de réaliser plus d’études afin
de confirmer la validité de I'addiction a la nourriture (Corwin and Hayes, 2014; Pursey et al.,
2017). Dans le phénomene de I'addiction a la nourriture, un type d’aliments hypercaloriques
et palatables, des aliments riches en sucre et en graisse, semble présenter des similarités aux
drogues d’abus, car leurs consommations peuvent induire le méme type de perturbations

comportementales et neuronales (Gordon et al., 2018).

Dans ce chapitre, nous détaillerons le phénomene de I'addiction a la nourriture de maniere
générale, en expliguant comment son diagnostic est réalisé ainsi que la prévalence observée.
Par la suite, nous détaillerons des similarités et des divergences observées entre une

exposition aux drogues et une exposition a de la nourriture hyperpalatable.

B. Outils diagnostics de I’addiction a la nourriture
N’étant pas reconnue par I’APA, et ne faisant pas partie du DSM-5, I’addiction a la nourriture
est diagnostiquée par un autre questionnaire: la Yale Food Addiction Scale (YFAS)

(Gearhardt et al., 2009). La premiére version de ce questionnaire, la YFAS 1.0, est parue en
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2009 (Gearhardt et al., 2009). Ce questionnaire était basé sur les critéres de ceux retrouvés
dans I'addiction aux substances de la quatrieme version du DSM (Gearhardt et al., 2009). Un
second questionnaire, I'YFAS 2.0, a été développé en 2016 (Gearhardt et al., 2016). Comme
pour le DSM, I'YFAS évalue la présence de criteres pendant les 12 derniers mois. L'YFAS 2.0
rassemble 35 questions qui englobent 12 symptomes de I'addiction a la nourriture comme la
perte de contréle, la notion de tolérance, le « craving », etc. (Tableau 2). Chaque item est
évalué par l'individu sur une échelle de 0 (jamais) a 7 (tous les jours) et la présence du
symptome est confirmée selon des seuils établis par Gearhardt et ses collégues (Gearhardt
et al., 2016). Selon le méme principe que le DSM, I'YFAS confirme la présence d’une
addiction a la nourriture lorsqu’un certain nombre de critéres est validé. L'YFAS 2.0 indique
la présence d’une addiction a la nourriture lorsque l'individu confirme la présence d’au
moins 2 symptdmes au cours des 12 derniers mois avec la présence d’une détresse
émotionnelle (Gearhardt et al., 2016). De la méme maniére que le DSM-5, I'addiction est
considérée comme faible s'il y a 2 ou 3 symptomes présents, modérée s'il y a 4 ou 5
symptomes et sévere s'il en confirme 6 symptomes ou plus (Gearhardt et al., 2016). Enfin, il
existe une version plus courte de ce questionnaire (YFAS-modifié), ainsi qu’une version

adaptée pour les enfants (YFAS-C) (Gearhardt et al., 2013).

Tableau 2 : Tableau représentatif des symptémes de I'addiction a la nourriture et exemples de questions de I'YFAS 2.0

associées au symptéme étudié.

Perte de controle Quand j'ai commencé a manger certains aliments, j'en mange beaucoup plus que prévu.

Découpage infructueux Je m'inquiéte beaucoup de devoir réduire certains types d'aliments, mais je les mange quand méme.

Temps passé Je passe beaucoup de temps a me sentir Iéthargique ou fatigué parce que je mange trop.

Activités abandonnées J'évite le travail, I'école ou les activités sociales parce que j'ai peur de trop y manger.

Conséquences aversives Je continue a manger de la méme fagon, méme si mon alimentation me cause des problémes
émotionnels.

Tolérance Manger la méme quantité de nourriture ne me procure plus autant de plaisir qu'avant.

Sevrage Lorsque je réduis ou arréte de manger certains aliments, je me sens irritable, nerveux ou triste.

Problémes interpersonnels J'ai des problémes avec ma famille ou mes amis parce que je mange trop.

Altération du fonctionnement | Mes exces alimentaires m'empéchent de m'occuper de ma famille ou de faire des travaux ménagers.

quotidien

Situations dangereuses Je suis tellement distrait par le repas que je pourrais me blesser (par exemple, en conduisant une
voiture, en traversant la rue, en utilisant une machine).

« Craving » J'ai des envies si fortes de manger certains aliments que je ne peux penser a rien d'autre.

Problémes cliniques Mon comportement alimentaire me cause beaucoup de détresse.
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C. Prévalence de I’addiction a la nourriture selon I'YFAS

A ce jour, 'addiction a la nourriture n’est pas reconnue comme une maladie. De ce fait, il
n’existe pas de données épidémiologiques claires sur sa prévalence comme pour I'addiction
aux drogues. Malgré ca, la prévalence peut étre estimée a partir de I'YFAS. Dans une méta-
analyse de 2022, regroupant 272 études utilisant I'YFAS et ses différentes versions, la
prévalence de I'addiction ala nourriture a été estimée a 20 % (Praxedes et al., 2022). En
comparant ce pourcentage avec la prévalence des addictions aux drogues, elle est
légerement supérieure a celle de la consommation de tabac (19,2 %) et d'alcool (18,2 %)
(WHO report 2019). Cette similarité semble indiquer que I'addiction a la nourriture touche
une proportion de personnes similaires a I'addiction aux substances d’abus.

Quant a la prévalence chez les enfants et adolescents, elle varie entre 13 et 18 % (Praxedes
et al., 2022). On constate aussi une augmentation de la prévalence en fonction de I'age
(Praxedes et al., 2022). Le développement de la pathologie pourrait étre favorisé par la
prolongation de I'exposition a de la nourriture hyperpalatable, ou ultra-transformée, sur de
longues durées (Praxedes et al.,, 2022). Cette exposition a un régime hyperpalatable
entrainerait au fur et a mesure du temps, comme pour |'utilisation de drogues d’abus, des
adaptations neurocomportementales et favoriserait le développement de la pathologie
(Ulrich-Lai et al., 2015). Cette idée expliquerait 'augmentation de I'addiction a la nourriture

avec |'age.

Il. Similarités ou divergences comportementales entre I'addiction aux
drogues et I'addiction a la nourriture

Dans cette partie, nous détaillerons des similitudes comportementales et des divergences
observées entre I'addiction aux drogues et I'addiction a la nourriture dans des modeles
animaux. Nous y détaillerons plus particulierement les comportements observés qui sont
proches de notre étude, a savoir dans la motivation de recherche d’aliments palatables, la

résistance a la punition ainsi que I'impact durable de ce type de régime.

A. Perturbation de la sensation hédonique induite par la récompense

La perturbation de la sensation récompensante induite par un acces prolongé aux drogues

est un axe de recherche pouvant expliquer certains comportements observés dans
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I’addiction comme la transition d’'une recherche occasionnelle a une recherche compulsive
ou une augmentation de la quantité de substance consommée avec le temps (Ahmed et al.,
2002; Kenny, 2007).
Une étude réalisée par Johnson et Kenny a reporté qu’un acces d’environ 6 semaines a un
régime hyperpalatable a augmenté le seuil d’autostimulation des rats en procédure
d’autostimulation intracranienne (Johnson and Kenny, 2010). Cette procédure permet
d’évaluer le niveau du seuil de récompense, et cette augmentation de seuil indique que la
sensibilité aux effets gratifiants d’'une récompense a diminué (Johnson and Kenny, 2010).
Ces chercheurs indiquent que la diminution de la sensation plaisante induite par la
récompense peut provoquer une augmentation de la motivation de consommer des
aliments hyperpalatable hautement gratifiants (Johnson and Kenny, 2010). La perturbation
de la sensation de récompense a aussi été observée chez des rats qui ont recu un acces
prolongé a de la cocaine ou a de I'héroine en auto-administration (Ahmed et al., 2002; Kenny
et al., 2006). De plus, les perturbations de la récompense induites par les drogues sont
supposées conduire le sujet d’une recherche occasionnelle a une recherche compulsive afin
de s’adapter a cette récompense diminuée (Ahmed et al., 2002; Kenny, 2007). De ce fait, les
données indiquent que I'exposition prolongée a un régime hyperpalatable peut partager des
mécanismes hédoniques communs avec |'exposition prolongée des drogues et conduire a

une recherche compulsive de nourriture.

B. Impact sur la motivation de recherche
La motivation anormale afin d’obtenir la substance d’intérét est une composante clé dans
les modeles animaux mimant l'addiction aux drogues (Richardson and Roberts, 1996;
Roberts and Bennett, 1993; Stafford et al., 1998). L'exposition a une substance d’abus
provogue une augmentation de la motivation pour la substance (Richardson and Roberts,
1996; Roberts and Bennett, 1993; Stafford et al., 1998). Avec la nourriture, il a été observé
une motivation exacerbée a obtenir des granules de sucre dans une procédure de PR chez
des rats ayant subi une exposition a des régimes d’aliments hyperpalatable (Figlewicz et al.,
2013; Garman et al., 2021; la Fleur et al., 2007; Wojnicki et al., 2006). En revanche, d’autres
études ont reporté qu’une exposition a ce type de régime provoquait une diminution de la

motivation des animaux pour la récompense alimentaire ou, au contraire, n’a montré aucun
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effet (Blaisdell et al., 2014; Davis et al., 2008; Finger et al., 2012; Rossetti et al., 2014; Tracy
et al.,, 2015).
Lorsque I'on s’intéresse au sexe des animaux utilisés dans ces études, celles utilisant des rats
males ont reporté une augmentation de motivation pour les récompenses alimentaires
(Figlewicz et al., 2013; Garman et al., 2021; la Fleur et al., 2007; Wojnicki et al., 2006) ou une
diminution de motivation (Davis et al., 2008; Finger et al., 2012; Tracy et al., 2015). Quant
aux études utilisant des femelles, elles ont reporté une diminution ou une absence d’effet
sur la motivation (Davis et al., 2008; Finger et al., 2012; Tracy et al., 2015).
De la méme fagon, lorsque I'on s’intéresse a I'age d’exposition, les études utilisant des rats
exposés a I'dge adulte reportent une augmentation de motivation (Garman et al., 2021;
Wojnicki et al., 2006) ou une diminution (Finger et al., 2012; Tracy et al., 2015). Les animaux
exposés a I'adolescence présentaient soit une augmentation de motivation (Figlewicz et al.,
2013) soit une motivation similaire aux rats contréles (Rossetti et al., 2014). D’autres études
ont reporté que des rats ayant accés 2 heures par jour pendant 28 jours a un régime riche en
saccharose pendant |'adolescence, mais pas a I'dge adulte, étaient moins motivés a appuyer
sur un levier pour obtenir des récompenses alimentaires palatables a I'dge adulte (Reichelt
et al., 2016). Les mémes résultats ont été trouvés chez des rats adolescents aprés une
exposition a du saccharose pendant 2 semaines (Vendruscolo et al., 2010) ou aprées une
exposition intermittente a du saccharose de 4 semaines (Wong et al., 2017).
Au vu des résultats obtenus dans la littérature, il est difficile d’indiquer si un régime
hyperpalatable peut avoir un impact sur les processus motivationnels ou de tirer des

conclusions sur I'impact du sexe ou de I'dge d’exposition.

C. Difficulté a limiter la prise
La difficulté a limiter sa prise de drogue est un aspect de I'addiction pouvant étre étudié avec
des sessions d’auto-administration dans lesquelles on mesure la persistance de recherche
pendant des périodes, signalées a I'animal, ou la récompense n’est pas disponible (Deroche-
Gamonet, 2004). Dans ce type de procédure, il a été observé qu’un acces prolongé a la
cocaine induit, chez le rat, une persistance de la recherche pendant les périodes sans
drogue. Ce comportement était considéré comme une caractéristique de la recherche

compulsive de drogue pouvant étre observée dans I'addiction (Deroche-Gamonet, 2004).
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Dans une étude s’intéressant a I'impact de la nourriture hyperpalatable, il a été observé
gu’un accés intermittent a des aliments hyperpalatables induit une persistance de la
recherche pendant des périodes ou la récompense n’est pas disponible (Ghitza et al., 2006).
Les auteurs interprétent cette persistance comme une forme de recherche compulsive de
nourriture (Ghitza et al., 2006).
Ces observations indiquent que |'exposition intermittente a de la nourriture hyperpalatable
peut provoquer une forme de recherche compulsive de nourriture similaire a celle observée

lors d’une exposition a une drogue.

D. Persistance de la consommation malgré des conséquences négatives

Certains aspects du comportement compulsif observés dans l'addiction peuvent étre
mesurés dans des procédures qui associent la prise de drogue a une punition, en général
représentée par une décharge électrique (Pelloux et al., 2007; Vanderschuren and Everitt,
2004). Ce type de procédure a permis de montrer qu’un acces prolongé a la cocaine rendait
plus résistants les animaux a la punition (Pelloux et al., 2007) ou qu’ils persistaient dans leurs
recherches de drogue malgré la présentation d'un stimulus conditionné aversif
(Vanderschuren and Everitt, 2004).

Dans les études s’intéressant a I'impact d’une exposition a un régime riche en graisse et en
sucre, les résultats sont variés (Johnson and Kenny, 2010; Jong et al., 2013; Oswald et al.,
2011; Rossetti et al., 2014). Pendant un acces prolongé a un régime hyperpalatable chez le
rat, Johnson et Kenny ont observé que les rongeurs développaient une résistance a un
conditionnement aversif similaire (Johnson and Kenny, 2010). Dans une autre procédure, ou
I'animal avait le choix entre de la nourriture classique et de la nourriture hyperpalatable
associée a une décharge électrique, Oswald a observé une corrélation positive entre la
guantité d’aliments hyperpalatables consommés et le niveau de punition qu’ils étaient préts
a recevoir (Oswald et al., 2011). De plus, Rossetti a observé qu’une exposition chronique a
un régime hyperpalatable rendait les animaux persistant a la recherche de nourriture
lorsque I'appui sur le levier, afin de recevoir la récompense, était associé a une décharge
électrique (Rossetti et al., 2014). En revanche, De Jong a observé que l'accés a ce méme
type de régime n’induisait pas de changement sur le contrdle de la prise alimentaire (Jong et

al., 2013).

35



Chapitre 2 : Le phénomene de I'addiction a la nourriture

Il. Similarités ou divergences comportementales entre I'addiction aux drogues et I’addiction a la nourriture

Une fois encore, lorsque I'on s’intéresse au sexe des animaux ainsi qu’a leurs ages, on
remarque que Oswald et Rossetti (Oswald et al., 2011; Rossetti et al., 2014) ont utilisé des

rats femelles adolescentes et De Jong des rats males adultes (Jong et al., 2013).

En prenant en compte 'ensemble des résultats, il est difficile de conclure a un impact d’un
régime hyperpalatable sur la résistance a la punition des animaux. En revanche, il est
possible que le sexe ou I'age d’exposition soit un facteur important dans le développement
d’une consommation compulsive. En effet, il semblerait que les femelles ou les adolescents
soient plus vulnérables au développement d’une résistance a la punition par un régime

hyperpalatable. Il semble donc nécessaire de réaliser plus d’études comparatives a ce sujet.

E. Sevrage par des aliments palatables et persistance des perturbations

observées

La seconde période du cycle de I'addiction fait référence a I'abstinence et a I'émergence de
symptomes de sevrage. Dans ces symptomes de sevrage, il a été observé chez I'animal des
signes physiques comme des tremblements du corps, de la téte, des claguements de dents
et des signes comportementaux comme |'apparition et I'expression d’une anxiété (File et al.,
1993; Koob, 1999). Dans les études, le sevrage aux opiacés peut étre provoqué, chez
'Homme et I'animal, par l'injection d’un antagoniste des récepteurs opioides (naloxone)
(Jones, 1979; Schnur, 1991).

Dans I’étude du sevrage dans I'addiction a la nourriture, Avena a observé qu’une privation
du sucre chez des animaux ayant recu un accés intermittent a une solution sucrée
provoquait des signes physiques de sevrage comme des tremblements, des claguements de
dents, etc., a la suite d’une injection de naloxone (Avena et al., 2009). Le Magnen a aussi
indiqué que le sevrage pouvait étre induit par une injection de naloxone chez des rats qui
ont été exposés a un régime hyperpalable (Le Magnen, 1990). D’autres études ont aussi
reporté qu’un arrét d’un régime hyperpalatable peut provoquer, chez la souris, des signes
d’anxiété et une augmentation des taux systémiques de cortisone (Sharma et al., 2013;
Teegarden and Bale, 2007). Ces observations indiquent qu’une exposition a de la nourriture
hyperpalatable peut, a son arrét, provoquer des symptomes de sevrage similaires a ceux

observés dans le sevrage de I’addiction aux drogues.
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En ce qui concerne la persistance des perturbations induites par un régime hyperpalatable,
la littérature actuelle ne permet pas de conclure sur I'existence d’un effet durable. Dans
certain cas, il a été montré que des perturbations de la motivation des animaux persistaient
1 mois aprés l'arrét d’un régime hyperpalatable (Arcego et al., 2020), ou des
dysfonctionnements synaptiques dans I’hippocampe plusieurs mois aprés 'arrét (Wang et
al., 2015). Dans d’autres études, il a été observé un retour a la normale des comportements
alimentaires des rats ou des altérations neurobiologiques 1 mois apres 'arrét du régime
(Boitard et al., 2016; Carlin et al., 2016; Rabasa et al., 2016). De ce fait, la question de la

persistance d’un effet par la nourriture hyperpalatable n'a pas encore été résolue.

Pour terminer ce chapitre, méme si certaines preuves dans la littérature mettent en avant
des similarités entre I'addiction aux drogues et a la nourriture, d’autres études indiquent
gu’une exposition a un régime hyperpalatable ne perturbe pas des comportements clés de
I'addiction. En effet, certaines manifestations comportementales observées aprés une
exposition a une drogue, comme une motivation anormalement élevée ou une résistance a
la punition plus élevée pour la récompense, ne sont pas toujours observées avec une
exposition a un régime hyperpalatable. De ce fait il est nécessaire de réaliser plus d’études
s'intéressant aux impacts comportementaux observés aprés un accés a un régime
hyperpalatable, en particulier sur les phénoménes motivationnels compulsifs des animaux et

la persistance d’effet.
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Bien que les cibles moléculaires des diverses classes de drogues d’abus soient différentes,
elles augmentent toutes les transmissions monoaminergiques (Di Chiara and Imperato,
1988; Robinson and Berridge, 2003). Ainsi, la cocaine se fixe sur les transporteurs
membranaires présynaptiques et inhibe la recapture de la dopamine (DA), de la sérotonine
(5-HT) et de la noradrénaline (NA), ce qui a pour conséquence d’augmenter les
concentrations de ces neurotransmetteurs dans les fentes synaptiques et les
neurotransmissions associées (Figure 4) (Broderick et al., 2003; Pettit and Justice, 1989;

Rothman et al., 2001).
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Figure 4 : Schématisation du mécanisme d’action de différentes droques, dont la cocaine, sur les neurones dopaminergiques,

° o autoreceptors
o A P

noradrénergiques et sérotoninergiques (Gonzal et al., 2003).

DA : dopamine ; DAT : transporteur de la dopamine ; NA : noradrénaline ; NET : transporteur de la noradrénaline ; 5-HT : 5-
hydroxytryptamine ; SERT : transporteur de la 5-hydroxytryptamine; MPP 1-méthyl-4-phénylpyridinium; Amph :
amphétamine ; MDMA : 3 ,4-méthylenedioxyméthanphétamine

Dans ce chapitre, nous nous intéresserons plus particulierement aux roles des voies

DAergiques dans I'addiction, car il s’agit du neurotransmetteur principalement impliqué dans

les effets renforcants et psychomoteurs déclenchés par les drogues (Hall et al., 2004).

I. Les voies dopaminergiques
Dans le cerveau, les 2 sources de DA principales sont la substance noire pars compacta (SNc)
et I'aire tegmentale ventrale (ATV) (van Domburg and ten Donkelaar, 1991). Ces 2 régions
sont a l'origine de voies DAergiques distinctes : 1) le systéme mésocorticolimbique qui

provient de I'ATV et projette vers plusieurs structures limbiques et corticales et 2), la voie
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nigrostriale qui provient de la SNc et projette vers le striatum dorsal (StD) (van Domburg and

ten Donkelaar, 1991) (Figure 5).

Cinguiate gyrus

Striatum

Prafrontal
cortex

Substantia nigra

Nucleus
accumbens

Figure 5 : Projections dopaminergiques dans le cerveau humain.

Les neurones dopaminergiques proviennent de I’aire tegmentale ventrale et de la substance noire (Hyman et al., 2006).

A. Les différents roles de la dopamine

1. Réle de la dopamine dans I’hédonie et dans I’attribution de

la saillance incitative

Le fait que la DA soit impliquée dans les effets plaisants des récompenses a été proposé par
Wise dans son hypothése de « I’hédonie dopaminergique » (Wise et al., 1978). Il a mis en
évidence qu’une inhibition pharmacologique des récepteurs DAergiques par la pimozide
provoquait chez des rongeurs la perte de la capacité a ressentir les effets gratifiants d’'une
récompense (Wise, 1978).

La DA jouerait aussi un réle dans l'attribution d’'une saillance incitative (Berridge and
Robinson, 2016). Robinson et Berridge décrivent la récompense comme une association de
trois composantes distinctes : 1) une composante motivationnelle : le « wanting » qui
s’apparente au désir, 2) une composante d'apprentissage: le « learning », et 3) une
composante hédonique : le « liking » qui correspond au plaisir (Berridge and Robinson,
2016). Robinson et Berrigde expliquent que la DA est impliquée dans le « wanting », qui
correspond a la composante motivationnelle, plutét que dans le « liking », qui impliquerait
plutoét les systémes endocannabinoides et opioides (Berridge and Robinson, 2016). Pour eux,
La DA attribuerait plutét une notion de désir a la récompense et aux stimuli qui lui sont

associés (Berridge and Robinson, 2016).
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2. Role de la dopamine dans I’apprentissage par récompense

La libération de DA joue un réle dans le renforcement de I'association stimulus-réponse et
elle agirait comme un signal prédictif qui guiderait I'apprentissage de I'individu (Di Chiara,
2002; Schultz, 2007; Schultz et al., 1997). Par exemple, Schultz a montré chez le singe, par
des enregistrements électrophysiologiques, que l'activité des neurones DAergiques était
augmentée au début d’une procédure d’apprentissage stimulus-réponse (Schultz et al.,
1997). Au fur et a mesure de I'entrainement, il a observé un décalage temporel de I'activité
des neurones DAergiques vers le stimulus qui prédisait I'arrivée de la récompense (Schultz et
al., 1997). Cette observation indiquerait que le stimulus, précédemment associé a
I'obtention de la récompense, a la capacité d’augmenter I'activité des neurones DAergiques
et d’induire une libération de DA (Schultz et al., 1997). Enfin, lorsque la récompense n’est
pas délivrée apres I'apparition de l'indice visuel (lumiere), les neurones DAergiques sont
activés pendant I'indice, puis inhibés au moment ol la récompense aurait di arriver (Schultz
et al.,, 1997). Cette diminution montre que le moment attendu de la récompense, en
fonction de l'apparition de l'indice visuel, est également modulé par |'activité DAergique
(Schultz et al., 1997). Enfin, Schultz a indiqué que I'activité des neurones DAergiques de
I'ATV et de la SN influence la prédiction de la récompense et permet a I'animal d’optimiser

ses choix, guidant ainsi son apprentissage (Schultz et al., 1997).
3. Role de la dopamine dans la formation d’habitude

La DA provenant de la voie nigrostriée est impliquée dans le controle des mouvements, dans
I’'apprentissage moteur (Hikosaka et al., 2002), et aussi dans la formation d’habitudes (Faure
et al., 2005). Il a été observé que des injections de 6-OHDA dans le striatum de rats, qui
entrainent une dégénérescence des afférences DAergiques, empéchent le développement
d’un comportement habituel (Faure et al., 2005). La DA semble donc nécessaire a la mise en
place des comportements habituels.

Dans un contexte d’addiction aux drogues, il a été suggéré par Everitt et Robbins que des
patients addicts développent un apprentissage habituel de consommation et de recherche
de drogue (Everitt and Robbins, 2005). Everitt et Robbins font alors une distinction entre : 1)
une recherche de drogue qui est volontaire et motivée par les effets gratifiants de la drogue

et 2), une prise et une recherche compulsive qui sont guidées par un procédé stimulus-
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réponse (Everitt and Robbins, 2005). Ils indiquent que la transition des actions volontaires
vers des actions habituelles dans la recherche de drogues correspond a une transition d’un
contréle du cortex préfrontal et des sous-régions striatales ventrales aux contrdles striatales
plus dorsal (Everitt and Robbins, 2005). Les connexions entre les neurones DAergiques et le
striatum constitueraient des boucles organisées en une cascade allant du striatum ventral au
dorsal (Everitt and Robbins, 2005). Ces boucles DAergiques participent aux effets renforcants
des drogues et au conditionnement pavlovien dépendant du noyau accumbens, puis
engagent des actions stimulus-réponses habituelles qui dépendent du StD (Everitt and

Robbins, 2005).

Dans les prochaines parties, nous détaillerons les principales structures de la voie nigrostriée
et du systeme mésocorticolimbique. Nous y expliquerons |’organisation cellulaire de ses
structures, les fonctions dans lesquelles elles sont impliquées ainsi que leurs implications

dans I'addiction.

B. Les principaux circuits dopaminergiques
1. La voie nigrostriée

a. Description de la voie nigrostriatale
La voie nigrostriée est une voie composée de neurones DAergiques qui projettent vers le
striatum et particulierement vers le StD (Peak et al., 2019). Le systeme dopaminergique
nigrostrié est particulierement étudié dans le cadre de troubles de la motricité. Cette voie

joue également un réle dans la réactivité aux drogues et dans I’addiction.

b. Structures cibles de la voie nigrostriée : le striatum dorsal

(StD)

i. Organisation cellulaire du StD

Chez le rat, le StD peut étre divisé en striatum dorsomédial (StDm) et en striatum
dorsolatéral (StDI). Le StD recoit, dans son ensemble, des projections DAergiques de la SNc
(Peak et al.,, 2019). Le StDm recoit en majorité de projections liées au processus
d’intéroception du CPFm, alors que le StDI recoit des afférences du cortex moteur qui est

impliqué dans les processus sensorimoteurs (Peak et al., 2019).
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Composition neuronale du striatum

Le striatum, ventral et dorsal, est a 95% composé de neurones de projection épineux de
taille moyenne GABAergiques appelés « MSN » pour « Medium Spiny Neuron » (Kreitzer and
Malenka, 2008; Tepper et al., 2007). Les neurones MSNs peuvent étre divisés en 2
populations, les neurones MSNs de la voie directe et les neurones MSNs de la voie indirecte
(Matamales et al.,, 2009). Ces deux populations peuvent étre identifiées en fonction des
types de récepteurs DAergiques qu’ils expriment ainsi que des peptides qu’ils synthétisent
(Matamales et al., 2009). Ainsi, les neurones MSNs de la voie directe expriment des
récepteurs DAergiques de type D1, des récepteurs cholinergiques de type M4, et produisent
la dynorphine et la substance P (Matamales et al., 2009). Les neurones MSNs de la voie
indirecte expriment des récepteurs DAergiques de type D2, des récepteurs a I'adénosine de
type A2A et synthétisent I’'enképhaline (Matamales et al., 2009).

Les 5 % de populations neuronales restantes sont des interneurones. Ces interneurones sont
soit des interneurones cholinergiques appelés « ChAT », soit des interneurones qui
synthétisent la parvalbumine (Burke et al., 2017; Kreitzer and Malenka, 2008).

Les MSNs de la voie directe du StD projettent vers le globus pallidus interne (GPi) ainsi que la
substance noire réticulée (SNr) (Gerfen and Surmeier, 2011; Yager et al., 2015; Yin et al.,
2008; Yin and Knowlton, 2006). Les MSNs de la voie indirecte projettent vers le globus
pallidus externe (GPe) et le noyau sous-thalamique (Gerfen and Surmeier, 2011; Yager et al.,

2015; Yin et al., 2008; Yin and Knowlton, 2006) (Figure 6).
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Figure 6 : Schématisation de la voie directe et indirecte du striatum (Moises Dominguez ; medbullets.com).

42



Chapitre 3 : Neurobiologie de I'addiction
I. Les voies dopaminergiques
Dans le StD, ces deux populations neuronales sont considérées comme ayant des fonctions
opposées (Calabresi et al., 2014; Yager et al., 2015). Une stimulation de la voie directe active
le thalamus et permet l'initiation d’'une action tandis qu’une activation de la voie indirecte
inhibe le thalamus et le comportement en agissant sur le cortex (Calabresi et al., 2014; Yager

et al., 2015).
ii. Roéles du StD dans les actions dirigées et

habituelles

Méme si le StD est impliqué dans la motricité et le controle moteur (Cataldi et al., 2022),
dans cette partie, nous détaillerons ses autres fonctions en lien avec I'addiction a savoir les

actions dirigées vers un but et les actions habituelles.

Dans ces processus d’actions dirigées vers un but et habituelles, les sous-régions du StD
jouent des réles distincts. Le StDm participe aux actions dirigées vers un but (Yin et al., 2005;
Yin and Knowlton, 2006, 2004). Yin et Knowlton ont par exemple montré que des lésions au
niveau du StDm entrainaient chez le rat I'apparition de comportements habituels précoces
par rapport a des animaux non lésés (Yin et al., 2005; Yin and Knowlton, 2006, 2004). De
plus, en mesurant I'activité neuronale pendant I'acquisition d’'un comportement sur rotarod
(Yin et al., 2009) ou en chambre opérante munie de leviers (Gremel and Costa, 2013), il a été
observé une activité élevée du StDm pendant les phases d'acquisitions initiales (Gremel and
Costa, 2013; Yin et al., 2009). Une activité du StDm était ensuite enregistrée quand les
animaux étaient surentrainés indiquant que cette région n’intervenait pas dans les actions
habituelles (Gremel and Costa, 2013; Yin et al., 2009).

Le StDI participe aux comportements habituels (Yin et al., 2004; Yin and Knowlton, 2006,
2004). De la méme maniére, Yin et Knowlton ont indiqué que des lésions du StDI permettent
de maintenir un comportement dirigé vers un but, méme aprés un entrainement prolongé,
et empéche I'animal de développer des comportements habituels (Yin et al., 2004; Yin and
Knowlton, 2006, 2004). Dans la méme étude mesurant l'activité neuronale pendant
I'acquisition d’'un comportement instrumental (Gremel and Costa, 2013; Yin et al., 2009), il a
été montré une activité faible du StDI pendant les phases initiales d'acquisition et une
augmentation de son activité lorsque les animaux deviennent surentrainés (Gremel and

Costa, 2013; Yin et al., 2009).
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Dans les processus d’actions a but dirigées et habituelles, I'activité de ces 2 sous-régions est
complémentaire et rentre en compétition, ou en coopération, pour contrdéler I'action
(Bergstrom et al., 2018; Bradfield and Balleine, 2013; Yin and Knowlton, 2006). Par exemple,
une inactivation du StDI apres la mise en place d’'un comportement habituel peut restaurer
une réponse dirigée vers un but (Yin and Knowlton, 2006) ou accélérer I'apprentissage au
début de I'entrainement (Bergstrom et al., 2018; Bradfield and Balleine, 2013). Le StDm et le
StDIl sont donc complémentaires dans la mise en place et le développement d’actions
dirigées vers un but ou des actions habituelles.
iili. Implication du StD dans I’addiction aux drogues
Le StD est une structure qui est moins étudiée que le NAc dans les phénomeénes d'addiction
(Francis et al., 2019; Liischer and Malenka, 2011; Volkow and Morales, 2015; Wolf, 2016).
Néanmaoins, les recherches sur le StD ont montré que cette structure était impliquée dans les
comportements de recherche de drogue. Par exemple, une inactivation pharmacologique du
StD, en particulier le StDI, par des agonistes des récepteurs GABA, réduit la persistance de
recherche de cocaine des rats lorsque la recherche est associée a une punition (Jonkman et
al., 2012). De plus, une diminution de la recherche de drogue chez le rat a été reportée a la
suite d’une inactivation réversible du StDI par injection de lidocaine (Zapata et al., 2010). Le
StDI est donc une structure dont I'activité participe a la recherche de drogue.
Plusieurs études indiquent que la consommation de drogue favorise la transition d’une
action dirigée vers un but a un comportement habituel (Corbit et al., 2014; Everitt and
Robbins, 2013; Nordquist et al., 2007). En effet, la recherche de drogue va étre initiée par
des réponses a but dirigé action/résultats, puis elle va dériver vers un comportement
habituel stimulus/réponses (Corbit et al., 2014; Nordquist et al., 2007). Par exemple, il a été
observé qu’une exposition initiale a de "'amphétamine ou a de la cocaine a pour effet de
favoriser I'apprentissage stimulus/réponse (Nordquist et al., 2007), et de perturber

I'acquisition d’'un comportement dirigé vers un but (Corbit et al., 2014).

La DA est un acteur qui joue un réle majeur dans le StD et les processus de recherche de
drogue (Everitt and Robbins, 2013; Ito et al., 2002; Vanderschuren et al., 2005). Pendant des
sessions d’auto-administrations de cocaine chez le rat, il a été reporté une libération de DA

dans le StD pendant la prise de drogues (Ito et al., 2002). D’autres études de microdialyse
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ont révélé que, dans le StD, une augmentation de la concentration extracellulaire de DA a
été observée lorsque le stimulus associé a la cocaine était présenté pendant des sessions
d’auto-administrations (lto et al., 2002; Vanderschuren et al., 2005). Le StD est donc
impliqué dans I’association du stimulus avec la prise et avec la recherche de drogue.
La transition d’une action dirigée vers un but a un comportement de recherche de drogue
habituel implique la transition d’activité de la DA du StDm au StDI (Everitt and Robbins,
2013; Murray et al., 2012; Nelson and Killcross, 2013). En effet, il a été observé, chez des rats
entrainés a appuyer sur un levier pour s’administrer de la cocaine, qu’une injection
d’antagoniste de récepteurs DAergique dans le StDm a pour effet de réduire le nombre
d’appuis sur le levier au début de I'entrainement (Murray et al., 2012; Vanderschuren et al.,
2005). La méme observation a été faite lorsque I'injection a été réalisée dans le StDI durant

la période de surentrainement (Murray et al., 2012; Vanderschuren et al., 2005).

Pour conclure, le StD est impliqué dans la prise et dans la recherche de drogue induite par
les indices associés a la prise. Méme si cette structure reste a ce jour peu étudiée, elle
posséde un réle important dans I'addiction (Everitt et al., 2008; Everitt and Robbins, 2013).
Le StD semble donc étre une cible particulierement intéressante a la fin du processus de
développement de I'addiction, et plus particulierement le StDI lorsque la prise et la

recherche deviennent automatiques et inadaptées.
2. Le systéme mésocorticolimbique

Le systeme mésocorticolimbique est un circuit divisé en deux voies principales : la voie
mésolimbique et la voie mésocorticale. La voie mésolimbique correspond aux neurones
DAergiques issus de I’ATV qui projettent vers le NAc, I'hippocampe et I'amygdale (AMG)
(Russo and Nestler, 2013). La voie mésocorticale est aussi constituée des neurones
DAergiques de I’ATV, qui projettent vers le CPFm, le cortex cingulaire antérieur (CCA) ainsi
que le cortex orbitofrontal (COF) (Russo and Nestler, 2013) (Figure 7). Le systéme
mésocorticolimbique, et plus particulierement la voie DAergique mésolimbique, participe

aux processus de la récompense et aux processus motivationnels.
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Figure 7 : Schématisation du systéeme mésocorticolimbique ainsi que ses différentes projections.

Les projections dopaminergiques sont représentées en vert. Les projections glutamatergiques sont représentées en rouge.
Les projections GABAergiques sont représentées en bleu. VTA : aire tegmentale ventrale ; NAc : noyau accumbens ; AMY :

amygdale ; LH : hypothalamus latéral ; PFC : cortex préfrontal ; HIPP : hippocampe (Russo and Nestler, 2013)
3. Les structures cibles du systeme mésocorticolimbique

a. Le noyau accumbens (NAc)

i. Organisation cellulaire du NAc

Interaural 11.7mm Interaural 11.2mm Interaural 10.0mm

Figure 8 : Représentation de coupes coronales a différents niveaux du noyau accumbens.

Noyau accumbens core (AcC) ; noyau accumbens shell (AcS) ; striatum dorsal (DStr) (Brown and Molliver, 2000)

Le NAc correspond a la partie ventrale du striatum. Il est généralement divisé en 2 zones : le

NAc core (NAcc) et son enveloppe, le NAc shell (Nacsh) (Figure 8). Ces 2 sous-régions
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recoivent des afférences de la ATV, du globus pallidus (GP), de ’AMG et du pallidum ventral

(VP) (Zahm, 2000; Zahm and Brog, 1992). Le NAcc recoit des afférences du cortex

prélimbique (PrL) et du cortex cingulaire antérieur (CCA) (Zahm, 2000 ; Zahm et Brog, 1992).

Le NAcsh recoit plutot les afférences du cortex infralimbique (IL) et du cortex insulaire
(Zzahm, 2000; Zahm and Brog, 1992).

En ce qui concerne les projections du NAc, les neurones du NAcc projettent sur le VP

dorsolatéral, le globus pallidus et la substance noire (lkemoto, 2007; Zahm and Brog, 1992).

Quant aux neurones du NAcsh, ils projettent sur I’'hypothalamus, I’ATV et le pallidum ventral

antromédial (lkemoto, 2007; Zahm and Brog, 1992).

ii. Roles physiologiques du NAc

Réles du NAc core dans le choix et la réponse motrice

Le NAcc est impliqué dans le choix et I'exécution de réponses motrices dont la valeur
motivationnelle a été mise a jour (Bassareo et al., 2002; Di Chiara, 2002). En effet, cette
sous-région intégre la valeur motivationnelle d’'une récompense et de ses indices pour
induire une réponse motrice appropriée (Bassareo et al., 2002; Di Chiara, 2002). Pour
résumer, dans ces études, sans la fonction du NAcc, il a été observé des défauts pour
associer la récompense avec les indices associés et la génération de choix appropriés (Di

Chiara, 2002; Floresco et al., 2008).

Rbles du NAc shell dans la prédiction et 'apprentissage par la recompense

Le NAcsh joue un réle crucial dans la prédiction et I'apprentissage par la récompense (Goto
and Grace, 2008; Kelley, 2004). La libération de DA dans le NAcsh, induite par des
récompenses imprévues, permet |'association du stimulus lié a la récompense avec |'état
biologique de I'individu (Di Chiara, 2002). De plus, Bassareo a précisé que la libération de DA
dans le Nacsh permet l'association d’'un indice a la récompense seulement en début

d’apprentissage (Bassareo et al., 2017, 2015).

Pour résumer, le NAc est une source d’entrée majeure de différentes structures limbiques et

corticales. Pris dans son ensemble, il s’agit d’une structure qui joue un rble dans

I'apprentissage par la récompense, dans le choix et I'exécution d’une action basée sur la
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valeur de la récompense. De plus, le NAcc et le NAcsh ont chacun leurs propres roles. Le
NAcc participe aux choix et a I’exécution d’une action en fonction de la valeur
motivationnelle de la récompense, et la NAcsh participe a I'association d’un stimulus a la
récompense et a I'apprentissage.
ili. Implication du NAc dans I’addiction
Le NAc est considéré comme une région importante dans les propriétés renforcantes des
drogues. Cette structure participe aux processus de maintien de la consommation, et dans la
recherche de drogues (Chevrette et al.,, 2002; Fuchs et al.,, 2004a; Rodd-Henricks et al.,
2002).

Implication du NAc dans le développement et le maintien de la consommation de drogues

Comme il a été précédemment expliqué, la DA joue un role dans |'attribution a la drogue
d’une saillance incitative et dans la composante motivationnelle des stimuli
environnementaux sur le comportement (Nordquist et al., 2007; Robinson and Berridge,
2003). Il est donc suggéré que la libération de la DA dans le NAc favorise le "désir" de
consommer la drogue et conduit I'individu a une recherche excessive afin de la consommer
(Nordquist et al., 2007; Robinson and Berridge, 2003).

L'implication des neurones DAergiques qui projettent sur le NAc dans le maintien de la
consommation a été mise en évidence par des études lésionnelles (Kiianmaa, 1980;
McGregor and Roberts, 1993; Rassnick et al., 1993). Par exemple, une lésion des neurones
DAergiques projetant sur le NAc, par des injections de 6-OHDA, provoque chez des rats une
diminution de la consommation d’alcool (Kilanmaa, 1980; Rassnick et al., 1993) ou de
cocaine (Pettit et al., 1984). De facon similaire chez des rats, des injections d’antagonistes
des récepteurs DAergiques dans le NAc ont bloqué I'auto-administration de cocaine, alors
gue des injections d’agonistes DAergiques dans cette structure I'ont augmenté (McGregor
and Roberts, 1993). Ces résultats indiquent que le NAc, notamment sous I’action de la DA,

participe au maintien de la consommation des drogues d’abus.

Le NAc joue aussi un role dans I'augmentation de consommation de la quantité de drogues

(Koob and Le Moal, 2008). En effet, la consommation aigué de drogue diminue le seuil de

récompense (sensibilité pour une récompense augmentée) alors que la consommation
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chronique augmente ce seuil (sensibilité pour une récompense diminuée) (Koob and Le
Moal, 2008). L’augmentation de ce seuil est liée a la diminution de la libération de DA dans
le NAc ainsi qu'a une diminution de la densité des récepteurs DAergiques de type D2 (Koob
and Le Moal, 2008). Cette diminution de sensibilité pour les effets gratifiants de la
récompense peut faire ressentir au patient le besoin de consommer une quantité supérieure
a celle qu’il a envisagé afin de ressentir la sensation de plaisir voulue (Ahmed et al., 2002;

Koob and Le Moal, 2008).

Implication du NAc dans la rechute

Le NAc est une structure impliquée dans la réinstallation de recherche de drogue induite par
la drogue ou par les indices environnementaux associés (Cornish et al., 1999; Fuchs et al.,
2004a; McFarland et al., 2003; McFarland and Kalivas, 2001). Par exemple, lors d’un
protocole de réinstallation de recherche de drogue induite par une injection de cocaine, des
mesures par microdialyse chez le rat ont relevé une augmentation de DA et de glutamate
dans le NAcc (McFarland et al., 2003). De plus, une injection de DA ou de glutamate dans le
NAc chez des rats provoque une réinstallation d’'un comportement de recherche de drogues
induite par une injection de drogue (Cornish et al., 1999; McFarland and Kalivas, 2001). Ces
observations indiquent que des changements de concentration de DA et du glutamate dans
le NAc seraient responsables de la rechute induite par une injection de drogue (Cornish et
al., 1999; McFarland and Kalivas, 2001).

Dans la recherche de drogue induite par les indices environnementaux, la présentation de
stimuli prédictifs de la cocaine augmente la libération de DA dans le NAc et déclenche un
comportement de recherche de drogue (Weiss et al., 2000). De plus, il a été observé qu’une
inactivation pharmacologique du NAc a diminué la recherche de drogue induite par les
indices contextuels (Fuchs et al., 2004a). Le NAc participe donc a la recherche de drogue

induite par des indices environnementaux.

Lorsque I'on s’intéresse aux sous-parties du Nac, il semblerait que la partie core du NAc soit
la plus impliquée dans les phénomeénes de rechute induits par les indices environnementaux
(Floresco et al., 2008; Fuchs et al., 2004a). En effet, des lésions du NAcc diminuent la

capacité des rats a associer des stimuli pavloviens a la drogue (Ito et al., 2004). De plus, il a
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été observé chez le rat qu’une inactivation pharmacologique du NAcc diminue la
réinstallation d’un comportement de prise de cocaine induite par des indices contextuels
(Fuchs et al., 2004a). Cette méme inactivation a été réalisée sur le NAcsh, mais est restée
sans effet sur la réinstallation de recherche (Fuchs et al., 2004a). Millan a démontré qu’il
existait une implication du NAcsh dans la recherche a l'alcool (Millan et al., 2010). Il a
observé qu’une inactivation pharmacologique réversible du NAcsh rétablit la recherche de
I’alcool chez le rat (Millan et al., 2010).
Des revues expliquent plus en détail I'implication du NAc dans la réinstallation de recherches
(Bossert et al., 2013). Pour résumer, la littérature indique que la DA et le glutamate dans le
NAcc et le NAcsh sont impliqués dans la réinstallation de recherche de drogue induite par le
contexte environnemental (Bossert et al, 2013). Les projections du thalamus
paraventriculaire vers le NAcsh et les connexions du NAsh avec I'hypothalamus sont
nécessaires a la réinstallation de la recherche d'alcool induite par le contexte. De plus, les
projections du CPFm ventral vers le NAcc sont importantes dans la réinstallation de la

recherche d’héroine et de cocaine (Bossert et al., 2013).

b. Le cortex préfrontal médian (CPFm)
Le cortex préfrontal des rongeurs est divisé en plusieurs régions. Le cortex préfrontal médian
(CPFm), divisé lui-méme en cortex infralimbique (IL), cortex prélimbique (PrL) et en cortex
cingulaire antérieur (CCA), et en cortex orbitofrontale (COF) (Granon and Poucet, 2000;
Uylings et al.,, 2003) (Figure 9). Dans le cortex préfrontal, les principales populations
neuronales sont des neurones glutamatergiques et des interneurones GABAergiques
(Seamans et al., 2001). Ici nous nous focaliserons sur le CPFm puis, dans un second temps,

nous nous intéresserons au COF.
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Anterior cingulate cortex
Prelimbic cortex

Infralimbic cortex

Anterior cingulate cortex
Prelimbic cortex

Infralimbic cortex A— 0\ \

Figure 9 : Représentation anatomigue du cortex préfrontal

Présentation en vue coronaire (image du haut) et en vue sagittale (image du bas). Cortex infralimbique en rose, cortex

prélimbique en bleu et cortex cingulaire antérieur en vert (Tynan et al., 2013)
i. Organisation cellulaire du CPFm

Le CPFm projette vers I'ATV, le striatum ventral et dorsal, 'AMG et I'hypothalamus
(Goldstein and Volkow, 2011; Hearing et al., 2012; Perry et al., 2011). Le CPFm posséde des
afférences DAergiques en provenance de I'ATV et des afférences glutamatergiques en
provenance de I'hippocampe et de '’AMG (Goldstein and Volkow, 2011; Hearing et al., 2012;
Perry et al., 2011). Le PrL et I'lL sont des structures plus différenciées chez le rongeur que
chez ’'Homme (Granon and Poucet, 2000). Dans cette partie, nous détaillerons les roles de

I'IL et du PrL puis dans un second temps, nous nous focaliserons sur le CCA.

ii. Fonctions physiologiques du CPFm

Réle de I'IL et du PrlL dans les comportements a but dirigés et habituels

Chez I'animal, le PrL et I'lL ont des fonctions distinctes. Le PrL est impliqué dans les
comportements dirigés vers un but (Amaya and Smith, 2018; Smith and Laiks, 2018). La
réalisation de lésions au niveau du PrL diminue la capacité des rongeurs a orienter leurs
comportements vers un but et provoque des comportements qui sont habituels (Balleine
and Dickinson, 1998; Balleine and O’Doherty, 2010; Corbit and Balleine, 2003). Quant a I'lL,
cette région joue un réle dans les comportements habituels (Amaya and Smith, 2018; Smith

and Laiks, 2018). En effet, une inactivation de I'lL par optogénétiques, a perturbé la
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formation et I'expression d’'un comportement habituel (Smith et al., 2012; Smith and

Graybiel, 2013).

Réle du CCA dans le contrdle des actions dirigées vers un but, I’évaluation d’une action et le

traitement émotionnel :

Le CCA est une structure principalement impliquée dans le contréle des actions dirigées vers
un but. Il s’agit d’'une structure qui évalue le colt d’une action, les bénéfices attendus et
détermine si I'action doit étre réalisée (Cai and Padoa-Schioppa, 2012; Luk and Wallis, 2013;
Schweimer and Hauber, 2006). Le CCA est donc une structure qui joue un role clé dans
I'association d’une action et sa valeur (Camille et al., 2011; Rushworth et al., 2011). Par
exemple, des lésions du CCA chez I'animal provoquent une préférence pour les petites
récompenses, associées a de faibles colts, au détriment d’un meilleur choix plus co(teux,
mais qui, en termes de bénéfices apportés, est stratégiquement plus avantageux (Rushworth
et al., 2004). Le CCA est également impliqué dans les actions impulsives. Une lésion de cette
structure augmente le nombre de réponses prématurées dans un test de mesure de
I'impulsivité chez le rat (Dalley et al., 2004). Enfin, en raison de ses communications avec le
systeme limbique, et notamment I'’AMG, le CCA joue un role dans le traitement des

émotions (Drevets and Raichle, 1998; Vogt et al., 1997).

iti. Implication du CPFm dans I’addiction
Dans I'addiction, le CPFm est impliqué dans le comportement de recherche de drogue. En
effet, des études de microdialyse ont reporté qu’une injection de cocaine au niveau du CPFm
provogue une augmentation de la libération de dopamine dans cette région (Maisonneuve
et al.,, 1990), ainsi qu’'un comportement de rechute chez le rat (Park et al.,, 2002). Des
injections d’antagonistes des récepteurs a la DA dans le CPFm ont eu, a I'inverse, pour effet
de diminuer la recherche de drogue des animaux (Capriles et al., 2003; McFarland and

Kalivas, 2001; Park et al., 2002).

Implication de I’IL et du PrL dans I'addiction

Dans l'addiction, le PrL jouait un rOle dans la réinstallation de la recherche de drogue

déclenchée par les indices environnementaux, un stress ou la drogue elle-méme (McFarland
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and Kalivas, 2001). L'inactivation du PrL, par des injections d’agonistes des récepteurs GABA,
avant le test de réinstallation, bloque le comportement de recherche de drogue (McFarland
and Kalivas, 2001).
L’inactivation de I'IL, par des agonistes GABAs, n‘impacte pas la recherche de drogue des
animaux avant I'extinction (McFarland and Kalivas, 2001). En revanche, son inactivation
aprés le test de réinstallation rétablit un comportement de recherche de drogue (Peters et
al., 2008a, 2008b). L'IL est une structure qui participe aussi a la réinstallation d’un
comportement de recherche de drogue, mais seulement une fois que le comportement a été
initié. L’IL participerait donc a l'inhibition d’un comportement de recherche plutét qu’a son
déclenchement (Peters et al., 2008a, 2008b).
Méme si ces dernieres informations semblent contradictoires avec le réle physiologique de
ces 2 sous-régions, une des explications concerne le manque de distinction dans les circuits
étudiés. En effet, la majorité des études sur I'addiction qui s’intéressent aux projections du
CPFm dans la recherche de drogue se concentre sur celles du striatum ventral, a savoir le
NAc, (Gourley and Taylor, 2016; McFarland and Kalivas, 2001; Peters et al., 2008a) tandis
que les études qui s’intéressent aux formations d’habitudes se focalisent plutét sur les

projections du CPFm vers le StD (Hart et al., 2018b, 2018a; Smith and Laiks, 2018).

Implication du CCA dans I'addiction

Le CCA est une région qui participe a la réinstallation de recherche de drogue. Une
inactivation réversible du CCA, par tétrodotoxine, bloque la réinstallation de recherche de
cocaine par des indices environnementaux (MclLaughlin and See, 2003). Cet effet est
spécifique des indices et n’a pas d’impact sur la réinstallation de recherche induite par le
stress et la cocaine (McFarland et al., 2004; McFarland and Kalivas, 2001). Ceci est renforcé
par le fait que I'activité du CCA des rats augmente quand les indices associés a la cocaine

sont présentés (Thomas et al., 2003).

De plus, il a été montré chez I’homme que le CCA est une région particulierement impliquée
dans le «craving » de la drogue (Foltz and White, 1962). En effet, Foltz et White ont
remarqué qu’une ablation du CCA chez des patients addicts faisait disparaitre leurs

sensations de besoin de consommer leurs drogues (Foltz and White, 1962). De plus, I'activité
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du CCA a été corrélée chez des patients avec leurs désirs pour leurs substances respectives.
Par exemple, I'état de manque que le patient présentant une addiction ressentait était
corrélé a une augmentation d’activité du CCA (De Ridder et al., 2016, 2011; Huang et al.,
2018; Kithn and Gallinat, 2011; Leong et al., 2018). Enfin, chez des patients addicts a la
cocaine, I’envie de consommer la drogue était associée a une connectivité accrue du CCA au
striatum (Contreras-Rodriguez et al., 2015). Une connectivité fonctionnelle accrue entre le
CCA, le COF médian et le striatum a aussi été observée chez des patients addicts a I'héroine
(Ma et al., 2010). Ces 3 structures sont donc en communication étroite afin de provoquer le
désir pour la substance.
Dans ces processus de craving, l'activité du CCA est déclenchée par des indices
environnementaux (Kihn and Gallinat, 2011; Seo et al., 2013). La présentation d’indices, liés
a la consommation de la drogue, provoque une hyperactivation du CCA chez des fumeurs,
des alcoolodépendants et des cocainomanes et cette hyperactivation du CCA est corrélée
avec leurs désirs autodéclarés pour la substance (Kihn and Gallinat, 2011). Enfin, il est
intéressant de souligner que cette hyperactivité du CCA est considérée par des chercheurs
comme un marqueur pouvant aider a la prédiction de la rechute chez des personnes

alcoolodépendantes (Seo et al., 2013).

C. Le cortex orbitofrontale (COF)

i. Organisation cellulaire du COF
Le COF est une structure corticale trés étendue qui possede de nombreuses connexions

(Rudebeck and Rich, 2018) (Figure 10).

Figure 10 : Représentation du cortex préfrontal de rat

Représentation en coupe sagittale (a) et en coronale (b). Le cortex orbitofrontal est signalé par les abréviations : LO (cortex
orbital latéral), MO (cortex orbital médian), VLO (cortex orbital ventrolatérale) ainsi que VO (cortex orbital ventral).

PrL : cortex prélimbique, IL : cortex infralimbique ; ACg : cortex cingulaire antérieur (par Dalley et al., 2004).

54



Chapitre 3 : Neurobiologie de I'addiction

I. Les voies dopaminergiques

Le COF projette vers l'insula, le striatum ventral, I’hypothalamus, le thalamus médiodorsal, le

CPFm, 'AMG et la substance grise périaqueducale (Rudebeck and Rich, 2018). Le COF recoit

des aires corticales somato-sensorielles, de linsula, de I'AMG, de I’hippocampe, de

I’hypothalamus, du thalamus médiodorsal et du CPFm (Rudebeck and Rich, 2018) (Figure
11).

PFC

Sensory < > MD thalamus

Limbic: <\> OFC

Insula
Amygdala / \ Ventral striatum
PAG

Hypothalamus
Hippocampus and
temporal lobe

Figure 11 : Connectivités du cortex orbitofrontal.

OFC: cortex orbitofrontal ; PFC: cortex préfrontal ; MD thalamus : thalamus médiodorsal ; PAG : substance grise

périaqueducale ; sensory : aire corticale somato-sensorielle (par Rudebeck and Rich, 2018).

ii. Fonctions du COF dans les actions dirigées vers un
but et dans la valeur des stimuli

Le COF joue essentiellement un réle dans les comportements dirigés vers un but et dans
I'actualisation de la valeur des stimuli en fonction des événements récents (Gardner et al.,
2018; Panayi and Killcross, 2018; Stalnaker et al., 2015; Zhou et al., 2019). En effet, le COF
est tres actif pendant un entrainement avec des leviers a rapport aléatoire, une procédure
qui a pour but d’évaluer I'action tres régulierement (Gremel et al., 2016; Gremel and Costa,
2013). De plus, une stimulation du COF chez des souris entrainées a appuyer sur des leviers
augmente les actions a but dirigées et limite celles guidées par un comportement d’habitude
(Gremel et al., 2016). Une lésion spécifique de cette région provoque chez I'animal une

préférence pour les choix inadaptés et risqués (Pais-Vieira et al., 2007; Zeeb et al., 2010).

iti. Implication du COF dans I’addiction
Les études sur le COF ont rapporté que des lésions de cette structure n’impactaient ni

I'acquisition de I'auto-administration de cocaine chez le rat (Fuchs et al., 2004b; Hutcheson
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and Everitt, 2003), ni la courbe dose/réponse de la cocaine en auto-administration (Fuchs et
al., 2004b). Ces résultats indiquent que le COF n’est pas une structure jouant un role
essentiel dans les effets gratifiants de la cocaine.
En revanche, il a été montré que le COF participe aux effets renforgateurs conditionnés par
les indices associés a la drogue et a la réinstallation d’un comportement de recherche induit
par ces indices (Fuchs et al.,, 2004b; Thomas et al., 2003). En effet, une inactivation
pharmacologique du COF, par des agonistes des récepteurs GABA, provoque une altération
de la recherche de cocaine induite par des indices associés a la drogue (Fuchs et al., 2004b).
Aussi, il a été observé une expression de zif-268 augmentée, un marqueur précoce indiquant
des processus de plasticités synaptiques, dans le COF de rats aprés une exposition a des
indices associés a la cocaine (Thomas et al., 2003). Ensemble, ces résultats suggerent que le
COF joue un role essentiel dans la capacité des indices associés a la drogue a déclencher un
comportement de recherche de drogue. Fuchs a également observé que des lésions du COF,
réalisées avant le début des séances d’auto-administrations des rats, ne provoquaient pas de
changement dans le comportement de recherche induit par les indices (Fuchs et al., 2004b).
Ces résultats indiquent donc que: 1) le COF est une structure importante, mais non
essentielle aux comportements de recherche de drogue induits par les indices
environnementaux, et 2) si la fonction du COF est abolie avant le développement d’un
comportement de prise de drogue, d’autres structures cérébrales seraient impliquées pour
provoquer une réinstallation de recherche de drogue.
Le COF est une structure qui est aussi impliquée dans la réinstallation d’'un comportement de
recherche de drogue induite par le stress (Capriles et al., 2003). Capriles et ses collégues ont
observé gu’une inactivation réversible du COF par la tétrodotoxine diminuait la réinstallation
de la recherche de cocaine induite par le stress (Capriles et al., 2003). De plus, ils ont observé
gue cette inactivation n’impactait pas la réinstallation de la recherche de drogue induite par
une injection de cocaine (Capriles et al., 2003). Le COF est donc une structure impliquée

dans la recherche de drogue induite par les indices environnementaux et le stress.
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Il. La plasticité neuronale induite par les drogues d’abus

Plusieurs phénomenes de plasticité neuronale ont été observés a la suite des expositions a
des drogues d’abus. La plasticité neuronale est caractérisée par des changements
morphologiques et fonctionnels des neurones (Berlucchi and Buchtel, 2009). En temps
normal, ces changements plastiques ont lieu lors d’une adaptation a un environnement, a un
apprentissage ou encore apres une lésion cérébrale (Berlucchi and Buchtel, 2009). Dans le
cas des drogues, ces phénomeénes ont été étudiés comme étant des acteurs responsables
des comportements inadaptés de prises ou de recherche de drogue qui sont observés dans
I’addiction (Kalivas and O’Brien, 2008). Par conséquent, I'addiction aux drogues peut étre
définie comme un trouble qui est provoqué par des perturbations durables de la plasticité
structurale et/ou fonctionnelle au sein de diverses régions cérébrales (Hyman and Malenka,
2001; Kalivas and O’Brien, 2008).

Dans cette partie, nous donnerons quelques exemples de ces processus plastiques induits

par la cocaine, la drogue utilisée dans cette these.

A. Plasticité structurale induite par la cocaine

Une exposition aigué ou chronique de cocaine a pour conséquence de provoquer des
changements structuraux des neurones. La plasticité structurale des neurones concerne
directement les épines dendritiques et leurs morphologies (Bosch et al., 2014; Bosch and
Hayashi, 2012; Matsuzaki et al., 2004). En effet, ces épines vont adapter leurs tailles ainsi
qgue leurs formes trés rapidement. Les adaptations de ces épines se font en quelques
minutes, voire en quelques secondes (Bosch et al., 2014; Bosch and Hayashi, 2012;
Matsuzaki et al., 2004).

Les changements de la plasticité structurale dépendent de la nature de l'exposition et
peuvent aussi étre induits pendant la période d’abstinence (Dos Santos et al., 2017; Dumitriu
et al., 2012; Robinson et al., 2001). Par exemple, une exposition aigué de cocaine provoque
la formation d’épines dendritiques dans le CPFm, le NAc et I’ATV (Dos Santos et al., 2017;
Mufioz-Cuevas et al., 2013; Sarti et al., 2007; Shen et al., 2009). Lors d’une exposition
chronique de cocaine, une augmentation de la densité des épines dendritiques a aussi été
observée dans le NAc, le CPFm (Robinson et al., 2001; Robinson and Kolb, 1999) et le StD

(Ren et al., 2010). Cette augmentation du nombre d’épines par des injections chroniques de
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cocaine a été associée a une augmentation de la densité synaptique dans les MSNs dans
I’ensemble du NAc (Li et al., 2004; Norrholm et al., 2003). Pendant la période d’abstinence,
chez la souris, le nombre d’épines dendritiques est diminué dans le NAcc et augmenté dans
le NAcsh aprés 24 heures suivant la derniere injection (Dumitriu et al., 2012). De plus, ces
changements ont persisté dans le NAcc apres 28 jours tandis que le nombre d’épines dans le
NAcsh était redevenu similaire aux animaux contréles (Dumitriu et al., 2012).
De facon intéressante, la rechute peut aussi induire des modifications de la structure des
neurones (Gipson et al., 2013; Stankeviciute et al., 2014). Par exemple, Gipson et
Stankeviciute ont observé chez le rat que, apres des sessions d’auto-administrations de
cocaine, le déclenchement de lindice lumineux associé a la drogue a provoqué une
augmentation de la taille des épines dendritiques dans le NAcc (Gipson et al.,, 2013;
Stankeviciute et al., 2014). De plus, ces chercheurs ont corrélé positivement la taille de la
téte des épines avec le niveau de recherche de drogue de I'animal (Gipson et al., 2013;
Stankeviciute et al., 2014). En raison de lI'implication des épines dans la potentialisation
synaptique, Gipson et Stankeviciute ont indiqué que la recherche de drogue serait en partie
due a la potentialisation des synapses, elle-méme liée a une densité d’épines augmentée

(Gipson et al., 2013; Stankeviciute et al., 2014).

B. Plasticité synaptique induite par la cocaine

La plasticité synaptique est définie comme des « modifications biochimiques qui ont pour
conséquence de provoquer des modifications de |'efficacité synaptique » (Citri and Malenka,
2008). En fonction de leurs durées d’expression, on peut caractériser : 1) les plasticités a
court terme, des changements qui durent environ quelques minutes, et 2) les plasticités a
long terme dont les changements peuvent durer plusieurs jours voire plusieurs mois (Korpi
et al.,, 2015).

En fonction de leurs effets sur la synapse, on peut caractériser deux types de plasticités a
long terme (Korpi et al., 2015). En effet, elles peuvent : soit provoquer une diminution de
I'efficacité synaptique, on parle alors de LTD (pour « Long-Term Depotentialisation ») ou
provoquer une augmentation de |'efficacité synaptique, on parle alors de LTP (pour « Long

Term Potentialisation » ) (Korpi et al., 2015).
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Figure 12 : Schématisation de la LTP et de la LTD au niveau post synaptique.

La LTP est provoquée a la suite de I'expression de récepteurs AMPA a la membrane et la LTD est provoquée par
I'internalisation des récepteurs glutamatergiques AMPA ou par I'activation des récepteurs au glutamate mGlu (Korpi et al.,

2015).

Les modifications de |'efficacité synaptique peuvent étre la conséquence des modifications
de la quantité de neurotransmetteurs libérés, des modifications de la densité des récepteurs
exprimés a la membrane ou encore des modifications de I'efficacité des récepteurs (Mameli
et al., 2009) (Figure 12). Les changements de plasticité synaptique observés dans I’addiction
concernent particulierement les récepteurs glutamatergiques AMPA et NMDA (Mameli et
al.,, 2009). Les récepteurs AMPA et NMDA sont des récepteurs ionotropiques (Kauer and
Malenka, 2007). A la suite d’une exposition chronique a la cocaine, des modifications du

ratio des récepteurs AMPA/NMDA ont lieu dans le striatum ventral et dorsal.
1. Plasticité synaptique du NAc induite par la cocaine

Par exemple, une injection journaliére de cocaine pendant 1 semaine chez la souris diminue
le ratio AMPA/NMDA dans le NAcsh au niveau des synapses glutamatergiques qui

proviennent du CPF (Kourrich et al., 2007). La diminution de ce ratio a été observée 1 jour
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apres la derniéere injection a la cocaine, puis ce ratio a augmenté apres une dizaine de jours
qui ont suivi la derniere injection (Kourrich et al., 2007). Cette augmentation de ratio apres
sevrage a été confirmée par une autre étude qui a signalé une augmentation dans le NAc des
récepteurs AMPA exprimés a la membrane apres une vingtaine de jours d’abstinence
(Boudreau and Wolf, 2005). Ces observations soulignent le fait que I’abstinence provoque
elle-méme des phénomeénes de plasticité synaptique a la suite d’une exposition réguliére a la
cocaine.
Cette augmentation de [I'efficacité synaptique pendant l'abstinence serait en partie
responsable de I'apparition du craving (Conrad et al., 2008). Une des explications de cette
augmentation de la transmission synaptique dans la structure se trouve au niveau de la
composition des récepteurs AMPA elle-méme (Conrad et al., 2008). En effet, Conrad a
observé que I'abstinence a la cocaine augmentait I'expression a la membrane des récepteurs
AMPA dépourvus de la sous unité GIuR2 (Conrad et al., 2008). Cette sous-unité GIuR2 a pour
conséquence de limiter I'entrée d’ion divalent dans le neurone et limite son excitabilité
(Conrad et al., 2008). Conrad a aussi indiqué que I'augmentation de la transmission par les
récepteurs AMPA sans GluR2 avait pour conséquence d’augmenter la réactivité des MSNs du
NAc aux indices environnementaux (Conrad et al., 2008). En effet, chez les mémes rats, des
injections d’un antagoniste, spécifique des récepteurs AMPA dépourvus de GIuR2 dans le
NAc, ont réduit la recherche de drogue induite par les indices environnementaux (Conrad et
al., 2008). De plus, Conrad a montré que l'inactivation des synapses glutamatergiques du
NAc en provenance du CPFm diminuait cette recherche de drogue induite par les indices
environnementaux (Pascoli et al., 2014). De ce fait, une augmentation de réactivité des
MSNs du NAc par les indices environnementaux, et par I'activité du CFPm, serait en partie
responsable du désir pour la drogue et augmente la recherche de I'animal.
Dans le NAcg, il a été aussi observé que les indices environnementaux augmentaient le ratio
AMPA/NMDA, et que cette augmentation était corrélée de maniére positive a la recherche
de drogue de I'animal (Gipson et al., 2013). Ces observations indiquent que I’'exposition
chronique a la drogue a induit des neuroadaptations qui ont favorisé I'induction de LTP par
les indices environnementaux dans les MSNs du NAcc ce qui facilite la recherche de drogue,

et par extension, la rechute de I'animal (Gipson et al., 2013).
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2. Plasticité synaptique du StD induite par la cocaine

Dans le StD, des phénomeénes de plasticité synaptique ont aussi été observés. Par exemple,
des injections répétées de cocaine chez le rat induisent une augmentation de la densité des
récepteurs AMPA présents a la membrane (Yamamoto and Zahniser, 2012). Cette
augmentation peut traduire une sollicitation importante des circuits striataux dorsaux
induite par I’exposition chronique de cocaine (Yamamoto and Zahniser, 2012).

De plus, ces chercheurs indiquent qu’une période d’abstinence a la suite de I'exposition
chronique de cocaine induit une augmentation du ratio AMPA/NMDA dans le StD en raison
d’une diminution de I'expression des récepteurs NMDA (Yamaguchi et al., 2002; Yamamoto
and Zahniser, 2012). Une seconde étude indique que, aprés 7 jours d’exposition chronique
de cocaine suivie de 21 jours d’abstinence, une augmentation de I'expression de la sous-
unité 2A dans les récepteurs NMDA était présente chez le rat (Ary and Szumlinski, 2007) et
une augmentation de la sous unité 2B apres 60 jours de sevrage (Ben-Shahar et al., 2009).
Ces modifications des sous-unités 2A et 2B aprés un long sevrage indiquent des
perturbations de I'efficacité synaptique en faveur d’'une augmentation d’excitabilité du StD
(Ben-Shahar et al., 2009).

Comme il a été décrit précédemment, le StD participe a la recherche de drogue habituelle et
inadaptée qui est guidée par les stimuli environnementaux (Everitt et al., 2001; Packard and
Knowlton, 2002; Vanderschuren et al., 2005). De ce fait, une augmentation de la sensibilité
du StD en période d’abstinence pourrait rendre l'individu plus sensible aux stimuli
environnementaux associés a la drogue, favoriser une réponse « habituelle » et l'initiation
d’une recherche de drogue (Everitt et al., 2001; Packard and Knowlton, 2002; Vanderschuren

et al., 2005).

C. Neuroadaptations moléculaires induites par les drogues
Comme il a été décrit précédemment, la cocaine induit des modifications morphologiques,
ainsi que des modifications de I'efficacité synaptique. Ces modifications sont étroitement
liées a des adaptations moléculaires induites par les drogues. Ces adaptations seraient
impliquées dans le développement et le maintien de I'addiction. Dans cette partie, nous

détaillerons certaines neuroadaptations moléculaires induites par la cocaine.

61



Chapitre 3 : Neurobiologie de I'addiction

Il. La plasticité neuronale induite par les drogues d’abus

1. Modulation de [I'expression du transporteur de la

dopamine (DAT)

I a été montré que des injections répétées de cocaine modifient I'expression du
transporteur a la DA (DAT) (Cerruti et al., 1994; Xia et al., 1992). En effet, Xie et Cerruti ont
observé que la réalisation d’une injection journaliere de cocaine chez le rat pendant une
semaine réduit la quantité d’ARNm du DAT dans les neurones de la SN (Xia et al., 1992) et de
I’ATV (Cerruti et al., 1994). Cette diminution des taux d’ARNm a pour effet de diminuer la
traduction du transporteur et, de ce fait, réduit la densité du DAT en présynaptique (Cerruti
et al.,, 1994; Xia et al., 1992). De plus, Boulay et ses collegues ont observé qu’aprés une
exposition chronique, la cocaine réduisait I'efficacité du DAT a recapturer la DA dans le
NAcsh (Boulay et al., 1996). La réduction d’expression du DAT et la diminution de I'efficacité
du transporteur induit par la cocaine a pour effet de diminuer la recapture de la DA.

Aussi, en plus de modifier son niveau d’expression, I'exposition a la cocaine modifie la
sensibilité du DAT a étre inhibé (Siciliano et al., 2016). Par exemple, des sessions d'auto-
administrations de cocaine chez les rats diminuent l'inhibition du DAT dans le NAc par la
cocaine (Siciliano et al., 2016). Cette résistance aux effets inhibiteurs de la cocaine pendant
les sessions d’auto-administrations expliquerait en partie la notion de tolérance et
I'augmentation de la consommation de drogue que |'on peut observer chez les animaux
aprés une longue période de prise de drogue (Siciliano et al., 2016). De facon intéressante,
méme si cette modification disparait aprés une période d'abstinence de 14 ou 60 jours
(Siciliano et al., 2016), une seule exposition de cocaine a la fin de I'abstinence rétablit cette
résistance du DAT aux effets de la cocaine (Siciliano et al., 2016). Cela démontre que le DAT
est resté, méme apres 60 jours d’abstinence, dans un état altéré et que la plasticité induite
par la cocaine peut étre rétablie en une seule exposition (Siciliano et al., 2016). Enfin, la
réexposition de I'animal a la cocaine apres cette abstinence a rétabli la notion de tolérance
et I'augmentation de la consommation de cocaine que I'on peut observer aprés une longue
période de prise de drogue (Siciliano et al., 2016). L'’ensemble de ces données démontrent
qgue l'exposition chronique a la cocaine provoque des changements durables sur le DAT
méme aprés une longue période d’abstinence. Enfin, ces résultats peuvent fournir une
explication potentielle sur la notion de tolérance et les périodes de consommations

frénétiques qui peuvent se produire apres abstinence (Siciliano et al., 2016).
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2. Modulation de la voie de I'AMPc et du facteur de

transcription CREB

Comme la cocaine produit une augmentation de la DA extracellulaire, elle active les voies de
signalisation en aval des récepteurs DAergiques exprimés par les neurones post-synaptiques.
Les récepteurs DAergiques sont associés a une protéine G qui peut étre soit une protéine Ggs
pour les récepteurs D1 ou soit une protéine Ggio pour les récepteurs D2 (Beaulieu and
Gainetdinov, 2011). Ces protéines G modulent I'activité de I'adénylate cyclase (AC) et
partant de la protéine kinase A (PKA). Quand la DA active la protéine Gqs/olf associée aux
récepteurs D1, cela induit la production d’AMPc (Jackson and Westlind-Danielsson, 1994).
Cette augmentation de '’AMPc active ensuite la PKA. La PKA va alors phosphoryler plusieurs
cibles dont des facteurs de transcriptions qui jouent un réle dans I'expression des genes
précoces eux-mémes impliqués dans la plasticité neuronale a long terme (Beaulieu and
Gainetdinov, 2011; Jaber et al., 1996) (Figure 13).

En ce qui concerne les récepteurs DAergiques de type D2, ils sont couplés a la protéine Gai/o
(Beaulieu and Gainetdinov, 2011). Une fois activée par la DA, la protéine Gaio Va inhiber
I'activité de I’AC, ce qui provoque une diminution de la quantité d’AMPc dans le neurone. La
diminution d’AMPc va réduire I'activité de la PKA, réduire la phosphorylation des protéines
cibles et diminuer leurs activités (Beaulieu and Gainetdinov, 2011; Jaber et al., 1996). Cela
aura pour effet général de réduire la transmission du signal (Hernandez-Lopez et al., 2000)
(Figure 13). Les récepteurs D2 sont aussi exprimés du coté pré-synaptique (Wolf and Roth,
1990) et participent au rétrocontrole négatif en réduisant la libération de la DA dans la fente

synaptique (Wolf and Roth, 1990).
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Figure 13 : Mécanismes cellulaires des récepteurs dopaminergiques D1 et D2 dans les neurones striataux en réponse a un

psychostimulant (Salery et al., 2019)

Comme indiqué précédemment, la PKA phosphoryle plusieurs protéines impliquées dans la
plasticité synaptique et dans I'addiction. Parmi ces cibles, la protéine ERK (pour
« Extracellular signal Regulated Kinase »), spécifique de la voie D1 (Salery et al., 2019) et le
facteur de transcription CREB (pour « Cyclic:AMP Responsive-Element-Binding ») ont été
décrits.

La protéine ERK est une kinase régulée par I'exposition aux drogues, dont la cocaine (Valjent
et al., 2004, 2000). En effet, Valjent a observé que la cocaine aigué et chronique augmentait
la quantité de ERK phosphorylée dans plusieurs structures du systeme
mésocorticololimbique comme le NAc, le CPF ou le StD (Valjent et al., 2004, 2000).
L'inhibition pharmacologique de I'activité de ERK au sein de 'ATV et du NAc réduit I'activité
locomotrice des rongeurs lors d’'une procédure de sensibilisation comportementale (Kim et
al., 2011; Pierce et al., 1999). Ces observations indiquent que ERK participe aux effets de la

cocaine et dans les effets a long terme de la drogue.
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Quant a CREB, c’est un facteur de transcription qui joue un rdle dans les adaptations
durables induites par les drogues (Carlezon et al., 2005; McClung and Nestler, 2003). En
effet, la phosphorylation de la protéine CREB (Nestler, 2001), va entrainer la formation d’un
complexe avec la protéine CBP (pour « CREB Binding Protein »), et ainsi, activer la
transcription de nombreux génes (Carlezon et al., 2005).
Comme ERK, I'implication de CREB a été étudiée dans les effets des drogues d’abus (Briand
and Blendy, 2010; Carlezon et al., 2005). En effet, des souris transgéniques, exprimant un
facteur CREB non fonctionnel, sont plus sensibles aux effets de différentes drogues d’abus,
dont la cocaine (Barrot et al., 2002; Carlezon et al., 2005; Walters and Blendy, 2001). A
I'inverse, une augmentation de la quantité de CREB phosphorylé ou sa surexpression en
général induit la diminution des effets renforgants de la cocaine (Carlezon et al., 2005; Sakai
et al., 2002; Self et al., 1998). De facon intéressante, CREB a un impact différent en fonction
de la structure dans laquelle la protéine est exprimée (Olson et al., 2005). En effet, il a été
observé gu’une augmentation de la quantité de CREB dans la téte de I'ATV rend I'animal plus
sensible aux effets de la cocaine tandis que son augmentation dans la partie caudale de
I’ATV rend les animaux moins sensibles aux effets de la cocaine (Olson et al., 2005). Cela
indique que l'implication de CREB est spécifique de certaines structures impliquées dans

I’addiction et cela souligne la complexité du role de la protéine CREB dans ce trouble.

a. Les genes de la famille Fos : Cible de CREB

Aprés des administrations de cocaine, le facteur de transcription CREB provoque la
transcription de géne précoce appelé IEG (pour « Immediate Early Gene »). Parmi ces IEGs,
on trouve ceux codant les protéines de la famille Fos, tres étudiées dans I’addiction. Par
exemple, il a été montré qu’une injection unique de cocaine chez des rongeurs augmente le
niveau d’expression des genes c-fos et FosB dans le NAc et le StD (Hope et al., 1992; Nestler,
2001). Par ailleurs, des injections répétées de cocaine induisent une augmentation de c-fos
dans le NAc et le StD (St-Hilaire et al., 2003). L’activation de c-fos est rapide et trés
transitoire (Miller et al.,, 1984; Young et al.,, 1991). En effet, il a été montré que la
transcription du géne c-fos commence environ 5 minutes apres l'injection de cocaine et il

atteint son niveau maximal d’expression au bout de 1h30 a 2h (Mdller et al., 1984; Young et
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al., 1991). Une fois le pic d’expression dépassé, les taux de c-fos vont diminuer et retourner a
la normale au bout de 12 a 24h (Miiller et al., 1984; Young et al., 1991).
Une autre protéine de cette famille a été particulierement étudiée dans I'addiction (Nestler,
2013). Il s’agit de la protéine AFosB, codée par le gene Fos B et qui correspond a une forme
tronquée de la protéine FosB (Nestler, 2001). Contrairement a c-fos, qui a une expression
tres transitoire, la protéine AFosB s’accumule dans les neurones aprées chaque injection de
cocaine (Nestler, 2001). En effet, une premiere injection de cocaine va induire une
expression faible de AFosB par rapport a I'expression de c-fos, mais, lorsque I'on réalise
plusieurs injections, la protéine AFosB va s’accumuler dans les aires cérébrales, car elle est
stable (Nestler, 2001) (Figure 14). A la suite d’une exposition chronique, la cocaine provoque
un changement de la quantité de AFosB dans plusieurs structures connues pour étre
impliquées dans I'addiction (Chen et al., 1997; Nye et al., 1995; Perrotti et al., 2008). En
effet, il a été observé une augmentation de la quantité de AFosB dans le CPFm, 'AMG,
I'hippocampe, le NAc et le StD aprés des injections de cocaine (Chen et al., 1997; Nye et al.,
1995; Perrotti et al., 2008). De plus, cette accumulation a persisté durant les plusieurs mois
qui ont suivi la derniére injection de drogue (Nestler, 2001).
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Figure 14 : Cinétiqgue des facteurs de transcription de la famille Fos par la cocaine (Nestler, 2001).

L'accumulation de AFosB semble étre spécifique de certains types de neurones dans le
striatum (Colby et al.,, 2003; Kelz et al., 1999; Lafragette et al., 2016). En effet, il a été
observé que l'augmentation de AFosB était spécifique des MSNs de la voie directe dans le
NAc et le StD, c’est-a-dire les neurones exprimant les récepteurs DAergiques de type D1
(Colby et al., 2003; Kelz et al., 1999; Lafragette et al., 2016) en réponse a la cocaine.

Nestler et son groupe de recherche proposent que I'accumulation de la protéine AFosB dans
les neurones jouerait un réle clé dans les neuroadaptations persistantes décrites apres des
injections de drogues et susceptibles de participer a la mise en place d’'une addiction

(Nestler, 2001). Ceci a en particulier été proposé apreés des études de surexpression ou
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d’inactivation de la protéine AFosB dans des modeéles animaux (Colby et al., 2003; Kelz et al.,
1999). Par exemple, il a été observé chez des souris transgéniques qui surexprimaient AFosB
gue la sensibilisation comportementale était augmentée (Kelz et al., 1999). La surexpression
de la protéine chez ces souris a aussi augmenté la prise de cocaine des animaux dans une
procédure d’auto-administration, ainsi que la motivation dans une procédure de PR (Colby
et al., 2003). L’accumulation de la protéine AFosB semble donc participer au développement
de I'addiction.
Néanmoins, le role de AFosB dans I'addiction semble complexe. En effet, il a été observé
gu’une surexpression par |'utilisation d’un vecteur viral de AFosB dans le NAcsh diminue la
prise de cocaine dans une procédure d’auto-administration de cocaine et dans la
réinstallation de la recherche induite par la drogue (Zhang et al.,, 2014). Dans une autre
étude, des souris transgéniques qui ont une activité du géne de AFosB réduite étaient plus
sensibles aux effets de la cocaine dans une procédure de sensibilisation comportementale
(Hiroi et al., 1997).
La protéine AFosB est donc une protéine jouant un role dans I'addiction et est parfois
considérée comme un « switch » vers l'addiction, c’est-a-dire qu’elle participerait a la
transition d’une prise de drogue récréative vers une prise de drogues pathologique (Nestler,

2001).
b. Les genes cibles de la protéine AFosB

Comme la protéine AFosB est un facteur de transcription, elle régule I'expression de
protéines (Nestler, 2013, 2001). Dans cette partie, nous détaillerons a titre d’exemple la
régulation du géne CDK5 impliqué dans la morphologie des neurones et celle régulant la
sous-unité GIuR2 des récepteurs AMPA impliquée dans les changements d’efficacité
synaptique.

i. La régulation AFosB de la protéine CDK5 (cyclin

dependent kinase 5)

La protéine « cyclin dependent kinase 5 » (ou CDK5) est une kinase régulée par AFosB et qui
joue un réle dans I'organisation de I'arborisation dendritique des neurones (Bibb et al., 2001;
Norrholm et al., 2003). L'augmentation de AFosB induite par des injections de cocaine

entraine une augmentation des niveaux de CDK5, ce qui aurait pour conséquence
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d’augmenter la densité des épines dendritiques des neurones (Figure 15) (Norrholm et al.,

2003).
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Figure 15 : Schématisation des neuroadaptations induites par la cocaine sur I’arborisation dendritique des neurones (Nestler,

2001).

ii. Régulation de I’expression de la sous-unité GluR2
Cette sous-unité des récepteurs glutamatergiques AMPA est régulée par AFosB (Kelz et al.,
1999). Par exemple, Isaac a observé que les neurones qui expriment la protéine AFosB ont
un plus grand adressage a la membrane de récepteurs AMPA contenant la sous-unité GluR2
(Isaac et al., 2007). De plus, il a observé que ces neurones avaient une excitabilité réduite par
rapport aux autres neurones, probablement a cause du changement de la composition des
récepteurs AMPA (Isaac et al., 2007). En effet, la présence de GIuR2 dans le récepteur AMPA
réduit sa perméabilité aux ions calcium ce qui rend le neurone moins excitable (Isaac et al.,
2007). Ainsi, Vialou et ses collaborateurs ont observé que I'expression de AFosB dans les
MSNs du striatum était corrélée a une excitabilité réduite de la structure (Vialou et al.,
2010). Ces résultats indiquent que AFosB joue un rdle dans les changements de I'efficacité

synaptique et dans les neuroadaptations induites par les drogues.

Pour conclure, I'exposition prolongée a la cocaine provoque des modifications moléculaires
qui seraient directement responsables des neuroadaptations morphologiques et synaptiques
déclenchées par les drogues et seraient impliquées dans les comportements observés dans

I’addiction.
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lll. Similarités neurobiologiques entre I'addiction aux drogues et

I’addiction a la nourriture
Parallelement a l'identification des similarités comportementales entre I’addiction aux
drogues d’abus et a la nourriture, des études ont cherché a identifier des points communs
entre les perturbations neurobiologiques observées entre ces 2 troubles. Ici, nous
détaillerons quelques similarités de perturbations neurobiologiques observées dans
I’addiction aux drogues et celles observées a la suite d’'une exposition a des aliments

hyperpalatables.

A. Perturbations du systeme DAergique

Chez des personnes souffrant d’'une addiction aux drogues, il a été observé par IRMf une
diminution de la fonction DAergiques dans le striatum de consommateur chronique de
cocaine (Volkow et al.,, 2009, 1990). Cette diminution fonctionnelle était associée a une
diminution de la densité de récepteurs DAergiques D2 dans le striatum (Volkow et al., 2009,
1990) qui persiste des mois apres I'arrét de consommation (Volkow et al., 2007). Chez les
cocainomanes, la diminution des niveaux de récepteurs DAergiques D2 dans le striatum est
associée a une diminution de la libération de DA induite par une récompense naturelle
(Volkow et al., 2009). Volkow explique que cette diminution de la réactivité du systéme
DAergique par les récompenses naturelles des patients addicts les prédisposeraient a
rechercher la drogue dans le but d'activer temporairement le circuit de la récompense
(Volkow et al., 2009). De ce fait, elle indique que la diminution des récepteurs DAergiques D2
pourrait étre considérée comme un facteur de vulnérabilité a I'addiction (Volkow et al.,
2009). Ces propos sont renforcés par des études précliniques qui ont montré que des
niveaux élevés de récepteurs DAergiques D2 dans le NAc réduisaient la consommation
d'alcool (Thanos et al., 2001) et I'auto-administration de cocaine (Morgan et al., 2002).

Aussi, une étude clinique a indiqué que des sujets possédant des antécédents familiaux
d'alcoolisme, mais qui n’étaient pas alcoolodépendants, présentaient un taux de récepteurs
DAergiques D2 dans le striatum plus élevé que les sujets sans antécédents familiaux (Volkow
et al.,, 2006). Cette derniére observation souligne les potentiels effets protecteurs des

récepteurs D2 dans I’addiction aux drogues (Volkow et al., 2009).
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Lors d’'une consommation répétée d’aliments hyperpalatables, il a été observé chez
I'Homme, par IRMf, une diminution de la réponse DAergique pour ce méme type d’aliment
(Stice et al., 2010; Stice and Yokum, 2016). Cette diminution de la réponse du systeme
DAergique a été associée a une diminution de la densité des récepteurs DAergiques D2 dans
le striatum (Stice et al., 2010; Stice and Yokum, 2016; Volkow et al., 2008). De plus, Stice et
Yokum ont indiqué que la densité des récepteurs D2 était prédictive de la consommation
d’aliments palatables et de la future prise de poids de I'individu (Stice et al., 2010; Stice and
Yokum, 2016). Ceci soulignerait le fait que la diminution des récepteurs DAergiques D2 dans
le striatum pourrait étre considérée comme un facteur de vulnérabilité a I'addiction a la
nourriture et serait responsable, en partie, de la consommation réguliere d’aliments
palatables et la prise de poids (Stice et al., 2010; Stice and Yokum, 2016).

Chez I'animal, Johnson et Kenny se sont intéressés a I'impact d’un régime hyperpalatable sur
la réactivité du systeme DAergiques par stimulation intrastriatale chez le rongeur (Johnson
and Kenny, 2010). Dans cette étude, ils ont observé qu’aprés un acceés de 6 semaines a un
régime hyperpalatable, les rongeurs avaient leurs seuils d’autostimulation plus élevés
(Johnson and Kenny, 2010). Ce résultat indique que la réactivité du systéme DAergique et la
sensibilité a une récompense ont diminué chez ces animaux (Johnson and Kenny, 2010). De
plus, ils ont observé que les taux de récepteurs DAergiques D2 étaient diminués chez les
rongeurs et que I'élimination des récepteurs D2 striataux, par injection virale, a favorisé le
développement de déficits de la récompense ainsi que l|'apparition d'une recherche
d’aliments hyperpalatables (Johnson and Kenny, 2010). D’aprés ces observations, la
diminution de la réactivité du systeme DAergique serait en partie due a une diminution des
récepteurs D2 (Johnson and Kenny, 2010). Cette diminution faciliterait ainsi le
développement de la recherche et de la consommation d’aliments hyperpalatables (Johnson
and Kenny, 2010). Il semblerait donc qu’il existe une similarité entre les consommateurs
réguliers de drogues et les consommateurs réguliers de nourritures hyperpalatables par
rapport a la réactivité du systeme DAergique. De plus, les taux de récepteurs D2 dans le

striatum semblent jouer un réle commun dans ces 2 troubles.
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B. Similarités neurobiologiques observées lors d’un sevrage

Pendant une abstinence a des drogues, il a été observé une émergence des symptomes de
sevrage physiques ainsi que I'expression d’une anxiété (File et al., 1993 ; Koob, 1999). Chez
le rat, I'apparition des signes d’anxiété pendant cette période de sevrage a été corrélée avec
I’'augmentation des taux de CRF dans I'AMG (Menzaghi et al., 1994; Richter and Weiss,
1999). De plus, une réduction de la fonction du CRF par des antagonistes réduit les signes
d’anxiété provoqués par un sevrage de drogues chez le rat (Rassnick et al., 1993).

Lors d’'une abstinence a un régime hyperpalatable, des similarités neurobiologiques au
sevrage de drogues ont été observées (Cottone et al., 2009). Chez des rongeurs privés de
leur acces intermittent a des aliments hyperpalatables, il a été observé une augmentation
des taux de CRF dans ’AMG, ainsi que I'apparition de signes d’anxiété (Cottone et al., 2009).
De plus, ces comportements anxieux ont pu étre stoppés par I’administration d’antagoniste
des récepteurs au CRF (Cottone et al., 2009).

Avena a aussi indiqué que le sevrage de drogues est associé a des modifications de
I’équilibre DA/acétylcholine dans le NAc (Avena et al., 2009). En effet, durant un sevrage aux
drogues, les taux de DA diminuent tandis que les taux acétylcholine augmentent (Rada et al.,
2004, 2001, 1996). Des rats qui ont réalisé des épisodes de consommation de sucre
possedent aussi ce déséquilibre DA/acétylcholine aprés 36h de sevrage (Avena et al., 2008)
ou apres le déclenchement pharmacologique d’un sevrage par naloxone (Colantuoni et al.,
2002). Ainsi, un sevrage d’aliments hyperpalatables peut provoquer des changements

neurobiologiques a ceux observés dans I'abstinence aux drogues.

C. Similarités neurobiologiques observées lors du craving

Dans des études d’IRMf, des changements d’activités dans diverses structures cérébrales ont
été observés dans 'addiction aux drogues. Par exemple, il a été observé qu’un désir de
consommation de drogues augmentait I'activité des régions préfrontales impliquées dans
I’évaluation des indices prédisant la récompense (CPFdl et CCA) (Brody et al., 2007; Garavan
et al., 2000; Tapert et al., 2004).

Gearhardt et ses collaborateurs ont directement corrélé 'activité cérébrale de personnes
souffrant d’une addiction aux drogues avec celles des patients diagnostiqués souffrant d’une

addiction a la nourriture par I'YFAS. (Gearhardt et al., 2011). En effet, des patients positifs
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aux tests de I'YFAS montraient aussi une hyperactivation du CPFdl et du CCA lors de
I’anticipation d’une récompense alimentaire (Gearhardt et al., 2011). De plus, ils ont observé
une diminution d’activité du COF latéral impliqué dans le contrdle inhibiteur, phénomeéne
aussi retrouvé apreés une exposition aux drogues (Gearhardt et al., 2011). Ces observations
montrent qu’il existe des similarités neurobiologiques entre I’exposition aux substances
d’abus et I'exposition a la nourriture hyperpalatable. Néanmoins, les preuves cliniques et

précliniques sont encore minces et cet axe d’étude doit étre approfondi.

Pour conclure, ces observations indiquent qu’il peut exister des similarités neurobiologiques
entre une consommation d’aliments hyperpalatables et une consommation de drogue. |l
semblerait que les conséquences neurobiologiques soient similaires entre une personne
souffrant d’une addiction a une substance d’abus et celle considérée comme souffrant d’'une
addiction a la nourriture. Néanmoins, en raison du nombre faible de preuves fournies par la
littérature, il reste nécessaire d’augmenter le nombre d’études comparatives s’intéressant
aux similarités ou aux différences neurobiologiques entre I'addiction aux drogues et

I’addiction a la nourriture.
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Chapitre 4 : Le cholestérol

I. Généralités sur le cholestérol
Le terme « cholestérol » a pour origine le grec « kholé » signifiant bile et « sterros » signifiant
ferme. Le cholestérol fut identifié et purifié au XIX® siécle par un chimiste frangais, Eugéne
CHEVREUL, a partir de calculs biliaires. De formule brute C7H460, la molécule de cholestérol
comporte un noyau stéroidien associé en bout de chaine a une fonction hydroxyle, lui
conférant des propriétés amphiphiles (Figure 16). Dans ce chapitre, nous détaillerons
brievement le métabolisme du cholestérol périphérique, puis nous détaillerons plus
spécifiguement le métabolisme du cholestérol cérébral ainsi que ses fonctions dans le

cerveau.

HO

Figure 16 : Formule topologique de la molécule de cholestérol

A. Le cholestérol périphérique
Dans notre corps, le cholestérol peut avoir deux origines différentes : une origine exogéne

ou une origine endogéne.
1. Origine exogéne

Environ 30% du cholestérol de notre organisme est apporté par I'alimentation (Repa and
Mangelsdorf, 2000). Le cholestérol exogeéne est récupéré au niveau de lintestin, puis
transporté vers le foie afin d'y étre distribué dans I'organisme (Repa and Mangelsdorf,
2000). Une fois que le cholestérol est internalisé par les cellules, il peut générer soit du
cholestérol libre soit des acides gras (Repa and Mangelsdorf, 2000). Une fois transformé en

cholestérol libre, il peut soit intégrer les membranes plasmiques des cellules, soit étre utilisé
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pour étre synthétisé en hormones stéroidiennes, soit étre stocké sous forme estérifiée ou

encore réguler par rétrocontréle négatif sa propre synthése (Chang et al., 2006).

2. Origine endogéne

a. Syntheése du cholestérol périphérique

Le cholestérol endogene périphérique est synthétisé par nos cellules (Repa and Mangelsdorf,
2000). Toutes les cellules de notre organisme possédent la capacité de synthétiser du
cholestérol, mais ce sont les cellules du foie qui en synthétisent la majorité (Repa and
Mangelsdorf, 2000). Le cholestérol endogene périphérique est synthétisé dans le réticulum
endoplasmique (Luu et al., 2015) a partir de molécules d’acétyl-CoA (Brown and Goldstein,
1980).

Les molécules d’acétyl-CoA vont subir environ une vingtaine de réactions enzymatiques pour
donner du cholestérol (Brown and Goldstein, 1980). La premiére étape de la synthese
commence par la conversion de molécules d’acétyl-CoA par 'HMGCoA synthétase pour
donner de « I’hydroxyméthylglutaryl-CoA » (HMGCoA.) L'HMGCoA subit ensuite une
réduction par I’'lHMGCoA réductase (HMGCoAR) pour donner du mévalonate. La réaction par
'HMGCOoAR est la réaction limitante de cette synthése, c’est-a-dire qu’elle contréle le
rythme de I'ensemble de la chaine réactionnelle (Rodwell et al., 1976). Le mévalonate subit
plusieurs réactions qui vont donner tour a tour du 3-isopényl pyrophosphate, du farnésyl
pyrophosphate, du squalene et enfin du lanostérol, qui correspond au premier stérol de la
chaine réactionnelle (Waterham and Wanders, 2000). Ce dernier peut conduire a deux voies
paralléles : la voie de Bloch (Bloch, 1965) ou la voie de Kandusch-Russel (Kandutsch and
Russell, 1960), qui impliquent les mémes enzymes a I’exception de la premiére et la derniere
(A¢imovi¢ and Rozman, 2013). La voie Bloch donne comme précurseur du cholestérol le
zymostérol alors que la voie Kandutsch donne le zymosténol (A¢imovi¢ and Rozman, 2013)

(Figure 17).
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Figure 17 : Schématisation des différentes étapes pré-lanostérol et post-lanostérols conduisant a la synthése de nouveau
cholestérol

La voie Bloch est représentée dans I'encadré vert et la voie Kandutsch-Russell est représentée dans I'encadré bleu (Adapté
de Ac¢imovi¢ and Rozman, 2013).
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b. Transport du cholestérol périphérique

Apres sa synthese, le cholestérol circule dans le sang, sous forme libre ou estérifiée, associé
a des lipoprotéines. Il existe quatre types de lipoprotéines qui assurent le transport du
cholestérol dans le sang : 1) les lipoprotéines de basse densité (les LDL), 2) les lipoprotéines
de haute densité (les HDL), 3) les chylomycrons et enfin, 4) les lipoprotéines a tres basse
densité (VLDL) (Repa and Mangelsdorf, 2000).

Les LDL vont assurer le transport du cholestérol du foie vers les cellules de I'organisme, les
HDL et VLDL prennent en charge le cholestérol dans les tissus extra-hépatiques pour le
ramener vers le foie ou il est dégradé. Enfin, les chylomicrons vont assurer le transport du
cholestérol exogéne de l'intestin vers les tissus adipeux périphériques en utilisant la voie

lymphatique (Repa and Mangelsdorf, 2000).

C. Régulation de la synthése du cholestérol systémique
Les taux périphériques de cholestérol sont finement contrélés. En effet, nous verrons par la
suite que le cholestérol participe a de nombreuses fonctions physiologiques, et sa régulation
fine est nécessaire afin de ne pas perturber le bon fonctionnement de I'organisme (Dietschy
et al., 1993; Pikuleva, 2006; van der Wulp et al., 2013). Plusieurs régulations ont été décrites
dans la littérature : 1) au niveau de I'enzyme de synthése principale ('HMGCOA réductase),
2) au niveau de la balance entre LDL et HDL et 3) au niveau du stockage sous forme d’esters

de cholestérol (Dietschy et al., 1993; Pikuleva, 2006; van der Wulp et al., 2013).

d. Elimination du cholestérol périphérique
L’élimination du cholestérol en exces dans les cellules peut se faire grace aux HDL (Lewis and
Rader, 2005), éliminé au niveau du foie dans la bile sous forme d’acide biliaire ou de
cholestérol libre, puis excrété par les feces (Chang et al., 2006). De plus, le cholestérol en
exces dans l'organisme peut étre oxydé par l'intermédiaire des cytochromes, puis il est

transformé en acide biliaire apres son passage dans l'intestin.
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B. Le cholestérol cérébral

Le cholestérol cérébral représente environ 23% du cholestérol total de notre organisme alors
que le cerveau ne représente que 2% de notre masse corporelle (Dietschy, 2009). Il s’agit
principalement de cholestérol non estérifié dont la majorité se trouve dans les gaines de
myéline (Dietschy, 2009). Le reste du cholestérol se trouve dans les membranes. Son
renouvellement complet est d’environ 5 ans dans la myéline et de 5 a 10 mois dans les
membranes des neurones et des astrocytes (Andersson et al., 1990; Davison, 1965).

Dans notre organisme, le cholestérol cérébral et le cholestérol que I'on trouve en périphérie
sont indépendants (Russell et al.,, 2009). En effet, la présence de la barriére
hématoencéphalique (BHE) bloque le passage du cholestérol entre le systéeme périphérique
et cérébral en raison de sa forte propriété hydrophobe (Russell et al., 2009). De plus, il
n’existe pas de transport pouvant assurer le passage du cholestérol du sang vers le cerveau
et inversement (Turley et al.,, 1996). Par conséquent, I'apport de nourriture riche en
cholestérol ne semble donc pas avoir d’'impact sur le taux de cholestérol cérébral (Meaney et
al., 2000). Une étude a, en effet, montré qu’une alimentation enrichie en cholestérol
modifie les taux de cholestérol systémiques sans modifier significativement sur les taux dans
le cerveau de rat et de souris (Meaney et al., 2000). De ce fait, le cerveau doit assurer ses
propres synthése, régulation et élimination du cholestérol (Dietschy, 2009; Dietschy and

Turley, 2004).

1. Synthése cérébrale du cholestérol

a. Lasyntheése a proprement dite
Dans le cerveau, la synthése du cholestérol n’est pas assurée par le méme type cellulaire
durant le développement et a [I'dge adulte (Saher and Stumpf, 2015). Pendant
I'embryogenése, la synthése est principalement assurée par les neurones. Pendant la
myélinisation, elle se fait au niveau des oligodendrocytes et a I'dge adulte, la synthése est
principalement assurée par les astrocytes (Saher and Stumpf, 2015). En termes de capacité
de synthese, les oligodendrocytes générent davantage de cholestérol que les astrocytes qui,
eux, possédent une capacité de synthése supérieure aux neurones (van der Wulp et al.,

2013).
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La synthése du cholestérol cérébral utilise les mémes étapes que celles trouvées dans le foie

et se déroule aussi dans le réticulum endoplasmique (Rodwell et al., 1976). Comme en

périphérie, ce stérol pourra étre utilisé dans 2 voies distinctes (Kandutsch-Russel et Bloch)

pour fabriquer du cholestérol. Dans le cerveau, ces voies sont préférentiellement utilisées

par certains types cellulaires (Pfrieger and Ungerer, 2011). Les neurones utilisent plutét la

voie de Kandutsch-Russel tandis que les astrocytes utilisent plutét la voie de Bloch (Pfrieger
and Ungerer, 2011).

b. Larégulation de la synthése du cholestérol

La régulation de la synthese de cholestérol cérébral se fait par phosphorylation ou
déphosphorylation de 'THMGCoAR (Burg and Espenshade, 2011). En effet, la phosphorylation
de 'HMGCOoAR par la protéine kinase dépendante de I’AMP cyclique (PKA) va inhiber son
activité tandis que la déphosphorylation par la phosphatase PP2A va activer la synthese
(Friesen and Rodwell, 2004). Cela a pour conséquence de modifier rapidement les taux de
cholestérol cérébraux synthétisés (Friesen and Rodwell, 2004).

L'HMGCOoAR peut aussi étre régulée au niveau transcriptionnel et post-transcriptionnel par
différents acteurs. La régulation transcriptionnelle implique la protéine SCAP (pour « SREBP
Cleavage Activating Protein »), la protéine SREBP (pour « Sterol Regulatory Element-Binding
Protein ») (Stark et al., 1992), ainsi que les récepteurs LXR (pour « Liver X Receptor ») (Peet
et al., 1998), et la régulation post-transcriptionnelle implique I« Insulin Induced Gene » aussi

appelé INSIG (Song et al., 2005a, 2005b).
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Figure 18 : La régulation de la synthése par les protéines SCAP et SREBP.

Lorsque les taux de stérols dans le réticulum endoplasmique (ER) sont suffisants, la protéine INSIG bloque I’entrée du
complexe SCAP-SREBP dans les vésicules COPII. SREBP est transportée vers le Golgi et provoque la libération d’un facteur de
transcription qui va induire la transcription de la HMGCoA réductase et le récepteur de lipoprotéines de basse densité (LDLR)
ce qui augmentera les taux de cholestérol. L'HMGCoA réductase est aussi régulée par la liaison avec INSIG en post-

transcriptionnel et conduit a sa dégradation par le protéasome (par lkonen, 2008).

La SCAP est une protéine qui permet le transport de la protéine SREBP du réticulum
endoplasmique vers I'appareil de Golgi (Sakai et al., 1997; Stark et al., 1992). Ce transport se
fait par I'intermédiaire des vésicules COPII (pour « coat protein complex Il » ), des vésicules
qui sont composées des protéines Sec23/24 et d’'une petite GTPase (Sakai et al., 1997). La
protéine SREBP est un facteur de transcription qui a pour effet d’activer I'expression des
génes codant les enzymes de synthése du cholestérol (Stark et al., 1992). La protéine SCAP et
la protéine SREBP peuvent réguler la synthése du cholestérol, car ces protéines sont
sensibles aux métabolites du cholestérol, les oxystérols, grace a un domaine senseur de
stérol (Brown and Goldstein, 1997).

Dans le cas ou le taux de cholestérol cérébral baisserait, la protéine SREBP stimule la
synthése de cholestérol en se fixant a I'extrémité N-terminal de la protéine SCAP (lkonen,
2008). SCAP va alors recruter le complexe vésiculaire de COPII et favoriser la migration de la
protéine SREBP vers |'appareil de Golgi. SREBP est ensuite clivée et migre dans le noyau pour
se fixer au niveau du promoteur des genes de synthése, la SRE (pour « Sterol Regulatory
Response »). La fixation sur le promoteur SRE a pour effet d’induire la transcription de la
HMGCOoAR et du récepteur aux LDL, ce qui augmentera la synthéese et les taux de cholestérol

cérébraux (Goldstein et al., 2006) (Figure 18).
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En revanche, dans le cas ou les taux de cholestérol cérébraux seraient élevés, le cholestérol
se lie a la protéine SREBP et change sa conformation. Cela provoque la formation d’un
complexe protéique SCAP-SREBP pouvant se lier a la protéine INSIG, une protéine
transmembranaire du RE. Le complexe protéique SCAP-SREBP-INSIG va alors s’accumuler
dans le réticulum endoplasmique et la protéine SREBP ne pourra pas déclencher la
transcription des génes impliqués dans la synthése du cholestérol (Espenshade and Hughes,
2007; Goldstein et al., 2006).
ii. Larégulation de la synthése par les récepteurs LXR
Au niveau transcriptionnel, la synthése du cholestérol peut étre aussi controlée par les
récepteurs LXR. Ces récepteurs ont 2 isoformes : LXR de type a et LXR de type B (Courtney
and Landreth, 2016). Les LXRa sont principalement localisés au niveau du foie, des reins, de
la rate, des tissus adipeux et de l'intestin gréle. Quant aux récepteurs LXRp, ils sont exprimés
dans le foie et le cerveau (Bettowski and Semczuk, 2010; Jamroz-Wisniewska et al., 2007). Ce
sont les LXR de type B qui assurent la régulation du cholestérol dans le cerveau. Plusieurs
études montrent que les LXR inhibent la biosynthese du cholestérol (Peet et al., 1998; Wang
et al., 2008). L'expression de SREBP2 et de ’'THMGCOAR sont augmentées dans des souris LXR
knock-out, et I'expression de certains génes cibles de SREBP2 le sont également, comme
I'HMG-CoAR (Peet et al., 1998). La déplétion de ces récepteurs par répression
transcriptionnelle a pour effet d’augmenter I'activité de ’'HMGCoAR et donc la synthése de

cholestérol augmente (Wang et al., 2008) (Figure 19).
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Figure 19 : Réqulation par les récepteurs LXR.

A) en absence du ligand, le complexe LXR / RXR se lie a I'ADN au niveau des éléments de réponse LXR (LXRE), ol ils
interagissent avec des co-répresseurs. (B) En présence de ligands, les LXR changent de conformation ce qui les dissocient des
co-répresseurs, ce qui permet le recrutement du complexe co-activateur et ainsi initie la transcription (Courtney and

Landreth, 2016).
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ili. La régulation post-traductionnelle de I"'HMGCoA

réductase
La synthese de cholestérol est aussi régulée par des modifications post-traductionnelles de
I'HMGCoAR en influengant sa demi-vie dans le cerveau. En effet, la demi-vie de I'enzyme
dépend de la quantité de stérol présent dans la cellule (Song et al., 2005b, 2005a). En
absence de stérols, 'HMGCoAR posséde une demi-vie d’environ de 12h. Alors qu’en
présence de stérols et de ses dérivés, sa demi-vie est réduite a environ 1h (Song et al.,
2005b, 2005a). Cette diminution est expliquée par sa régulation par la protéine INSIG et une
voie d’ubiquitination (Song et al., 2005b, 2005a). S’il y a une accumulation le lanostérol, on
observe l'augmentation de fixation a INSIG. Ce complexe va entrainer I'ubiquitination de
I"'HMGCOAR et diriger 'enzyme vers le protéasome ou elle sera dégradée (Song et al., 2005b,

2005a) (Figure 20).

26S Proteasome
208 CP

s 198 RP
®

°
°
-’

- Proteasomal Delivery
& Degradaﬂon

198 RP-Mediated
Cytosolic Dislocation
Cytosol

VCP/ VCPI Garanyl
P97 ggb -1/ HMG c A gur:n!ul
ol
VCP/p97-Mediated
' Ubiquitination Membrane Extraction

ER Lumen

Figure 20 : Réqulation post-traductionnelle de ’HMGCoA réductase par INSIG et le protéasome (Schumacher et al., 2015).

2. Transport du cholestérol des astrocytes vers les neurones

Chez I'adulte, apres sa synthése dans les astrocytes, le cholestérol est excrété en association
a des apoprotéines (Lane-Donovan et al., 2014; Mauch et al., 2001). Les apoprotéines
principalement exprimées dans les astrocytes sont I'apoprotéine E, J et D (Pfrieger and
Ungerer, 2011; Vitali et al., 2014; Xu et al., 2006) et la plus abondante est I’APO-E (Liao et al.,
2017). Le transporteur majoritairement impliqué dans |’excrétion du cholestérol est le
transporteur ATP binding cassette 1 (ABCA1) (Koldamova et al., 2003). Ce transporteur
favorise la sortie d’APO-E et |la formation d’HDL riche en APO-E (Ito et al., 2014; Oram, 2003)
(Figure 21).
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Figure 21 : Schématisation du transport intracellulaire du cholestérol de I’astrocyte au neurone.

Astrocyte

ApoE : apolipoprotéine E ; ABCA1: ATP Binding Cassette A1 ; CYP46 : cholesterol 24S-hydroxylase ; ER: Réticulum
endoplasmique ; HMGR : 36-hydroxy368-methylglutaryl CoA reductase ; LXR : Liver X Receptors ; LDLr: récepteur des
lipoprotéines de basse densité ; NPC1 : protéine Niemann-Pick type C1 ; NPC2 : protéine Niemann-Pick type C2 ; SREBP :

Sterol Regulatory Element Binding Protein (Lecis and Segatto, 2014)

3. Internalisation, adressage et stockage du cholestérol

Une fois dans I'espace extracellulaire, le cholestérol peut étre internalisé dans les neurones
grace aux récepteurs aux LDL (Lane-Donovan et al., 2014). Les récepteurs aux LDL se
trouvent au niveau de domaines transmembranaires riches en clathrines (Lane-Donovan et
al., 2014). Une fois que le récepteur a lié les LDL, le cholestérol est internalisé par
endocytose.

Pour l'adressage et le stockage du cholestérol dans les neurones, 2 protéines sont
essentielles : les protéines Niemann Pick 1 (NPC-1) et 2 (NPC-2) (Figure 21) (Cheruku et al.,
2006; Liscum and Munn, 1999; Sleat et al., 2004). En effet, chez des souris mutées, la
déplétion de NPC-1 et 2 conduits a une accumulation de cholestérol dans les neurones (Sleat
et al.,, 2004). Méme si les mécanismes restent incertains, il a été proposé que NPC-2
transférerait le cholestérol a la protéine NPC-1. NPC-1 induirait ainsi I'export du cholestérol
en dehors du lysosome et son stockage a la membrane (Cheruku et al., 2006; Liscum and

Munn, 1999).

83



Chapitre 4 : Le cholestérol

I. Généralités sur le cholestérol

4, Elimination du cholestérol

Lorsque le cholestérol est en exces dans les cellules, il est dégradé, puis excrété du cerveau
afin d’éviter son accumulation. L’élimination est assurée majoritairement par I'activité de la
cholestérol-24-hydroxylase, qui hydroxyle le cholestérol en 24S-hydroxycholesterol (Lund et
al., 2003). Ce métabolite est plus hydrophile, et il est capable de traverser la BHE afin d’étre
excrété du cerveau (Lund et al., 1999; Mast et al., 2017; Russell et al., 2009). La cholestérol-
24-hydroxylase est codée par le gene CYP46A1 (Lund et al., 1999). Chez 'Homme, le
géne CYP46A1 se situe sur le chromosome 14932.1 (Lund et al.,, 1999). Le contréle
transcriptionnel de la CYP46A1 est assuré par des facteurs de transcription de la famille Sp.
Un recrutement des facteurs Sp3 et Sp4 sur le promoteur de CYP46Al1 stimule sa
transcription (Milagre et al., 2012), qui est aussi régulée par des méthylations et I'acétylation
des histones (Moutinho et al., 2016). Ainsi, des inhibiteurs d’histone désacétylase et des

agents déméthylants provoquent une expression de la CYP46A1 (Milagre et al., 2012).

La cholestérol-24-hydroxylase est presque exclusivement exprimée dans le cerveau (Lund et
al., 1999) et en plus faible quantité dans le foie (Milagre et al., 2008). Elle est localisée dans
la membrane du réticulum endosplasmique des neurones (Ramirez et al., 2008) et est
particulierement abondante dans les neurones du cortex, les neurones pyramidaux et
interneurones de I’hippocampe, ainsi que dans les interneurones et cellules de Purkinje du
cervelet (Ramirez et al., 2008).

De facon intéressante, il a été montré que les niveaux d’expression du cholestérol 24-
hydroxylase impactent les niveaux d’expression des autres enzymes de la voie métabolique
du cholestérol afin de maintenir une concentration en cholestérol cellulaire normale (Hudry
et al.,, 2010; Lund et al., 2003; Mast et al., 2017). Ainsi, chez des rongeurs knock out
n’exprimant pas de CYP46A1 fonctionnelle, les taux de cholestérol ne sont pas impactés, par
contre le niveau I'expression de ’'HMGCoAR est diminuée (Lund et al., 2003). Inversement,
une surexpression de la CYP46A1 chez des souris transgéniques augmente les taux des
métabolites sans affecter les concentrations de cholestérol (Hudry et al., 2010) et augmente
aussi la synthese de nouvelles molécules de cholestérol (Mast et al., 2017). En revanche, des
niveaux anormaux de CYP46A1 peuvent avoir des conséquences sur plusieurs fonctions de

I'organisme, méme si ces derniers sont compensés par une modification de |'expression des
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autres enzymes (Kotti et al., 2006; Lund et al., 2003). En effet, dans un modéle de souris
knock out de la CYP46A1, bien que les taux de cholestérol soient normaux (Lund et al., 2003),
la diminution de la synthése du cholestérol a provoqué des déficiences cognitives, un défaut
dans l'apprentissage et des déficits de potentialisation a long terme dans I’hippocampe
(Kotti et al., 2006).
Ces observations nous permettent de conclure gu’il existe une régulation extrémement fine
de la synthese et de la dégradation du cholestérol pour avoir un taux de cholestérol cérébral
physiologique. Il semblerait que, méme si la concentration de cholestérol cérébral est
normale, le niveau d’expression de la CYP46A1 a un impact sur le fonctionnement cérébral
et provoque des perturbations cognitives comme des défauts dans l'apprentissage. Par
ailleurs, il a été observé que les niveaux d’expression de la cholestérol-24-hydroxylase
augmentent avec I'dge (Lund et al.,, 1999; Martin et al.,, 2011), ce qui pourrait expliquer

I’augmentation des risques de développer des perturbations cognitives en vieillissant.

Enfin, une faible élimination du cholestérol est assurée par le transporteur ABCA1 (Gosselet
et al., 2009; Strazielle and Ghersi-Egea, 2013). Ce transporteur est exprimé par les cellules
endothéliales constituant les capillaires cérébraux. Il a été observé un transport par ABCA1
du cholestérol vers la circulation sanguine périphérique par l'intermédiaire du liquide

céphalo-rachidien (LCR) (Gosselet et al., 2009; Strazielle and Ghersi-Egea, 2013).

Il. Roéle du cholestérol dans diverses fonctions cérébrales
Le cholestérol joue divers rdéles dans le bon fonctionnement du cerveau. Dans cette partie,
nous détaillerons différents roles physiologiques du cholestérol, notamment son réle de
composant de la myéline, son réle dans la fluidité et la rigidité membranaire et son

implication dans la communication neuronale.

A. Le cholestérol est le constituant principal de la myéline
Pendant le développement neuronal, les oligodendrocytes étendent leurs membranes pour
isoler les axones en constituant la gaine de myéline (Dietschy, 2009; Liscum and Munn,
1999). Le cholestérol représente environ 25 % de la gaine de myéline, ce qui en fait 'un de

ses constituants principaux. De ce fait, il participe a la bonne isolation électrique et permet
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au potentiel d'action de se propager rapidement entre deux nceuds de Ranvier en
empéchant la diminution de l'intensité de la dépolarisation. Le cholestérol participe ainsi a la
transduction du signal nerveux (Morell and Jurevics, 1996).
Pendant le processus de myélinisation, la synthése du cholestérol est essentiellement
assurée par les oligodendrocytes. Ainsi, il a été observé chez des souris dont le gene Fdftl,
géne impliqué dans la synthése du cholestérol, a été muté dans les oligodendrocytes, des
perturbations motrices comme des tremblements et de l'ataxie (Saher et al., 2005).
Néanmoins, il est intéressant de noter que la myélinisation n’était pas totalement absente
chez ces souris. En effet, Saher a observé une augmentation de I'APO-E, ainsi qu’une

synthése augmentée de cholestérol dans les astrocytes (Saher et al., 2005).

B. Le rdle du cholestérol dans la fluidité et la rigidité membranaire
En raison de sa structure, et de son positionnement dans la bicouche lipidique, les molécules
de cholestérol jouent un réle important dans la rigidité et la fluidité membranaire
(Fernandez-Pérez et al., 2018; Gimpl et al., 1997; Sankaram and Thompson, 1990). En effet,
le cycle hydrocarboné du cholestérol dans la bicouche réduit la dynamique et la fluidité de la
membrane (Sankaram and Thompson, 1990). Une diminution du cholestérol dans les
membranes par des outils pharmacologiques a pour effet d’augmenter la fluidité de la
membrane, alors qu’une supplémentation de cholestérol in vitro dans des cultures de

neurones a pour effet de la diminuer (Fernandez-Pérez et al., 2018; Gimpl et al., 1997).

C. Le role du cholestérol dans la communication neuronale

Le cholestérol joue aussi un rdle crucial dans la communication neuronale, car il participe a
la régulation de plusieurs processus directement impliqués dans les changements de
communication neuronale comme la stabilité des radeaux lipidiques ou encore I'ancrage des
vésicules synaptiques a la membrane.
1. Controle de la communication neuronale en présynaptique
par les radeaux lipidiques

Dans la membrane plasmique, plus de 60 % de cholestérol (Liscum and Munn, 1999) est

trouvé dans des domaines riches en cholestérol que I'on appelle des radeaux lipidiques.
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Dans ces radeaux lipidiques, le cholestérol a pour fonction de participer a la stabilisation et a

I’organisation membranaire (lkonen, 2008; Simons and Toomre, 2000) (Figure 22).
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Figure 22 : Schématisation d’un radeau lipidique (lipid raft)

Le cholestérol s'associe aux lipides saturés pour former des domaines riches en cholestérol dans la phase liquide ordonnée
(région rouge). Ces radeaux lipidiques flottent librement dans un ensemble de lipides insaturés présents dans la phase
liquide (région bleue). (Cournia, 2006).

Les radeaux lipidiques sont composés de glycosphingolipides, de phospholipides et de
cholestérol (Lamaida et al., 1997). Ces domaines lipidiques sont impliqués dans la
compartimentation des protéines. lls contribuent a I'organisation spatiale et temporelle de
la signalisation cellulaire. Dans le cerveau, il s’agit de zones essentielles a la transmission de
signaux entre neurones et donc au bon fonctionnement des réseaux neuronaux (Debruin
and Harauz, 2007; Gielen et al., 2006). En présynaptique ces radeaux participent a
I’exocytose des neurotransmetteurs (Salalin et al., 2004). Durant I’exocytose, la création de
pores de fusion est essentielle a la libération des neurotransmetteurs (Lindau and Alvarez de
Toledo, 2003). Ces pores permettent de relier les compartiments intracellulaires a la
membrane et une diffusion rapide du cholestérol favorise la formation des pores de fusions

(Koseoglu et al., 2011). De plus, dans une vésicule, on trouve prés de 40 % de cholestérol, qui
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a pour fonction de stabiliser I'incurvation de la membrane (Wang et al., 2000). En effet, une
déplétion de cholestérol réduit les taux d’exocytose des neurones (Linetti et al., 2010).

Aussi, le cholestérol jouerait un réle dans le maintien des radeaux lipidiques et le controle de

la localisation de plusieurs protéines comme des transporteurs (Head et al., 2014). Par

exemple, la densité de transporteur responsable de la recapture de la DA (DAT) disponible a

la membrane est contrélée par les lipides de la membrane et par des protéines se trouvant

dans les radeaux lipides (Sorkina et al., 2013). En effet, la densité de ce transporteur

semblerait étre influencée par des nanodomaines dépendants du cholestérol et une

déplétion de ce dernier réduirait la densité de DAT présent (Zeppelin et al., 2018).

2. Controle de la communication neuronale en

postsynaptique

En postsynaptique, la majorité des récepteurs sont localisés dans des radeaux lipidiques. Les
radeaux lipidiques participent a I'organisation des récepteurs exprimés a la membrane
(Sebastido et al., 2013; Suzuki et al., 2011).

Plusieurs études ont reporté un réle du cholestérol dans I'organisation des récepteurs a la
membrane cellulaire (Hering et al., 2003; Hou et al., 2008). Par exemple, une réduction
pharmacologique de cholestérol inhibe la translocation des récepteurs AMPA, leurs
expressions a la membrane et augmente l'internalisation de ces récepteurs dans le neurone
(Hering et al., 2003; Hou et al., 2008). D’aprés ces observations, le cholestérol participe a la
translocation des récepteurs, a leurs expressions a la membrane et sa présence limite

I'internalisation de ces récepteurs par la cellule.

Le cholestérol, étant impliqué dans I'expression des récepteurs a la membrane synaptique,
peut avoir un impact sur la neurotransmission en général. En effet, une réduction
pharmacologique aigué des taux de cholestérol sur des cultures de neurones hippocampique
a pour effet de potentialiser la fonction postsynaptique et augmenter la transmission du
signal médiée par les récepteurs AMPA (Brachet et al.,, 2015). Le résultat inverse a été
observé a la suite d’'une supplémentation de cholestérol sur ces mémes cultures cellulaires
qui a eu pour effet d’induire une diminution de la transmission du signal (Brachet et al.,

2015).
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L'activité des récepteurs peut aussi étre modifiée par les niveaux de cholestérol (Korinek et
al.,, 2015; Nothdurfter et al., 2013). En effet, une diminution des taux de cholestérol par
méthyl-B-cyclodextrine réduit la réponse des récepteurs GABA-A induite par un agoniste
(Nothdurfter et al., 2013) et la réponse des récepteurs (Korinek et al., 2015). Cela a pour
conséquence de réduire les déclenchements de potentialisations a long terme (LTP) (Korinek
et al., 2015). De plus, I'ajout de statines, molécule qui inhibe la HMGCOoAR, sur des coupes de
neurones de I'hippocampe favorise la transmission synaptique médiée par les récepteurs
NMDA avec une distribution de la sous unité GIuN2B a la membrane (Parent et al., 2014).
Enfin, de maniére intéressante, il a été reporté que la stimulation des récepteurs NMDA a la
membrane diminue les taux de cholestérol et active le trafic des récepteurs AMPA vers la
membrane postsynaptique (Ao et al., 2012; Brachet et al., 2015). Ces modifications ont pour

conséquence de favoriser les LTP (Ao et al., 2012; Brachet et al., 2015).

Pour résumer la partie de I'impact du cholestérol sur la communication neuronale, les
résultats observés indiquent que le cholestérol joue un roéle important dans la
neurotransmission en raison de son implication dans la formation de vésicule synaptique et
I’exocytose des neurotransmetteurs a la fente synaptique, mais aussi en raison de son role
dans le contréle de l'adressage et de l'activité des récepteurs au niveau des radeaux
lipidiques post-synaptiques. De ce fait, le cholestérol jouerait un réle dans la communication

neuronale et dans la plasticité cérébrale.

lll. Implication du métabolisme du cholestérol dans le vieillissement et les

neuropathologies
Plusieurs observations suggerent que I’homéostasie du cholestérol cérébral serait impliquée
dans le vieillissement ainsi que dans des neuropathologies comme des maladies
hypomyélinisantes (le syndrome de Smith Lemli-Optiz et la maladie de Niemman Pick type
C), des maladies neurodégénératives (la maladie d’Alzheimer, la maladie de Parkinson et la
maladie de Huntington) et dans certaines maladies psychiatriques, dont I'addiction aux

drogues d’abus.
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A. Implication du cholestérol dans le vieillissement

Au cours du vieillissement, plusieurs changements dans le métabolisme du cholestérol ont
été mis en évidence. Chez ’'Homme, le cholestérol composant la myéline diminue d’environ
50% avec I'age (Svennerholm et al., 1997). De la méme facon, des études montrent qu’avec
I’age, la concentration de cholestérol dans les synaptosomes de souris diminue (Sodero et
al., 2011). Dans I'hippocampe et le cortex de rat, Martin a observé au cours du
vieillissement, des diminutions des taux cellulaires des précurseurs du cholestérol, le
lanostérol, le lathostérol et le desmostérol (Martin et al., 2011, 2008). Dans une autre étude
utilisant des cultures primaires de neurones hippocampiques, il a été observé que les
neurones au stade agé ont une perte progressive de cholestérol membranaire (Smiljanic et
al., 2014). Cette perte de cholestérol pourrait expliquer le déclin cognitif observé avec I'age
(Murman, 2015) ou le déclin cognitif qui est observé dans certaines pathologies liées a de
faibles taux de cholestérol, comme dans le syndrome de Smith Lemli-Optiz que nous allons

détailler par la suite.

B. Le syndrome de Smith Lemli-Optiz (SLOS)
Le syndrome de Smith Lemli-Optiz (SLOS) est une maladie autosomique récessive (Nowaczyk
and Irons, 2012). Elle est provoquée par un déficit d’expression de la 7-déhydrocholestérol
réductase (7-DHCR), une enzyme de la synthése du cholestérol cérébral (Nowaczyk and
Irons, 2012). Les principaux symptomes de la maladie sont: un retard de croissance, une
polydactylie (présence de plus de 5 doigts ou orteils a chaque membre), une microcéphalie,
une fusion de certains orteils, une fente palatine (malformation du visage qui peut scinder la
levre supérieure jusqu’au palais), des organes génitaux sous-développés pour les garcons,
ainsi qu’un retard mental (Nowaczyk and Irons, 2012). Cette pathologie affecte le
développement du cerveau, les performances cognitives et émotionnelles, ainsi que le
sommeil (Nowaczyk and Irons, 2012). En raison de son activité enzymatique, un déficit en 7-
DHCR provoque chez ces patients une diminution de la quantité de cholestérol ainsi qu’une
accumulation en 7-déhydrocholestérol (7-DHC) dans le cerveau, dans les tissus
périphériques et dans le plasma (Nowaczyk and Irons, 2012). De ce fait, la diminution des
taux de cholestérol et Il'augmentation de 7-DHC provoquent une diminution du

développement physique du patient en général ainsi qu’un déficit cognitif.
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On constate aussi, dans la SLOS, des défauts de la voie de signalisation de sonic hedgehog
(SHH), une signalisation clé dans I'organogénése et la formation des doigts et orteils
(Nowaczyk and Irons, 2012). Il a été proposé un rble du cholestérol dans la perturbation de
cette voie, car I'activité de SHH nécessite la liaison de molécule de cholestérol (Nowaczyk
and Irons, 2012). De plus, le cholestérol et le 7-DHC ont des structures et des propriétés
physiques et chimiques assez similaires. Ainsi, le 7-DHC est susceptible de prendre la place
du cholestérol manquant dans les membranes (Staneva et al., 2010). Cette substitution de
cholestérol par le 7-DHC a pour conséquence de provoquer une augmentation de la fluidité
membranaire, une instabilité dans le maintien de la courbure des membranes et un
changement de la composition des radeaux lipidiques. Cela aura pour effet de perturber les
processus de transport vésiculaire et d’altérer les interactions protéiques (Staneva et al.,
2010).
Pour résumer, I'accumulation de 7-DHC et la diminution des taux de cholestérol dans
I'organisme, qui sont provoquées par cette maladie, ont la capacité de générer des
malformations physiques ainsi que de provoquer un retard sur le développement cérébral et

un déclin cognitif.

C. La maladie de Niemann Pick de type C

La maladie de Niemann Pick de type C est une maladie lysosomale avec une atteinte
neuronale progressive et une hépatosplénomégalie (c’est-a-dire une hypertrophie du foie et
de la rate) (Pentchev et al.,, 1994). Cette maladie est caractérisée par une importante
diminution du nombre global de neurones dans le cerveau, en particulier des cellules du
Purkinje dans le cervelet. L'origine de cette maladie est une mutation génétique des
protéines NPC-1 et NPC-2 (Pentchev et al., 1994). Comme il a été décrit précédemment, ces
protéines sont impliquées dans le transport du cholestérol hors des endosomes et des
lysosomes ainsi que dans son stockage dans la cellule (Cheruku et al., 2006; Liscum and
Munn, 1999; Sleat et al., 2004). La déficience en NPC-1 et 2 chez le patient provoque une
accumulation du cholestérol dans les endosomes et lysosomes, une accumulation qui est
toxique pour les cellules (Yu et al.,, 2011). Une étude a reporté qu’au niveau cérébral, la
déplétion du gene NPC-1, dans les neurones seulement, provoque des perturbations

comportementales tandis que la méme déplétion au niveau des astrocytes n’a pas de
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conséquence (Yu et al., 2011). Ces observations indiquent que I’'accumulation du cholestérol

dans les neurones serait la cause de la pathologie et les troubles comportementaux associés.

D. La maladie de Parkinson

La maladie de Parkinson est une maladie neurodégénérative progressive touchant les
neurones dopaminergiques. Elle est caractérisée par plusieurs troubles dont les plus
importants sont des troubles moteurs. La pathologie est associée a la perte des neurones
dopaminergiques de la substance grise et I'agrégation de I’a-synucléine dans les corps de
Lewy (Gazewood et al., 2013). Méme si I'implication du cholestérol dans cette pathologie
reste sujette a débat, le cholestérol semble participer a I'agrégation de I'a-synucléine. En
effet, I'a-synucléine est une protéine possédant 2 domaines de liaisons du cholestérol
(Fantini et al., 2011) et interagit avec les membranes des neurones au niveau des radeaux
lipidiques (Fortin et al., 2004).

Des études in vitro, montrent que la diminution du cholestérol membranaire par des
approches pharmacologiques ou une diminution globale du cholestérol cérébral chez des
souris transgéniques, réduit I'agrégation de I'a-synucléine, une délocalisation de la protéine
en dehors des radeaux lipidiques et une réduction des processus neurodégénératifs (Bar-On
et al., 2008, 2006). Le phénomeéne inverse est observé lors d’une supplémentation en
cholestérol (Bar-On et al., 2008, 2006). D’apreés ces observations, le cholestérol semble jouer
un role dans la maladie de Parkinson et plus particulierement dans |'agrégation de I'a-
synucléine.

De facon intéressante, des études ont reporté un effet de I'utilisation de statines pouvant
traverser la barriere hématoencéphalique sur le développement de la maladie de Parkinson.
Une revue de Carroll et Wyse indique que l'utilisation de simvastatin, une statine pouvant
passer la BHE, peut étre une stratégie thérapeutique intéressante en raison de ses effets sur
des mécanismes cérébraux comme la suppression des molécules pro-inflammatoires,
I'atténuation de |'agrégation de I'a-synucléine et I'augmentation de I'expression des facteurs

neurotrophiques (Carroll and Wyse, 2017).
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E. La maladie d’Alzheimer

La maladie d’Alzheimer est une maladie neurodégénérative progressive dont les causes sont
multiples. Une des caractéristiques majeures de la pathologie est I'agrégation du peptide
béta-amyloide extracellulaire (AB) provoquant la neurodégénérescence (Sadigh-Eteghad et
al., 2015). Plusieurs évidences suggerent que le cholestérol est impliqué dans cette
pathologie. En effet, des études ont montré l'implication de la protéine APO-E dans la
dégradation et la clairance de AB (Jiang et al., 2008; Xiong et al., 2009). Il a aussi été observé
une expression anormale du gene CYP46A1 chez des patients atteints de cette maladie. En
effet, le niveau d’expression de la CYP46A1 est réduit dans les neurones et une partie de son
expression est localisée dans les astrocytes (Bogdanovic et al., 2001). De plus, un traitement
a la 24-hydroxycholesterol a des concentrations physiologiques sur des cultures cellulaires
de neuroblastomes SH-SY5Y réduit les taux d’AB dans les cellules (Urano et al., 2013).

Par ailleurs, la surexpression par une approche virale de la CYP46A1 dans le cortex et
I’"hippocampe d’un modele de souris de la pathologie a réduit significativement la production
d’AB (Hudry et al., 2010). Il a été proposé que ces effets, plutdét bénéfiques, ne soient pas
provoqués par une production plus élevée de 24-OHC, mais par une diminution du
cholestérol cérébral, notamment au niveau des radeaux lipidiques, qui entrainerait une
réduction de la production du peptide AB (Hudry et al., 2010). En effet, le cholestérol dans
les radeaux lipidiques régule la production et le clivage de AB et son accumulation au niveau
des radeaux provoque une augmentation de production de AB (Wahrle et al., 2002). De plus,
la méme surexpression virale de la CYP46A1 dans I'hippocampe chez un autre modele murin
de la maladie d’Alzheimer ne présentant pas ces perturbations amyloides, diminue les
déficits cognitifs (Burlot et al., 2015).

L'utilisation de cette approche virale pour moduler le métabolisme du cholestérol cérébral
peut donc étre bénéfique pour réduire les déficits cognitifs observés dans la pathologie.

Les effets bénéfiques de la surexpression de la CYP46A1 ont été renforcés par une étude
rapportant qu’une inhibition de la CYP46A1 dans I'hippocampe de souris wild type (c’est-a-
dire sans pathologie existante) a provoqué une accumulation du cholestérol cérébral, une
perte de neurones et une atrophie de I'hippocampe, ainsi que des déficits cognitifs (Djelti et
al., 2015). L'ensemble de ces observations suggérent qu’une diminution de I'expression ou

une inhibition de la CYP46A1 favorise I'apparition et la progression de la maladie.
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F. La maladie de Huntington

La maladie de Huntington est une maladie neurodégénérative autosomale dominante. Les
principaux symptémes de la pathologie sont I'apparition de troubles psychiatriques, des
déficiences motrices et un déclin cognitif. L'origine de cette pathologie est une mutation du
géne codant de la protéine huntingtine en raison d’une expansion en glutamine (MacDonald
et al.,, 1993). Les conséquences anatomiques de cette mutation sont une atrophie du
striatum, une astrogliose (c’est-a-dire une réaction immunitaire des astrocytes) et une
atrophie corticale (Aylward, 2007; Vonsattel et al., 1985).

Pour décrire brievement cette protéine, la huntingtine est une protéine exprimée
particulierement dans le cerveau (DiFiglia et al., 1995; Li et al., 1993). Elle est associée a
plusieurs organites et participe a plusieurs fonctions comme la signalisation post-synaptique,
la régulation transcriptionnelle, le transport des protéines, la formation de vésicules, etc. (Gil
and Rego, 2008). Des études post-mortem faites chez I’'Homme et dans un modeéle murin de
la maladie de Huntington ont reporté une diminution des enzymes impliqués dans la
synthése du cholestérol au niveau du cortex et du striatum des sujets (Samara et al., 2014;
Valenza et al., 2007, 2005). De maniere globale, des taux faibles de la 24-OHC sont observés
dans le striatum et le cortex des modeles animaux de cette pathologie, ce défaut de
dégradation étant sGrement en relation avec un défaut de synthese (Valenza et al., 2010).
Dans des modeles de souris de la maladie de Huntington, les taux de cholestérol et de ses
précurseurs ont été décrits comme tres inférieurs a la normale (Valenza et al., 2010). De
plus, le transport du cholestérol par ’APO-E et ABCA1 par les astrocytes était diminué dans
la maladie de Huntington (Valenza et al.,, 2010). Chez ’'Homme, une autre étude post-
mortem a reporté des diminutions de la CYP46A1 dans le putamen des patients, associées a
une accumulation de cholestérol et de ses précurseurs (Kreilaus et al., 2016). Une étude a
été réalisée afin de savoir si la modulation de I'expression de la CYP46A1 sur des modeles
murins de la maladie de Huntington pouvait impacter son développement (Boussicault et al.,
2016). Il a été montré une dégénérescence des neurones du striatum et des déficits moteurs
similaires a ceux observés dans la maladie de Huntington lorsqu’ils inhibaient I'expression de
la CYP46A1 (Boussicault et al., 2016). A I'inverse, une réduction de I'atrophie du striatum,
une amélioration des déficits moteurs et une diminution des agrégats de la protéine

huntingtine ont été observées lorsqu’ils surexprimaient I'enzyme (Boussicault et al., 2016).
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Cette surexpression permet de restaurer des taux de cholestérol et de lanostérol a la

normale et d’augmenter les taux de desmostérol cérébraux (Boussicault et al., 2016). La

manipulation de la CYP46A1 ont donc permis de mettre en évidence le role du métabolisme
cérébral du cholestérol dans la maladie de Huntington (Kacher et al., 2019)

En conclusion, le cholestérol cérébral semble jouer un role dans le développement et la

progression de la maladie de Huntington. Impacter son métabolisme, notamment en

cherchant a réduire 'accumulation de cholestérol dans les neurones, peut-étre une stratégie

thérapeutique intéressante.

G. L’addiction

Quelques évidences éparses, mais convergentes suggerent que le cholestérol cérébral serait
aussi impliqué dans I'addiction (Alsebaaly et al., 2018; Chauvet et al., 2016; Cotto et al.,
2018; Lehrmann et al., 2006; McBride et al., 2013; McClintick et al., 2018, 2016, 2015). Tout
d’abord, une étude transcriptomique post mortem chez 'Homme a montré que les genes du
cholestérol impliqués dans la synthése et le transport étaient plus exprimés dans le cortex
des consommateurs de cocaine, de cannabis et de phencyclidine (Lehrmann et al., 2006). Par
ailleurs, il a été observé dans notre équipe une altération de I'expression des genes de
I’'homéostasie du cholestérol cérébral aprés des expositions a de I'alcool (Alsebaaly et al.,
2018; McClintick et al., 2018, 2016, 2015). En effet, une consommation volontaire et
chronique d’alcool altére I'expression des genes du métabolisme du cholestérol au niveau du
CPF, du NAc, de 'AMG et du mésencéphale (Alsebaaly et al., 2018). D’autres équipes
décrivent que des changements de ’homéostasie du cholestérol cérébral sont observés a la
suite d’expositions a de l'alcool avec une altération de I'homéostasie du cholestérol au
niveau de I’hippocampe ventral (McClintick et al., 2018), du noyau du raphé (McClintick et
al., 2015), de la substance grise périagueducale (McClintick et al., 2016) et dans I'ATV
(McBride et al., 2013). Une autre étude a aussi montré qu’aprés des injections répétées de
cocaine, les taux de LXR dans I’hippocampe de souris étaient réduits 24h aprés la derniere
injection (Cotto et al., 2018). Pour finir, notre équipe a montré qu’un traitement chronique
avec des statines, inhibant I'HMGCoAR et utilisée comme médicament contre
I’hypercholestérolémie, pendant une période d’abstinence apres des sessions d’auto-
administrations de cocaine a réduit la recherche de cocaine et de nicotine (Chauvet et al.,

2016). Les mémes résultats ne sont pas obtenus lorsque I'on utilise un traitement avec des
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statines qui ne passent pas la BHE (Chauvet et al., 2016). Ces résultats suggérent que

I’homéostasie du cholestérol cérébral pourrait participer a I’addiction aux drogues.
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L'objectif de ma thése s’organise sur 2 axes. Dans mon premier axe, nous avons étudié les
effets persistants d’une exposition chronique a un régime hyperpalatable (riche en sucre et
en graisse). En effet, I'une des questions encore non résolues de la littérature est de savoir si
les effets observés par une exposition a un régime palatable persistent ou disparaissent
apres un certain temps d’arrét. Pour ce faire nous avons exposé de maniére chronique et
prolongée les animaux a un régime hyperpalatable, puis nous avons stoppé ce régime une
dizaine de jours avant le premier test comportemental. Durant ces tests, nous avons étudié
la motivation de I’'animal pour une récompense alimentaire palatable (granule de sucre) et le
niveau de résistance a la punition de I'animal qu’ils étaient préts a recevoir afin d’obtenir la
récompense. Pour mesurer la résistance a la punition, nous avons utilisé une nouvelle
procédure de force de choc progressive (PSS) mise au point durant ma thése. Le PSS a
permis de fournir, en une seule session, un point de rupture qui quantifie le niveau de
punition pour obtenir une récompense par l'intermédiaire d’'une décharge électrique au
niveau de la vo(te plantaire de I'animal dont la durée augmente progressivement. Dans cet
axe, nous avons aussi étudié le sexe et I'age d’exposition comme potentiels facteurs de

vulnérabilité.

Pour le second axe, qui représente I’axe principal de ma thése, nous avons étudié I'impact
d’'une modulation du métabolisme du cholestérol cérébral sur les comportements
d’addiction a la cocaine chez les rats. Tout d’abord, nous avons réalisé une premiére
expérience pour connaitre l'impact d’une injection aigué et passive de cocaine sur
I’expression des génes impliqués dans le métabolisme du cholestérol dans 3 zones connues
pour étre impliquées dans l'addiction et notamment la rechute: le cortex cingulaire
antérieur, le noyau accumbens et le striatum dorsal. Ensuite, nous avons évalué I'impact de
I'altération du métabolisme du cholestérol sur la rechute. Pour ce faire, aprés une exposition
des rats a la cocaine par des séances d’auto-administrations, nous a avons utilisé une
approche virale permettant de surexprimer la CYP46A1, I'enzyme principale de dégradation
du cholestérol cérébral, durant la période d’abstinence. Les structures cérébrales choisies
pour surexprimer la CYP46A1 sont les mémes structures que celles étudiées pour
I’expression génique. A la suite de cette surexpression, la rechute des animaux a été évaluée
a l'aide d’une procédure de réinstallation de comportement de recherche induite par le

contexte environnemental.

98



Résultats




Article 1




Résultats

Article 1
A self-adjusting, progressive shock strength procedure to investigate resistance to

punishment: characterization in male and female rats

Résumé : La persistance d’un comportement en dépit des effets néfastes qu’il engendre est
l'une des principales caractéristiques des comportements compulsifs et de I'addiction. Par
conséquent, il est important de mettre en place des modeéles animaux qui fournissent une
mesure rapide et efficace de la résistance a la punition afin d'étudier les mécanismes a
I'origine de ces comportements inadaptés. Par analogie avec la procédure de rapport
progressif, une procédure trés utilisée pour I’évaluation de la motivation des animaux, nous
avons mis au point une procédure d'amplitude de choc progressive (PSS) auto-ajustée.

Cette procédure de PSS donne, en une seule session, un point de rupture qui quantifie le
niveau de punition que I'animal est prét a recevoir pour une récompense.

Nous avons montré que, chez les rats femelles et males, le point de rupture du PSS est
sensible 1) a la faim ; et 2) aux changements de la valeur incitative qualitative, mais non
guantitative, de la récompense.

De plus, la comparaison avec la mesure de motivation réalisée en PR a indiqué qu’elle n’était
pas corrélée a la mesure de PSS, méme si ces 2 mesures restent sensibles aux modifications
de I'état motivationnel de I'animal. Cela laisse a penser que ces 2 mesures possedent des
mécanismes neurobiologiques qui se chevauchent, mais qui restent distincts.

Enfin, comme les animaux ont le contrble sur le niveau de punition qu’ils sont préts a
recevoir, la procédure de PSS peut représenter un raffinement des principes des 3R utilisés
en expérimentation animale. Par conséquent, la procédure de PSS est un outil utile pour
étudier les mécanismes sous-jacents aux comportements inadaptés qui peuvent persister

chez certains individus malgré les conséquences négatives qu’ils peuvent engendrer.
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ARTICLEINFO ABSTRACT

Keywords: Indifference to harmful consequences is one of the main characteristics of compulsive behaviors and addiction.
Punishment Animal models that provide a rapid and effective measure of resistance to punishment could be critical for the
Reward . investigation of mechanisms underlying these maladaptive behaviors. Here, anal to the progressive ratio
izr;;::los;vxty (PR) procedure widely used to evaluate appetitive motivation as the response requirement is increased, we
Motivation developed a self-adjusting, progressive shock strength (PSS) procedure. The PSS provides, within a single session,

a break point that quantifies the propensity to work for a reward in spite of receiving electric footshock that
progressively increases in duration. In both male and female rats, the PSS break point was sensitive to 1) hunger;
and 2) changes in the qualitative, but not quantitative, incentive value of the reward. In systematic comparisons
between PSS and PR procedures in the same rats, we found that both measures are sensitive to manipulations of
motivational states, but they are not intercorrelated, suggesting that they measure overapping but partially
distinct processes. Importantly, the PSS procedure represents a refinement in the 3Rs principles of animal
research because animals can control the strength of shock that they are willing to tolerate. This self-adjusting
PSS procedure may represent a useful tool to investigate 1 underlying maladaptive behavior that
persists in certain individuals despite harmful consequences.

1. Introduction

Addictive and compulsive disorders are characterized by the urge to
execute behaviors even when they cause pain, suffering, or health
problems (Figee et al., 2016). In rodents, compulsive behaviors are often
mimicked by resistance to punishment in the context of food or
drug-taking behavior. The most commonly used punishment procedures
use a fixed strength of foot-shock which allows identifying animals that
are sensitive or insensitive to shock (Belin et al., 2011; Der-
oche-Gamonet et al., 2004; Domi et al., 2021; Marchant et al., 2018;
Pascoli etal.,, 2015; Pelloux et al., 2007). However, using a fixed level of
shock imposes a dichotomy based on an arbitrary threshold; it labels
each animal as either sensitive or resistant, without taking into account
the fact that sensitivity is a continuous variable. That is, every individual
has some level of shock where it will switch from responding to not
responding, and this threshold may vary between individuals and over
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time within the same individual. A more nuanced measure of individual
resistance to punishment can be obtained with procedures where the
strength of foot shock is increased over several sessions (Durand et al.,
2021; Krasnova et al., 2014; Panlilio et al., 2003) or in blocks within a
single session (Bentzley et al., 2014; Datta et al., 2018) until animals
decrease and eventually stop responding. However, even in these pro-
cedures the levels of shock are imposed by the experimenter in a fixed
(increasing) order and animals have little control of the strength of
shock that they are willing to accept to obtain rewards.
Experimenter-imposed procedures involve the risk of delivering shocks
that are substantially higher than what the individual would be willing
to tolerate, which can lead to persistent inhibition of reward seeking
(Durand et al., 2021). Indeed, punishment with high levels of shock on
first encounter can dramatically suppress operant responding whereas
punishment with lower increasing levels of shocks has more gradual
effects on responding (Miller, 1960). Procedures that adjust the level of
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shock to individual behavior may allow a more precise measure of
resistance to punishment and be more in accordance with ethical stan-
dards because punishment is titrated within a range close to the in-
dividual's threshold, only exceeding it infrequently and by a small
amount. In addition, they would resemble procedures commonly used to
investigate the effects of punishment in humans, in which shock levels
are calibrated individually (Apergis-Schoute et al., 2017; Kanen et al.,
2021; Kim and Anderson, 2020).

Progressive ratio (PR) schedules (Hodos, 1961) are considered the
gold-standard for the investigation of incentive motivation and the
strength of rewards. In PR schedules, the number of responses required
to obtain a reward increases at each step until the animal stops
responding, and the final step, or break point, is considered a direct
measure of individual motivation. One of the advantages of PR sched-
ules is that break points can be obtained within a single session. PR
schedules for food rewards are sensitive to the motivation of the indi-
vidual in terms of hunger (Hodos, 1961; Solinas and Goldberg, 2005)
and of incentive value of the reward (Hodos, 1961). To incorporate the
advantages of PR procedures, we designed a self-adjusting progressive
shock strength (PSS) procedure in which the strength of shock is
adjusted within a single session according to the animal’s behavior. In
this procedure each animal can titrate its own “acceptable” level of
punishment to obtain food rewards.

The psychophysical experience of shock and its punishing effects
depend on the intensity (current) and the duration of footshocks (Church
etal, 1967; Leander, 1973). These two variables can be manipulated
interchangeably (Leander, 1973) determining the electrical charge
delivered, which can be considered a measure of the strength or
magnitude of shock. Changing the intensity of a shock remotely within a
session is tricky and requires specialized equipment. In contrast,
changing the duration of footshocks can be easily and precisely imple-
mented with conventional shockers by simply altering a parameter in
the software program used to control the operant procedure. Thus, in
our procedure, the strength of shock was determined by using a fixed
shock current (0.45 mA) and manipulating the shock duration (from 0 to
0.71 s), leading to electrical charges ranging from 0 to 0.3195 mC (mC).

Both resistance to punishment and PR motivation can be viewed as
measures of the costs that an individual is willing to accept to obtain a
reward. Interestingly, Hodos developed his PR procedure to quantify
motivation in order to overcome some technical problems that had led to
excessive variability in the results obtained in older progressive shock
procedure (Hodos, 1961). Although motivation PR and resistance to
punishment are often associated (Hogarth, 2020), the relationship be-
tween these measures is not straightforward. Indeed, several studies
have found that resistance to punishment and PR responding do not
always correlate (Datta et al., 2018; Pascoli et al., 2015; Pelloux et al.,
2007), suggesting that the willingness to exert an effort or the willing-
ness to tolerate a negative outcome to obtain a reward represent two
somewhat different aspects of motivation. To gain insights into these
aspects of motivation, we systematically compared the effects of ma-
nipulations of motivation on the PSS and PR procedures. We tested
whether the punishment break point is sensitive to manipulations of
motivational states such as hunger, reward size and reward quality, and
we evaluated the effects of these manipulation on progressive ratio

responding.
2. Methods
2.1. Subjects and housing conditions

Sprague-Dawley rats (48 males and 24 females) aged 8-9 weeks
(Janvier Labs, France) were used in this study because rats’ behavioral
repertoire makes them a species of choice for the investigation of
addiction-related processes (Parker et al., 2014). The experiments were
performed in 3 separate cohorts of animals: 1) 24 males to establish the
procedure; 2) 24 males to replicate and assess reliability of the
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procedure and 3) 24 females to assess whether the results depend on sex.
It should be noted that the female cohort and the 2 cohorts of males were
all run separately. Results from the two male groups were basically
superimposed qualitatively and quantitatively suggesting that the con-
ducting the experiments in separate cohorts had minimal effects on the
results. Data from the two cohorts of males were combined for analysis
and presentation here. Rats were housed in pairs with two wooden sticks
for enrichment, in IVC cages (Techniplast, Sealsafe Plus GR900), in a
temperature- and humidity-controlled room kept under reversed
light-dark cycle conditions (12 h light-dark cycle, lights off at 7 a.m.). All
experiments were conducted during the dark phase and in accordance
with European Union directives (2010/63/EU) for the care of laboratory
animals and approved by the local ethics committees (COMETHEA).

2.2. Food restriction

Starting after a 4-day habituation period and continuing until the
end of the experiment, food was restricted to limit weight gain and to
motivate operant behavior. Food (approximatively 20 g/day for male
and 15 mg/day for females) was given 1 h after the end of the daily
experimental session. Unlimited access to water was provided for the
entire duration of experiment. Body weight was 336 + 1.7 for males and
226 + 1.7 g for females at the beginning of the experiment and 377 +
3.2 for males and 249 + 1.7 g for females at the end of the experiments.

2.3. General experimental designs

In this experiment, we aimed to validate the progressive shock
strength (PSS) procedure by 1) investigating the effects of motivational
manipulations such as hunger (food restriction or satiation), reward size
(1 vs 2 pellets of sucrose) and reward quality (sucrose vs chocolate) on
punished responding; and 2) directly comparing the effects of these
manipulations in our PSS procedure versus a conventional PR proced-
ure. Tests sessions were separated by a minimum of one training session,
and each type of test occurred once a week. Sessions were performed 5
days a week and a typical week had the following schedule: Monday:
training; Tuesday: PR test; Wednesday: training; Thursday: training and
Friday: PSS test. After nine initial operant training sessions, we tested
resistance to punishment in 2 PSS sessions and appetitive motivation in
2 PR sessions to establish baseline behavior. The data from these ses-
sions were averaged to provide basal levels of PSS and PR used for
statistical analysis. Subsequently, in both PSS and PR, we investigated
the effects of 1) hunger (restriction and satiation); 2) quantitative in-
creases in the value of reward (2 pellets vs 1 pellet) and 4) qualitative
changes in the value of reward (sucrose vs chocolate pellets). Chocolate
pellets (Test Diet STUT/1811256) were identical in composition and
caloric content to sucrose pellets (Test Diet 5TUT/1811251) but con-
tained chocolate flavor.

For 23 h prior to the deprivation and satiation tests, respectively,
animals were completely food deprived or had food ad libitum as done
previously (Solinas and Goldberg, 2005). To study changes in incentive
value of reward, we trained animals with the new condition (2 pellet-
s/reward or 1 chocolate pellet) for 2 days before PSS and PR tests.

24-72 h after the last operant sessions, we measured anxiety-related
behaviors in an open-field and sensitivity to pain in a hotplate procedure
to determine whether individual differences in these processes could
have influenced the PSS results.

2.4. Food reinforcement apparatus and training procedure

Experimental chambers (MedAssociates, www.medassociates.com)
were enclosed individually in sound-attenuation chests. Each experi-
mental chamber had a recessed food tray, and two levers in the right
wall. The floor was constituted by bars that were connected to shockers
that could deliver footshock, with electric current set to 0.45 mA. Each
chamber was equipped with a food-pellet dispenser, which could deliver
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45 mg pellets to the food tray. Experimental events were controlled by
computers using MedAssociates interface and Med-PC IV software; Med-
PC code used to conduct the procedures is available upon request. A
diode light was present on each lever. One lever was assigned to be the
active lever and the corresponding light was used as a conditioned
stimulus for food reinforcement. A third diode light was installed on the
opposite wall, and its flashing was used as a discriminative stimulus to
indicate that food reinforcement would be associated with a foot-shock.

The general training schedule involved 45-min sessions of a fixed-
ratio 1 (FR1) schedule of food reinforcement in which one lever press
was required to obtain a 45-mg sucrose pellet. Rats initially learned to
respond for food during nine sessions under this schedule. During these
sessions, food availability was signaled by turning off the house-light,
indicating that a single response on the active lever would immedi-
ately result in the delivery of one food pellet, accompanied by flashing of
the diode light above the lever for 2 s. Subsequently, the house light was
turned on for an additional 18-sec time-out period, during which
responding had no programmed consequences. Following the time out, a
new trial started and the next response on the right lever was again
reinforced. Responses on the inactive lever were recorded but never
reinforced.

2.5. Self-adjusting progressive shock strength (PSS) procedure

In the PSS procedure, active lever presses resulted in immediate
delivery of food rewards and foot-shocks of different strengths by
manipulating the shock duration. The PSS consisted of steps in which the
shock duration was increased each time the animal obtained 2 separate
rewards at a given shock duration. The duration of the first step was 0 s
(no shock), the second step was a low duration of 0.05 s and subsequent
shocks increased of 15% at each step for 20 steps. Thus, the step
sequence of durations was: 0, 0.05, 0.06, 0.07, 0.08, 0.09, 0.10, 0.12,
0.13, 0.15, 0.18, 0.20, 0.23, 0.27, 0.31, 0.35, 0.41, 0.47, 0.54, 0.62,
0.71 s. At the beginning of each shock trial, the light on the side opposite
to the levers and food tray was switched on and off intermittently for the
entire trial for periods of time proportional to the duration of the shock
to signal the presence of shock contingencies according to the formulas:
Duration On = 0.1 s times step number and Duration Off = 2 s — Duration
On. If animals reached the final step, the duration of the shock was not
further increased, and all subsequent shock were set at 0.71 s. If rats did
not emit any response for 5 min, shock duration was reset to 0 s and the
shock progression was reinitialized. The 5 min threshold for reset was
chosen based on pilot experiments showing that this level allowed most
animals to reinitiate their operant behavior within a single session.
Thus, animals could at any moment avoid higher strength of shock by
limiting the frequency of food reinforcement until shock duration
returned to 0s, which was signaled by the absence of the blinking light.
This feature suppressed but did not completely extinguish operant
responding, allowing a rapid return to baseline responding in the
following training session. The strength of the shock was determined by
the electrical charge in millicoulombs (mC) that an animal would
tolerate to obtain food pellets and was calculated by multiplying the
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fixed current of the shock (0.45 mA) by the duration in sec. The level at
which behavior changed abruptly or PSS break point was calculated by
the maximal and cumulated strength of the shock received during the
session, which, as expected, were highly correlated (1? = 0.90 for males
and 1* = 0.93 for females under basal conditions). We chose the latter
parameter for the main analysis because it incorporates both the will-
ingness to receive a given charge unit and the willingness to restart
responding after an eventual punishment-induced pause. However, it
should be noted that similar results were obtained when the maximal
strength of shock obtained was used.

Table 1 summarizes the data obtained in the PSS procedure in terms
of responses, duration of shock and total electrical charge received
during a session.

2.6. Progressive-ratio schedule

Under the progressive-ratio schedule of food reinforcement, the
number of responses required to obtain a food pellet increased with each
successive food pellet. The steps of the exponential progression were the
same as those previously developed by Roberts and colleagues
(Richardson and Roberts, 1996) adapted for food reinforcement (Solinas
et al., 2003; Solinas and Goldberg, 2005), based on the equation:
response ratio = (502 x:retnforcer aumber)y _ 5, rounded to the nearest
integer. Thus, the values of the steps were 1, 2, 4, 6, 9, 12, 15, 20, 25, 32,
40,50, 62, 77, 95,118, 145, 178, 219, 268, 328, 402, 492, 603, and 737.
Sessions under the progressive-ratio schedule lasted until 10 min passed
without completing a step, which, under basal conditions, occurred
within 1 h. This 10 min step-completion threshold produced breakpoints
similar to those we observed previously using a 5 min no-response
threshold (Solinas et al., 2003; Solinas and Goldberg, 2005).

2.7. Anxiety-related behaviors: open field

The open-field apparatus (Viewpoint, Lyon, France) consisted of a
rectangular arena (50 em wide * 50 em long * 40 em high) of white
plexiglass. After a 30-min habituation to the experiment room, rats were
placed for 30 min in the arena. Their positions were recorded auto-
matically and in real time by a camera and video tracking software
(Viewpoint, Lyon, France). The software defined a virtual square (25 cm
* 25 cm) delimiting the center zone and the border zone. Anxiety was
measured as the percentage (%) of time spent in the border (time in the
border/time in the border + time in the center * 100) so that more time
spent in the border (thigmotaxis) indicated a higher level of anxiety.

2.8. Pain sensitivity: hot plate test

The hot-plate (Ugo Basile, model-DS 37) was maintained at 48 °C
(Deuis et al., 2017). After a 10-min habituation to the experiment room,
animals were placed into a glass cylinder of 25 em diameter on the
heated surface and 47 cm walls. The latency before escape or jumping,
was recorded. Experiments were stopped after a cut-off of 120s to pre-
vent unnecessary pain or tissue damage.

Table 1
Summary of data obtained in the PSS procedure.
# Active Responses Total Shock Duration (Sec) Total Electrical Charge (mC)
Males Females Males Females Males Females
BL 120.80 = 1.46 97.94 = 4.024 - - = -
PSS BL* 45.87 = 2.94 40.50 = 3.08 6.56 = 0.67 5.63 = 1.37 295+ 0.30 2.53 £ 0.62
PSS Hungry 57.83 £ 2.48 59.75 = 5.88 12.79 £1.55 16.41 = 4.37 575+ 1.04 7.38 £1.97
PSS Sated 25.33 £ 1.78 17.79 £ 2.478 1.45=0.23 1.38 = 0.33 0.65 = 0.10 0.76 = 0.02
PSS 2 Pellets 50.13 = 2.04 3217 = 2.38 8.01 = 0.80 3.46 = 0.95 3.61 = 0.36 1.56 = 0.43
PSS Chocolate 65.35 = 2.97 55.08 = 3.80 15.49 = 1.94 10.77 = 2.85 6.97 = 0.87 4.84£1.28

Mean + SEM.

* PSS BL was established several times during the experiments. For clarity, here we provide values of the first measure.
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2.9. Data and statistical analysis

Med-PC data obtained were analyzed using a custom-made, freely
available software written in Python, Med_to_csv (https: //github.com/h
edjour/med_to_csv) that uses raw data files to create complete tables for
further analysis in GraphPad Prism. Data were checked for normality
distribution on using the Shapiro-Wilk test. PSS data using electrical
charge did not show normal distribution and therefore, they were
normalized using natural logarithm transformation. For baseline mea-
sures of PSS and progressive-ratio break points, we used two-way
ANOVA for repeated measures (Factors: sex and procedure) to
compare the behavior of male and female rats with Geisser-Greenhouse
correction to account for possible violation of sphericity followed by
Sidak’s post hoc test. Given that baseline behavior significantly differed
between males and females, for subsequent behaviors, we separately
compared male and female animals using one-way ANOVA for repeated
measures (factor: hunger state) with Geisser-Greenhouse correction
followed by Dunnett’s post hoc test or Wilcoxon matched-pairs signed
rank test for reward size and quality. Differences were considered sig-
nificant when p < 0.05.

3. Results
3.1. PSS and PR break points

The last 3 FR1 training sessions were used to determine a baseline
(BL) in the absence of shocks. The number of active responses (and food
rewards obtained) was ~121 for male (Fig. A, left) and ~98 for female
rats (Fig. 1, right). In the PSS session, the number of pellets decreased to
about ~46 in males and ~40 in females, a 62% and 59% reduction
compared to the BLresponding. The PSS break point as measured by the
electrical charge sustained was 2.95 + 0.30 mC in males and 2.53 +
0.62 mC in females (Table 1). Individual event records (supplementary
information, Fig. S1) clearly show that rats titrated their punishment
and different rats reached different PSS break points. Indeed, a minority
of animals (<20% under baseline conditions) kept responding for food
even when the shock strength was maximal, whereas most (>80%) of
the animals responded until the strength of shock reached a level where
responding stopped for at least 5 min, leading to a reset of the shock
duration to 0 s. Then, most animals started responding again reaching
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Fig. 1. Effects of introducing progressive shock strength (PSS) or pro-
gressive ratio (PR) schedules on food-maintained behavior. Number of
active responses during baseline (BL), progressive shock strength (PSS) and
prog; ratio (PR) in male (left) and female rats (right). Data are
expressed as mean + SD of active responses (Males n = 48; Females = 24).
Baseline (BL) was calculated on the last three FR1 training sessions before the
first shock session. The values for PSS and PR represent the average of the first 2
separate sessions. Two-way ANOVA for repeated measures followed by Sidak’s
post hoc: *** P < 0.001 PSS and PR vs BL; ###, P < 0.001 males vs females.
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levels that were in a range that was relatively constant for individual
animals (average deviation from the median shock strength during
baseline <10%) suggesting that they had a shock strength that was
“worth” receiving to obtain their rewards. For PR sessions, the number
of steps completed was ~14 in males and ~11 in females and the
number of active responses was ~428 in males and ~276 females.
Statistical analysis on the number of responses revealed a significant
effect of schedule (F(2, 140) = 219, p < 0.0001), of sex (F(1,70) = 26.10,
p < 0.0001) and a significant schedule * Sex interaction (F(2,140) =
19.41, p < 0.0001). Post-hoc multiple comparison indicated that males
and females differed in baseline and PR responding but not in PSS
responding (p = 0.31). Because baseline behavior was different in males
and females, which can confound the interpretation of results, we
decided not to compare them directly in subsequent tests.

Frequency distribution of PSS break points was normally distributed
when expressed as natural logarithm of the electrical charge sustained
for both males and females with a median value of 0.81 (95% CI:
0.58-1.05) and 0.52 (95% CI: 0.16-0.88), respectively (Fig. 2 A, B).
Frequency distribution of PR break points was a conventional Gaussian
for males with a median value of 431 (95% CI: 360-549) and a slightly
positively skewed Gaussian for females with a median value of 243 (95%
CI: 148-339) (Fig. 2 G, D). PSS responding (electrical charge sustained)
was not correlated with PR responding (number of responses) in either
male or female rats (Fig. 2 E, F) suggesting that these tasks measure
somewhat different psychobiological processes.

3.2. Effect of hunger on PSS and PR behaviors

To characterize the PSS behavior, we investigated whether it is
sensitive to hunger, and we compared the effects of these manipulations
on PR. In male rats, hunger induced by food deprivation produced an
increase in the PSS break point of 25% in pellets obtained (from ~45 to
~ 58 pellets) and of 95% in electrical charged received (from 2.95 to
5.75mC) compared to normal food restriction condition (Fig. 3 A, C, E;
Table 1). In contrast, satiation induced by ad libitum pre-session feeding
produced a decrease in the PSS break point of 64% as measured by
number of pellets obtained (from ~45 to ~ 25 pellets) and of 78% as
measured by the electrical charge received (from 2.95 to 0.65 mC)
compared to normal food restriction condition (Fig. 3 A, C, E; Table 1).
Similarly, in female rats, hunger induced by food deprivation produced
an increase in the PSS break point of 50% in pellets obtained (from ~40
to ~ 60 pellets) and of 250% in electrical charged received (from 2.53 to
7.38 mC) (Fig. 3B, D, F; Table 1) and food satiation produced a decrease
of 56% in the number of pellets obtained (from ~40 to ~ 18 pellets) and
of 75% in the electrical charge (from 2.53 to 0.76 mC) compared to
normal food restriction condition (Fig. 3B, D, F; Table 1). Individual
event records (supplementary information, Fig. 52) clearly show that,
when hungry, rats were willing to receive higher strength of shock than
under BL conditions whereas, when sated, they all stop responding at
low shock strengths. Statistical analysis revealed a significant effect of
hunger state in males (Number of responses: (F(2,47) = 94.11, p <
0.0001; total charge: (F(2,47) = 46.44, p < 0.0001; max charge: (F
(2,47) =112.09, p < 0.0001) and in females (Number of responses: (F
(2,23) = 49.15, p < 0.0001; total charge: (F(2,23) = 63.01, p < 0.0001;
max charge: ((F(2,23) = 35.15, p < 0.0001).

Consistent with previous reports (Hodos, 1961; Solinas and Gold-
berg, 2005), PR responding was also sensitive to manipulations of
hunger. In males, hunger increased PR responding from ~469 to ~688
responses/session (+47%) and satiation decreased it to ~ 128 respon-
ses/session (—73%) (Fig. 4A). In females, hunger increased PR
responding from ~277 to ~423 responses/session (+53%) and satiation
decreased it to ~ 64 responses/session (—77%) (Fig. 4B). Statistical
analysis of number of responses revealed a significant effect of hunger
state in males (F(2,47) = 107.8, p < 0.0001) and in females (F(2,23) =
38.9, p < 0.0001).
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Fig. 2. Population distribution for PSS and PR procedures and their correlation. Frequency distribution for behavioral outputs during baseline sessions in the
PSS (A, B) and PR (C, D) procedures and their correlation (E, F) in male (left panels: A, C, E) and female rats (right panels: B, D, F). Dotted curves in E and F indicates
95% confidence intervals. The values for PSS and PR represent the average of the first 2 separate sessions.

3.3. Effect of reward size on PSS and PR behaviors

We then investigated whether PSS break points would be sensitive to
changes in the reward size. For this, we increased the number of sucrose
pellets delivered at each trial to 2 pellets/delivery. Since incentive value
needs to be learned, we trained rats for 2 days in this new condition. This
manipulation decreased baseline responding because 2 pellets probably
induced more rapid satiation. The decrease in baseline was from ~119
to ~104 active responses (and reward deliveries) in males (13%) and
from ~98 to ~ 67 active responses (and reward deliveries) in females
(—32%) (data not shown). Compared to this new baseline PSS induced a
decrease in both males (from ~104 to ~ 50 rewards, —50%) and females
(from ~67 to ~ 32, - 52%) (Table 1). PSS break point with 2 pellets did
not differ from that with 1 pellet in males (Fig. 5 A, C, E; Table 1; Wil-
coxon test: p = 0.14 for active responses, p = 0.47 for total charge and p
= 0.11 for max charge) but it was significantly decreased in females
(Fig. 4B, D, F; Table 1; Wilcoxon test: p = 0.0053 for active responses, p
= 0.025 for total charge and p = 0.16 for max charge).
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PR break point was significantly higher for 2 pellets than for 1 pellet
in males (from ~468 to ~ 734 active responses, +56%; Fig. 6A; Wil-
coxon test: p > 0.0001) but was similar in females (~276 vs ~ 277;
Fig. 6B; Wilcoxon test: p = 0.92).

3.4. Effect of reward quality on PSS and PR behaviors

We then investigated whether PSS break points would be sensitive to
changes in the sensory quality of the reward. For this, we allowed rats to
self-administer chocolate-flavored pellets. Again, rats were first trained
for 2 days in this new condition. This manipulation slightly increased
baseline responding in both males and females, from ~119 to ~128
active responses (+7%) in males and from ~98 to ~ 111 active re-
sponses (+13%) in females compared to sucrose pellets (data not
shown). Compared to this new baseline PSS induced a decrease in both
males (from ~128 to ~ 65 rewards, —49%) and females (from ~111 to
~ 55, - 50.5%) (data not shown). More importantly, compared to su-
crose pellets, the PSS break point with chocolate pellets was higher in
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Fig. 3. Effects of modulation of hung ce to punish-
ment in the PSS. Resistance to punishment during a PSS session with
normal level of food restriction (baseline, PSS BL), after 24 h food
deprivation (PSS Hungry) or after 24 h of access to food ad libitum (PSS
Sated) in male (left panels: A, C, E) and female rats (right panels: B, D,
F) measured by the number of active responses (A, B), the total elec-
trical charge sustained (C, D) and the max electrical charge sustained
(E, F). The values for PSS and PR represent the average of the first 2
separate sessions. One-way ANOVA for repeated measures followed by
post hoc Dunnett’s test: *** P < 0.001 compared to PSS BL.
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Fig. 4. Effects of modulation of hunger on motivation in the PR. Number of active responses during a PR session with normal level of food restriction (baseline,
PR BL), after 24 h food deprivation (PR Hungry) or after 24 h of access to food ad libitum (PR Sated) in male (A) and female rats (B). Data are expressed as mean + SD
(Males n = 48; Females = 24). One-way ANOVA for repeated measures followed by post hoc Dunnett’s test: ***, P < 0.001 compared to PR BL.

both males (active responses from ~47 to ~ 65, electrical charge from
~5.92 to ~ 6.97, Fig. 7 A, C, E; Table 1; Wilcoxon test: p > 0.0001 for
active responses and total charge and p = 0.0002 for max charge) and in
females (active responses from ~40 to ~ 55, electrical charge from
~3.40 to ~ 4.84, Fig. 7B, D, F; Table 1; Wilcoxon test: p > 0.0001 for
active responses, p = 0.0004 for total charge and p = 0.0086 for max
charge). PR break point was significantly higher for chocolate than for
sucrose pellets in both males (from ~468 to ~ 650 active responses,
+39%; Wilcoxon test: p > 0.016) and females (~276 vs ~535, +94%;
Wilcoxon test: p > 0.0001) (Fig. 8A and B).

3.5. Anxiety and pain sensitivity

At the end of the operant sessions, we measured anxiety in an open
field and pain sensitivity in a hot plate test in order to verify whether
these factors could have influenced resistance to punishment. We found
that neither anxiety (% time spent in the border) nor pain (latency to
escape) was correlated to PSS break points in both males (anxiety r* =
0.019 p = 0.34; pain 1* = 0.003, p = 0.70) and females (anxiety I* =
0.048, p = 0.30; pain 1% = 0.036, p = 0.37) (Fig. 53).

4. Discussion

In this study, we developed and characterized a novel self-adjusting
progressive shock strength (PSS) procedure to investigate resistance to
punishment in which the strength of the punishment is determined by
the behavior of the individual animal. Thus, each animal could titrate
the amount of shock that it was willing to receive to obtain a food pellet.
We show that, in both male and female rats, the PSS break point is
sensitive to manipulations of motivation such as hunger and incentive
value of the reward. Importantly, interindividual differences in resis-
tance to punishment do not appear to depend on pain sensitivity or
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anxiety because these measures were not correlated with the PSS break
point. Interestingly, although PSS and PR break points were both sen-
sitive to manipulations of motivation, they were not intercorrelated,
confirming that these behaviors represent some overlapping but partly
distinet construets and are likely to depend on common but also distinet
brain cireuits.

In our procedure, shock strength was adjusted for each individual
animal in each session, increasing and decreasing depending on the rat’s
behavior (increasing in steps while responding was persistent and
resetting to 0 when responding ceased for 5 min). Most rats took
advantage of this feature and resumed food seeking behavior 2 or 3
times in a session (supplementary information, Fig. $1). Thus, rats could
titrate the levels of shock that they were willing to receive by stopping
before they reached a level that was aversive enough to persistently
suppress their behavior (Durand et al, 2021). Importantly, our pro-
cedure could be considered a form of refinement in the 3Rs (replace-
ment, reduction, refinement) principles of animal research (Hubrecht
and Carter, 2019) because animals can control the strength of punish-
ment that they are willing to tolerate. Therefore, the PSS appears
particularly fit to stricter ethical standards of animal research that are
required by our societies. Finally, the individual calibration of shock
levels of the PSS is conceptually similar to what is commonly done in
investigate the mechanisms of punishment and compulsivity in humans
(Apergis-Schoute et al., 2017; Kanen et al., 2021; Kim and Anderson,
2020) which can increase the translational validity of this procedure.

Shock sessions were repeated but infrequent and sparse. Indeed, we
wanted punishment to be rare, similarly to what may happen in humans
when negative consequences of drug use or excessive food consumption
are rarely (intermittently) experienced after immediate consumption of
the reward. In addition, this avoided the cumulative effects of punish-
ment (Durand et al., 2021; Marchant et al., 2018) which can occur when
shock sessions are repeated in consecutive sessions. Instead, with sparse
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Fig. 5. Effects of modulation of reward size on resistance to
punishment in the PSS. Resistance to punishment during a PSS
session with one pellet/delivery (baseline, PSS BL) or two pellets/
delivery (PSS 2 Pellets) in male (left panels: A, C, E) and female
rats (right panels: B, D, F) measured by the number of active re-
sponses (A, B), the total electrical charge sustained (C, D) and the
max electrical charge sustained (E, F). Data are expressed as mean
+ SD (Males n = 48; Females = 24). Wilcoxon test: * and **, P <
0.05 and P < 0.01 compared to PSS BL.
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Fig. 6. Effects of modulation of reward size on motivation in the PR. Number of active responses during a PR session with one pellet/delivery (baseline, PR BL)
or two pellets/delivery (PR 2 Pellets) in male (A) and female rats (B). Data are expressed as mean -+ SD (Males n = 48; Females = 24). Wilcoxon test: ***, P < 0.001

compared to PR BL.

shock sessions we were able to rapidly reestablish baseline operant
behavior and have several test/retest conditions. Measures of resistance
to punishment were highly correlated for the whole experiment (sup-
plementary information, Fig. 54) indicating that resistance to punish-
ment is a trait. Therefore, our PSS procedure should allow investigating
changes in resistance to punishment longitudinally over long periods of
time and in response to behavioral and neurobiological manipulations.

Previous research has shown that rats (and pigeons) will titrate the
strength of a constant or pulsing shock to a specific level when the shock
strength is contingent on the rate of food-reinforced responding
(Rachlin, 1972; Rachlin and Loveland, 1971); this level was stable
within individuals but differed across individuals. More recent studies
investigating footshock punishment found bimodal population distri-
butions with procedures using a fixed shock strength (Belin et al., 2011;
Domii et al., 2021; Jean-Richard-Dit-Bressel et al., 2019; Marchant et al.,
2018) and continuous Gaussian distribution of responding with pro-
cedures using increasing levels of punishment with food (Datta et al.,
2018), cocaine (Datta et al., 2018) and alcohol (Marchant et al., 2018) as
reinforcers. The distribution in our self-adjusting PSS procedure was a
positively skewed Gaussian when the electrical charge was plotted (data
not shown) but it was a normal Gaussian when the strength was
expressed as the natural logarithm of the electrical charge. This is
consistent with Stevens’ power law that states that sensation strength
and stimulus intensity are described by a power function (Stevens, 1957)
and with previous studies investigating the consequences of different
shock strengths (Leander, 1973). This suggests that when animals can
self-titrate the level of punishment, individual levels of shock resistance
are log-normally distributed whereas bimodal distribution of shock
resistance may at least in part result from imposing a fixed strength that
artificially divide the population in two groups of resistant or sensitive
individuals.
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Hunger is a potent motivation of food seeking and taking behavior
because of the intrinsic evolutionary value of 1) working to obtain food
when energy stocks are low and 2) avoiding excessive risk or unnec-
essary exertion when energy stocks are already sufficient. In this study,
both PSS and PR break points were very sensitive to hunger manipula-
tion, and rats dramatically increased their break points when hungry
and decreased it when sated. This is consistent with previous findings in
rats with PR (Hodos, 1961; Solinas and Goldberg, 2005) and with
punishment (Jacobs and Moghaddam, 2020; Storms, 1963). Incentive
value of food is also an important motivator of food seeking and taking.
In different versions of choice experiments, rats rapidly learn to perform
actions that lead to the delivery of higher quantity of reward and this
preference can be used to investigate the effects of manipulations of
delay, risks, ete (Evenden and Ryan, 1996; Floresco et al., 2008; Wahab
et al., 2018), and higher concentrations of a liquid reward maintain
higher break points in the PR (Hodos, 1961; Reilly, 1999). In our pro-
cedure, manipulations where reward size was increased produced
inconsistent results. For PSS, no effect was found in males but a decrease
in break point was found in females whereas for PR, an increase was
found in males and no effect was found in females. These results are
likely to be highly influenced by satiation effects associated with
doubling the reward size; these effects were stronger in females
compared to males because of metabolic needs and were stronger in the
PSS compared to PR because in this procedure rats obtain higher number
of rewards in the PSS (10-20 deliveries/session in the PR and 30-50 for
PSS). For example, it has been shown that PR responding becomes in-
dependent from concentration of liquid rewards when rats are water
deprived (Reilly, 1999). Therefore, we cannot interpret these results
purely in terms of incentive value. In contrast to reward size, manipu-
lations of reward quality (giving chocolate pellets instead of sucrose) led
to clear increases in both PSS and PR break points in males and females.
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Fig. 8. Effects of modulation of reward quality on motivation in the PR. Number of active responses during a PR session with delivery of one sucrose (baseline,
PR BL) or one chocolate (PR Chocolate) in male (A) and female rats (B). Data are expressed as mean =+ SD (Males n = 48; Females = 24). Wilcoxon test: **, P < 0.01

compared to PR BL.

Thus, both PSS and PR are sensitive to changes in incentive value of the
reward if satiation levels are maintained at a constant level.
Differences in sensitivity to punishment may be explained by
different behavioral mechanisms such as differences in reward/moti-
vation processes, sensitivity to the aversive stimulus, pavlovian
learning, encoding the relation between response and the punishment or
the inability to control behavior (Jean-Richard-Dit-Bressel et al., 2019).
In an elegant study using a conditioned punishment task that distin-
guished between different aspects of punishment insensitivity, Jean--
Richard-Dit-Bressel et al. (2019) found that insensitivity to punishment
is not related to reward/motivation or Pavlovian fear. The authors argue
that individual differences in resistance to punishment is related to
deficits in encoding the contingency between behavior and the delivery
of shock and not to differences in behavioral inhibition because
punishment-resistant rats showed normal suppression of behavior by
Pavlovian fear. Although our study was not designed to investigate the
specific mechanisms of punishment, the fact that punishment and
motivation breakpoints were not intercorrelated under basal conditions
(Fig. 2) and throughout the experiment (supplementary information,
Fig. 54), is in agreement with the interpretation that resistance to pun-
ishment is not simply due to reward/motivation processes. These results
are also in agreement with previous papers that directly investigated
both measures for drugs such as cocaine (Datta et al., 2018; Pelloux
et al., 2007; but see Venniro et al., 2018), food rewards (Datta et al.,
2018) or direct stimulation of VTA dopamine neurons (Pascoli et al.,
2015). It is possible that motivation in progressive ratio schedules is
mostly dependent on reward neurotransmitters such as dopamine
(Cagniard et al,, 2006; Ko and Wanat, 2016; Kravitz et al., 2012; Randall
etal., 2012), endoopioids and endocannabinoids (Solinas and Goldberg,
2005) whereas resistance to punishment depends also on brain serotonin
levels (Cohen et al., 2015; Pelloux et al., 2012); it is also possible that the
balance between these two systems (Palminteri and Pessiglione, 2017)
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and/or the involvement of other neurotransmitters such as glutamate
and GABA (Stephenson-Jones et al., 2020) participate in determining
individual differences. Importantly, consistent with previous studies
(Degoulet et al., 2021; Li et al., 2021), sensitivity to aversion does not
seem to be responsible for differences in punishment because pain
sensitivity in the hot-plate test did not differ between resistant and
sensitive rats. Future studies are needed to investigate the precise
mechanisms responsible for resistance to punishment in the PSS
procedure.

Differences exist between males and females in the incidence and
prevalence of psychiatric disorders and namely drug addiction and
eating disorders (Earls, 1987; O'Brien and Anthony, 2005; Solmi et al.,
2021) and have also been reported in animal models (Asarian and Geary,
2013; Becker and Koob, 2016). Previous studies investigating sex dif-
ferences in the motivation for food have reported no difference in PR
responding (van Hest et al., 1988) or slightly higher responding in males
compared to females that could be explained by differences in the pro-
cedure, baseline responding and body weight (Datta et al., 2017). On the
other hand, sex differences have been reported in punished-guided ac-
tions with females being more sensitive than males when punishment
was probabilistic and less sensitive when it was certain (Chowdhury
et al., 2019). In this study, we found differences in baseline behaviors,
with males having higher food intake and PR responding, consistent
with males having higher body weight, vigor, and metabolic needs.
Because of these differences, which could confound the interpretation of
the results, we avoided direct comparison between males and females
and instead we analyzed their behavior separately. Importantly, we
found that manipulations of hunger and incentive value of food pro-
duced qualitatively similar effects on PSS and PR in males and females.

Although our PSS procedure appears to have several strengths, it
may have some limitations compared to other procedures. For example,
several punishment procedures use probabilistic punishment schedules
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in which only a percentage (often 50%) of responses are punished (Ja-
cobs and Moghaddam, 2020; Marchant et al., 2018; Pascoli et al., 2015).
This has the advantage of modeling the fact that punishment in humans
is uncertain and, in addition, it avoids animals to completely stop
responding in punishment sessions. In our procedure, adding a proba-
bility factor would have reduced the number of times a rat could
experience a given strength of shock or it would have required more
trials at a given strength before changing it, which would have un-
doubtedly complicated the procedure and the interpretation of the re-
sults. Another issue that is addressed directly by other procedures but
not ours, is the distinction between seeking and taking (Jacobs and
Moghaddam, 2020; Pascoli et al., 2015; Pelloux et al., 2007). With food
reinforcement, after pressing the “taking™ lever, rats have to perform a
further action to consume the pellet, therefore, it could be argued that
pressing the lever in our procedure is reward seeking whereas eating the
pellet is reward taking. It could be interesting to investigate whether
similar or different results would be obtained in the PSS procedure if a
seeking lever were added, and punishment occurred on this lever well
before having access to the food. In general, whereas the parameters
(values of shock, progression, number of repetitions, etc) we chose for
our PSS procedure provided a sensitive measure of resistance to pun-
ishment of responding for food reward, it remains to be investigated
whether other parameters would provide more sensitive measures of
resistance to punishment of responding for food reward or for other
natural, pharmacological or artificial rewards.

In conclusion, we developed and characterized a novel operant self-
adjusting procedure to investigate resistance to punishment in rats. This
procedure provides in a single session an individual value, the PSS break
point, that reflects the willingness of the animal to seek and take a
reward despite negative consequences, a characteristic of compulsive
behaviors and addiction. The PSS procedure may be a useful, efficient
tool to investigate neurobiological mechanisms of punishment and it
could also be easily adapted to the investigation of compulsive seeking
in drug addiction processes.
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SUPPLEMENTARY INFORMATION
Supplementary figures and legends

Fig. S1. Individual event records for animals from the 3 cohorts (2 X 24 males and 24
females) in the PSS procedure under baseline conditions. Each page represents a cohort of
rats: 1) 24 males; 2) 24 males and 3) 24 females. Data from the second session of baseline PSS
are plotted. Each panel represents the behavior of an individual rat in a 45 min session. The X
axis shows the time within the session, and the Y axis shows the intensity of each subsequent
shock received. Circles show the delivery of the reward and the shock. Note that if rats
stopped responding for 5 min, the shock level was reset to 0. The shock condition was signaled

by a flashing light whose blinking speed was proportional to the intensity of the shock.
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Fig. S2. Individual event records for animals from the 3 cohorts in the PSS procedure under
baseline, restriction and satiation conditions. Each page represents a cohort of rats: 1) 24
males; 2) 24 males and 3) 24 females. Each panel represents the behavior of an individual rat
in a 45 min session. The X axis show the time within the session and the Y axis shows the
intensity each subsequent shock received. Circles show the delivery of the reward and the
shock. Note that if rats stopped responding for 5 min, the shock level was reset to 0. The shock
condition was signaled by a flashing light whose blinking speed was proportional to the
intensity of the shock. Baseline data are the same as shown in fig S1.
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Fig. S3. Lack of correlation between anxiety levels and pain levels and PSS break points.
Linear regression between anxiety levels measured as % time spent in the center of an open
field and PSS break points in A) male and B) female rats. Linear correlation between pain
sensitivity measured as latence to escape from a hot-plate and PSS break points in C) male
and D) female rats. Dotted curves in E and F indicates 95% confidence intervals.
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Fig. S4. Heatmap of within-subject correlation of PSS and PR values under different
conditions in Male and Female rats. Notice that PSS break points were correlated throughout

the experiments that lasted several months, showing consistency over time within individual
rats. Similarly, PR break points were correlated over time. However, PSS and PR levels show

no or little correlation under the different conditions tested.
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Effects of high fat, high sugar diet on motivation and compulsivity in rats: role

of sex and age of exposure

Résumé : L'obésité et le surpoids ont augmenté de fagon drastique dans le monde lors de
ces dernieres décennies et sont associés a une augmentation de la mortalité, de la morbidité
et de la qualité de vie. Les études précliniques sont essentielles pour étudier les mécanismes
comportementaux, physiologiques et neurobiologiques qui sous-tendent l'impact des
régimes obésogenes riches en graisses et en sucres (HFSD) sur le développement de
comportements inadaptés vis-a-vis de la nourriture. Ici, nous avons étudié les effets d'une
exposition intermittente a un régime alimentaire HFSD sur |'auto-administration de
nourriture et notamment sur la compulsivité et de motivation excessive. Nous avons
constaté que, indépendamment du sexe ou de I'age, lorsque les rats avaient accés au régime
HFSD, leur schéma de consommation alimentaire était modifié avec une diminution de la
consommation de nourriture standard entre les périodes d'exposition au régime HFSD.
Cependant, le régime HFSD n'a pas produit d'altération persistante de la compulsivité ou de
la motivation des animaux pour la nourriture. Ces résultats suggérent que l'arrét de ce
régime stoppe les perturbations dans le temps et que ces perturbations causées par notre
alimentation HFSD ne sont pas persistantes. L'ensemble de ces résultats suggere que les
conséquences persistantes de I'exposition a des régimes obésogenes sur le développement

de I’addiction a la nourriture sont limitées et subtiles.
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INTRODUCTION

Increase in obesity and overweight has dramatically increased in the last decades in the
world (World Health Organization, www.who.int). Although obesity has increased in all
categories, the increase appears to be more important for among children and adolescents
and among women (WHO, www.who.int) suggesting that development and hormonal
factors can have an impact on obesity. Importantly, obesity is associated with increased
mortality, morbidity and impaired quality of life (Abdelaal et al. 2017) and, an analysis of its
societal costs in 8 countries has estimated that the economic impact of obesity is on average
1.8% of Gross domestic product (GDP)and may increase up to 3.6 in 2050 (Okunogbe et al.
2021). Therefore, understanding the factors that influence obesity and the underlying
biological mechanisms is critical to design strategies to limit the spreading of this conditions.
Obesity results from the energy imbalance between ingested and expanded calories
(O’Connor and Kenny 2022). Although genetic factors play an important role in obesity (Loos
and Yeo 2022), they cannot account for the rapid increases in obesity observed in the last
decades. Therefore, changes in lifestyle and namely overconsumption of food rich in fat and
sugar, and decrease in physical activity due to sedentary jobs, are likely the main drive
behind the obesity epidemics (O’Connor and Kenny 2022). Importantly, in addition to their
powerful metabolic impact, fat and sugary foods are believed to produce changes in the
brain that are similar to those induced by drugs of addiction in humans and animals (Volkow
et al. 2017; O’Connor and Kenny 2022).

Preclinical studies are critical to investigate the behavioral, physiological and neurobiological
mechanisms underlying the impact of high-fat and high-sugar diets (HFSD) on the
development of maladaptive behavior toward food. In animal models, two main measures

have been used to characterize the addiction-like behavior induced by HFSD: excessive
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motivation measured by progressive ratio (PR) schedules and compulsion measured by
resistance to punishment (O’Connor and Kenny 2022). So far, the results in animals have
been contradictory. For example, for motivation some studies have found increases
(Wojnicki et al. 2006; la Fleur et al. 2007; Figlewicz et al. 2013; Garman et al. 2021), some
decreases (Davis et al. 2008; Vendruscolo et al. 2010; Blaisdell et al. 2014; Tracy et al. 2015;
Wong et al. 2017) and others no effect (Jong et al. 2013; Rossetti et al. 2014; Tracy et al.
2015). Similar for compulsivity, some studies have found increases (Johnson and Kenny
2010; Oswald et al. 2011; Rossetti et al. 2014), and one no effect (Jong et al. 2013). These
discrepancies may be due to differences in the sex and the age of the animals, duration and
type of exposure, the eventual discontinuation of treatment and the PR or punishment
procedure used.

We have recently developed a self-adjusting procedure to investigate punishment in rats
(Desmercieres et al. 2022). The progressive shock strength (PSS), similar to procedures
commonly used in humans (Apergis-Schoute et al. 2017; Kim and Anderson 2020; Kanen et
al. 2021), allows individual animals to titrate the level of punishment they are willing to
receive in order to obtain a reward and provides PSS breakpoints that are sensitive to the
motivation state and the value of the reward. Therefore, we aimed at using the PSS to assess
the effects of HFSD on compulsivity and motivation. Because sex has been shown an
important vulnerability factor for severe obesity (Hales 2020) and eating disorders (Kjelsas et
al. 2004; Smink et al. 2012), we investigated the effects of HFSD in both male and female
rats. In addition, because adolescence is a critical period for brain development (Spear 2000)
and a window of vulnerability for the development of maladaptive behaviors including
addiction food-related disorders (Larsen and Luna 2018), we investigated the effects of

exposure to HFSD in both adolescence and adult rats.

129



Résultats

Article 2

METHODS

Subjects

Sprague-Dawley (Janviers Labs) rats of both sexes were used: 47 adolescents (4 weeks of
age; 155 — 160g for female and 130 — 135g for male) and 48 adults (10 weeks of age; 230 —
250g female rat and 320 — 350g male rats). All rats, experimentally naive at the start of the
study, were housed in pairs with two wooden sticks for enrichment, in IVC cages
(Techniplast, Sealsafe Plus GR900), in a temperature- and humidity-controlled room kept
under reversed light-dark cycle conditions (12 hours light-dark cycle, lights off at 7 AM). All
experiments were conducted during the dark phase and in accordance with European Union
directives (2010/63/EU) for the care of laboratory animals and approved by the local ethics
committees (COMETHEA).

General design of the experiments

First, rats were exposed to chronic HFSD or control diet for 8 weeks. At the end of this
period, HFSD was discontinued, and standard diet was used for all groups and mild food
restriction was implemented to motivate food responding and limit weight gain and
maintain stable behavior until the end of the experiment. Food was given 1 hour after the
end of the experimental sessions. Rats had unlimited access to water. Rats were allowed to
self-administer food pellets for 9 training sessions and then resistance to punishment and
food motivation were measured once every two weeks for 6 weeks. A typical week included
4 training and 1 test session. At the end of the experiment, anxiety levels and sensitivity to
pain were measured on the same day.

We performed 4 separate experiments: 1) effects of HFSD in adolescent males; 2) effects of
HFD in adolescent females; 3) effects of HFSD in adult males; and 4) effects of HFSD in adult

females.
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Exposure to HFSD

We used the HFSD exposure procedure described by Rossetti et al., which was shown an
increase of compulsive feeding in females (Rossetti et al. 2014). Briefly, half of the rats were
assigned to HFSD condition and the control condition. HFSD rats had access to 5TCY Tablets
(Test diets, LabTreat™ OmniTreat™ Enrichment Tablet, 5g/Tablet) for the weekends (Friday
6:00 p.m. to Monday 9:00 a.m.) and the rest of the week, they had access to standard food
(4RF21, Mucedola, Italy) in their homecage for eight weeks. Control rats had access only to
standard food (4RF21, Mucedola, Italy) for the same period of time.

HFSD and standard diets had a similar number of calories (see Table. 1) and were given ad

libitum during the exposure.

Energy Macronutrient composition
density (kcal%)
Food (kcal/g) | Carbohydrate Protein  Fat
4RF21 Mucedola (standard food) 3.150 46.31 18.5 2.6
5TCY Test diets (High fat Sugar Diet) 3.290 63.6 22.5 13.9
Precision pellet 5TUT 45 mg (sweet pellets) 3.404 100 0 0

Table 1: Diet composition

Food Reinforcement Apparatus and training procedure

Experimental chambers (MedAssociates, www.medassociates.com) were enclosed
individually in sound-attenuation chests. Each experimental chamber had a recessed food
tray, and two levers in the right wall. The floor was constituted by bars that were connected
to shockers that could deliver foot shock, with electric current set to 0.45 mA. Each chamber
was equipped with a food-pellet dispenser, which could deliver 45 mg pellets to the food
tray. Experimental events were controlled by computers using MedAssociates interface and
Med-PC IV software; Med-PC code used to conduct the procedures is available upon

request. A diode light was present on each lever. One lever was assigned to be the active
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lever and the corresponding light was used as a conditioned stimulus for food
reinforcement. A third diode light was installed on the opposite wall, and its flashing was
used as a discriminative stimulus to indicate that food reinforcement would be associated
with a foot shock.

The general training schedule involved 45-min sessions of a fixed-ratio 1 (FR1) schedule of
food reinforcement in which one lever press was required to obtain a 45 mg sucrose pellet.
Rats initially learned to respond for food during nine sessions under this schedule. During
these sessions, food availability was signalled by turning off the house-light, indicating that a
single response on the active lever would immediately result in the delivery of one food
pellet, accompanied by flashing of the diode light above the lever for 2 secs. Subsequently,
the house light was turned on for an additional 18-sec time-out period, during which
responding had no programmed consequences. Following the time-out, a new trial started
and the next response on the right lever was again reinforced. Responses on the inactive
lever were recorded but never reinforced.

Self-adjusting progressive shock strength (PSS) procedure

Resistance to punishment was measured during the 10™" and 20t sessions was measured as
previously described (Desmercieres et al. 2022). In the PSS procedure, active lever presses
resulted in the delivery of food rewards and foot shocks of different magnitudes. The PSS
consisted of steps in which the shock duration was increased each time the animal obtained
2 separate rewards at a given duration. The duration of the first step was 0 sec (no shock),
the second step was a low duration of 0.05 sec and subsequent shocks increased of 15% at
each step for 20 steps. Thus, the step sequence of durations was: 0, 0.05, 0.06, 0.07, 0.08,
0.09, 0.10, 0.12, 0.13, 0.15, 0.18, 0.20, 0.23, 0.27, 0.31, 0.35, 0.41, 0.47, 0.54, 0.62, 0.71 sec.

At the beginning of each shock trial, the light on the opposite side of the levers and food
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tray, was switched on and off intermittently for the entire trial for periods of time
proportional to the duration of the shock to signal the presence of shock contingencies
according to the formulas: Duration On = 0.1 sec times step number and Duration Off = 2 sec
— Duration On. If animals reached the final step, the duration of the shock was not further
increased, and all subsequent shock were set at 0.71 sec. If rats did not emit any response
for 5 min, shock duration was reset to 0 sec and the shock progression was reinitialized. The
5 min threshold for reset was chosen based on pilot experiments showing that this level
allowed most animals to reinitiate their operant behavior within a single session. Thus,
animals could at any moment avoid higher magnitude of shock by limiting the frequency of
food reinforcement until shock duration returned to 0 sec, which was signalled by the
absence of the blinking light. The magnitude of the shock was measured by the electrical
charge in millicoulombs (mC) that an animal would tolerate to obtain food pellets and was
calculated by multiplying the fixed current of the shock (0.45 mA) by the duration in sec. The
PSS session finish after 45 minutes and the break point was calculated by the cumulated
electrical charge sustained during the session.

Progressive-ration (PR) schedule

Animal motivation was measured during the 15" and 25 sessions. Under the PR schedule of
food reinforcement, the number of responses required to obtain a food pellet increased
with each successive food pellet. The steps of the exponential progression were the same as
those previously developed by Roberts and colleagues (Richardson and Roberts 1996)
adapted for food reinforcement (Solinas et al. 2003; Solinas and Goldberg 2005), based on
the equation: response ratio = (5e(0-2 x reinforcer number)) _ 5 rgynded to the nearest integer.
Thus, the values of the steps were 1, 2, 4, 6, 9, 12, 15, 20, 25, 32, 40, 50, 62, 77, 95, 118, 145,

178, 219, 268, 328, 402, 492, 603, and 737. Sessions under the progressive-ratio schedule
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lasted until 10 min passed without completing a step, which, under basal conditions,
occurred within 1 h.

Anxiety-related behaviors: Elevated plus maze procedure

The elevated plus maze (Viewpoint, Lyon, France) was composed of 4 arms (50 cm long * 10
cm wide at 42,5cm from the floor). Two arms had no walls (considered as open arms) and
two had black walls on its edges (considered as closed arms). Each arm was placed on the
opposite side of its copy separated by a central square (10*10 cm) in the middle giving
access to all the arms. Rats position was recorded automatically and in real time by a camera
and video tracking software (Viewpoint, Lyon, France). The software defined 4 virtual areas
delimiting with a center zone. Anxiety was measured as the time spent in open arms so that
more time spent in open arms indicated a lower level of anxiety.

Pain sensitivity: Hot plate test

The hot-plate (Ugo Basile, model-DS 37) was maintained at 48 °C (Deuis et al. 2017). After a
habituation of 10 min, animals were placed into a glass cylinder of 25 cm diameter on the
heated surface and 47cm walls. The latency before escape or jumping, was recorded.
Experiments were stopped after a cut-off of 120 sec to prevent unnecessary pain or tissue
damage.

Statistical Analysis

Data obtained were analyzed in GraphPad Prism. Data were checked for normality
distribution on using the Shapiro—Wilk test. Weight gain and food consumption were
assessed by two-way-ANOVA for repeated measures followed by Sidak's multiple
comparisons post hoc test. The statistical evaluation data included a 2-way analysis of
variance (ANOVA) corrected by the Greenhouse—Geisser method when datas have no

gaussian distribution. PSS data were normalized using natural logarithm transformation as
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previously done (Desmercieres et al. 2022). For baseline measures of PSS and PR break
points, we used two-way ANOVA for repeated measures with time and diet as factors
followed by Sidak's multiple comparisons post hoc test. Anxiety level and pain sensibility,
data were assessed with a Mann-Whitney test after to confirm the no-gaussian distribution

of groups by a Shapiro-Wilk test. Differences were considered significant when p < 0.05.
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RESULTS

HFSD does not alter body weight but alters food consumption during the period of

exposure

In adult male rats, before the exposure to HFSD, both groups had similar weights (359 +4 g
for the control group and 355 + 3 g for the HFSD group) (Fig. 1a). Over 8 weeks of exposure
to HFSD, both groups increased their body weight similarly and at the end they showed
similar weights (610 + 8 g for the control group and 618 + 9 g for the HFSD group) (Fig. 1a).
Statistical analysis on body weight revealed a significant effect of time (F (1.584, 34.85) =
1966, P<0.0001; Greenhouse—Geisser € = 0.20), no effect of diet (F (1, 22) = 0.03016,
P=0.8637) and no significant time X diet interaction (F (8, 176) = 0.9746, P=0.4574) (Fig. 1a).
During the weekends, when HFSD group had access to fat and sugar food and control group
to standard food, food consumption was similar in the two groups except in the first (30.5 +
0.2 g/day for the control group compared to 29.1 + 0.2 g/day for the HFSD group) and third
weekend where the control group had a higher daily consumption (Fig. 2a). Then, both
groups stabilized their consumption at about 31 g/day (Fig. 2a). Statistical analysis revealed a
significant effect of time (F (3.440, 75.69) = 38.73, P<0.0001; Greenhouse—Geisser € = 0.49),
no effect of diet (F (1, 22) = 0.3539, P=0.5580) and a significant time X diet interaction (F (7,
154) = 15.95, P<0.0001). Sidak’s multiple comparisons test revealed a significative effect
during the first and third weekend (P<0.05). Concerning daily food consumption during the
rest of the week, when all groups had access only to standard food, the control group had a
higher consumption than the HFSD group (~31g/day for the control group and ~27 g/day for
the HFSD group) (Fig. 3a). Statistical analysis revealed a significant effect of time (F (2.987,
65.72) = 24.18, P<0.0001; Greenhouse—Geisser € = 0.43), a significant effect of diet (F (1, 22)

= 15.38, P=0.0007) and a significant time X diet interaction (F (7, 154) = 7.371, P<0.0001).
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Sidak’s multiple comparisons test revealed a significative effect the first (P<0.01) and the
third weekend (P<0.01).

In adult female rats, initially HFSD and controls had similar weights (243 + 3 g for the control
group and 244 + 3 g for the HFSD group) (Fig. 1b). Over 8 weeks of exposure to HFSD, both
groups increased their body weight similarly and at the end they showed similar weights
(309 = 5 g for the control group and 311 + 4 g for the HFSD group) (Fig. 1b). Statistical
analysis on body weight revealed a significant effect of time (F (3.448, 75.86) = 433.6,
P<0.0001; Greenhouse—Geisser € = 0.43), no effect of diet (F (1, 22) = 0.4023, P=0.5325) and
no significant time X diet interaction (F (8, 176) = 0.4958, P=0.8581). During the weekends,
the HFSD group had a lower consumption of food than the control group for the 5 first
weekends (20.0 + 0.2 g/day for the control group and 21.8 + 0.3 g/day for the HFSD group)
(Fig. 2b). Then, the consumption stabilized and became similar in two groups at about 19
g/day (Fig. 2b). Statistical analysis on daily consumption revealed a significant effect of time
(F (3.194, 70.26) = 20.53, P<0.0001; Greenhouse—Geisser € = 0.46), a significant effect of diet
(F (1, 22) = 11.21, P=0.0029) and a significant time X diet interaction (F (7, 154) = 4.108,
P=0.0004). Sidak’s multiple comparisons test revealed a significative effect during the first
week (P<0.0001), the third (P<0.01) and the fifth weekend (P<0.01). During the rest of the
week, the HFSD group had a lower daily consumption than the control group (18.7 + 0.3
g/day for the control group and 16.3 * 0.2g/day for the HFSD group) (Fig. 3b). Statistical
analysis revealed a significant effect of time (F (1.768, 38.90) = 8.768, P=0.0011;
Greenhouse—Geisser € = 0.25), a significant effect of diet (F (1, 22) = 39,70, P<0.0001) and a
significant time X diet interaction (F (7, 154) = 2.133, P=0.0433). Sidak’s multiple
comparisons test revealed a significative effect during the week 2 (P<0.01); 3 (P<0.05); 4

(P<0.0001); 6 (P<0.001); 7 (P<0.0001) and 8 (P<0.01).
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In adolescent male rats, initially HFSD and controls had similar weights (130 + 2 g for the
control group and 136 + 2 g for the HFSD group) (Fig. 1c). Over 8 weeks of exposure to HFSD,
both groups increased their body weight similarly and at the end, they showed similar
weights (547 + 6 g for the control group and 544 + 7 g for the HFSD group) (Fig. 1c).
Statistical analysis on revealed a significant effect of time (F (2.295, 50.50) = 7326, P<0.0001;
Greenhouse—Geisser € = 0.29), no effect of diet (F (1, 22) = 0.4127, P=0.5272) but a
significant time X diet interaction (F (8, 176) = 1.993, P=0.0498). During the first 2 weekends,
the HFSD group had a lower daily consumption than the control group (~25 g/day for the
control group ~23 g/day for the HFSD group) then, on the last weekend, the consumption of
HFSD group was higher than control group (~31g/day for the control group and ~34g/day for
the HFSD group) (Fig. 2c). Statistical analysis revealed a significant effect of time (F (3.762,
82.77) = 235.1, P<0.0001; Greenhouse—Geisser € = 0.54), no significant effect of diet (F (1,
22) = 0.8806, P=0.3582) and a significant time X diet interaction (F (7, 154) = 11.88,
P<0.0001). Sidak’s multiple comparisons test revealed a significative effect during the first
(P<0.01), the second (0.01) and the last weekend (P<0.05). During the rest of the week, HFSD
and control group initially had similar consumptions but in the last 4 weeks the consumption
of HFSD rats was lower than the control (32.2 + 0.2 g/day for the control group and 29.6 +
0.2 g/day for the HFSD group). Statistical analysis revealed a significant effect of time (F
(1.545, 34.00) = 77.16, P<0.0001; Greenhouse—Geisser € = 0.22) a significant effect of diet (F
(1, 22) = 32.98, P<0.0001) and a significant time X diet interaction (F (7, 154) = 10.42,
P<0.0001). Sidak’s multiple comparisons test revealed a significative effect during the week 5
(P<0.05); 6 (P<0.01); 7 (P<0.0001) and 8 (P<0.0001).

In adolescent female rats, initially HFSD and controls had similar weights (159 + 2 g for the

control group and 156 + 3 g for the HFSD group) (Fig. 1d). Over 8 weeks of exposure to HFSD,
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both groups increased their body weight similarly and at the end they showed similar
weights (304 + 7 g for the control group and 307 + 4 g for the HFSD group) (Fig. 1d).
Statistical analysis on body weight revealed a significant effect of time (F (2.887, 60.64) =
499.4, P<0.0001; Greenhouse—Geisser € = 0.36), no effect of diet (F (1, 21) = 0.1359,
P=0.7161) and no significant time X diet interaction (F (8, 168) = 0.8958, P=0.5214). During
the weekends, the HFSD and control group initially had a similar daily consumption of food
but after 3-4 weeks HFSD rats started consuming more food than controls (19.5 + 0.4 g/day
for the control group and 21.2 + 0.5 g/day for the HFSD group) (Fig. 2d). Statistical analysis
revealed a significant effect of time (F (3.322, 69.77) = 5,515, P=0.0013; Greenhouse—Geisser
€ = 0.47), a significant effect of diet (F (1, 21) = 8.067, P=0.0098) and no significant time X
diet interaction (F (7, 147) = 1.772, P=0.0971). During the rest of the week, the HFSD group
had a lower consumption of food the control (21.5 + 0.3 g/day for the control group and
20.0 + 0.4 g/day for the HFSD group about the first weekend and 19.7 + 0.4 g/day for the
control group and 18.6 + 0.3 g/day for the HFSD group on the last weekend) (Fig. 3d).
Statistical analysis revealed a significant effect of time (F (3.951, 82.98) = 16.38, P<0.0001;
Greenhouse—Geisser € = 0.56), a significant effect of diet F (1, 21) = 5.383, P=0.0305) and a
significant time X diet interaction (F (7, 147) = 3.055, P=0.0050). Sidak’s multiple
comparisons test revealed a significative effect during the first week (P<0.05).

Exposure to HFSD does not produce a persistent alteration in compulsive food taking

During the training, no significant differences were found between control and HFSD groups
in term of sugar pellet taking. Statistical analysis revealed in adult males a significant effect
of time (F (3.094, 66.90) = 239.3, P<0.0001; Greenhouse—Geisser € = 0.39), no significant
effect of diet (F (1, 22) = 3.214; P = 0.087) and no significant interaction Time*Diet (F (8, 173)

= 1.117; P = 0.3539). In adult female, a significant effect of time (F (3.846, 84.62) = 78.27;

139



Résultats

Article 2

P<0.0001; Greenhouse—Geisser € = 0.48); no significant effect of diet (F (1, 22) = 3.017, P =
0.1) and no interaction time * diet (F (8, 176) = 1.890, P = 0.06) were found. In adolescent
males, a significant effect of time (F (1.945, 42.78) = 355.3; P<0,0001; Greenhouse—Geisser €
= 0.24); no significant effect of diet (F (1, 22) = 1.623; P = 0.22) and no significant interaction
time * diet (F (8, 176) = 0.2959; P = 0.97) were found. In adolescent females, a significant
effect of time (F (3.188, 66.95) = 90.53; P < 0.0001; Greenhouse—Geisser € = 0.40); no
significant effect of diet (F (1, 21) = 0.05652; P=0.81) and no significant interaction time *
diet (F (8, 168) = 0.3419; P=0.95) were found.

In adult males (Fig. 4a) and female rats (Fig 4b), as well as in adolescent male (Fig 4c) and
female rats (Fig 4d), HFSD and control groups had a similar PSS break point (adult males:
1,35 £ 0,5 mC for the control group and 0,80 + 0,3 for the HFSD group (P = 0.09; t = 1.77; DF
= 22); adult females: 1.6 + 0.4 mC for the control group and 1.4 + 0,5 (P = 0.40; t = 0.85; DF =
22); adolescent males: 1.1 + 0.2 mC for the control group and 0.8 + 0,1 (P = 0.20; t = 1.331;
DF = 22); Adolescent females: 0.5 + 0.1 mC for the control group and 0.8 + 0,1 (P =0.87; t =
0.16; DF = 21).

Exposure to HFSD does not produce a persistent alteration in the motivation for food.

In adult males (Fig. 5a) and female rats (Fig 5b), as well as in adolescent male (Fig 5c) and
female rats (Fig 5d), HFSD and control groups had a similar PR break point (adult males: 581
+ 45 for the control group and 480 + 42 active responses for the HFSD group (P = 0.12; t =
1.64; DF = 22) adult females: 413 * 64 for the control group and 407 + 45 active responses
for the HFSD group (P = 0.93; t = 0.08; DF = 22); adolescent males: 397 + 38 for the control
group and 380 * 45 active responses for the HFSD group (P = 0.77; t = 0.30; DF = 22);
Adolescent females: 236 + 32 for the control group and 188 + 35 active responses for the

HFSD group (P =0.34; t = 0.99; DF = 21).
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Effects of Exposure to HFSD on anxiety-like behaviors and pain sensitivity

In adult male rats, HFSD and control groups spent similar amount of in the open arms (94 +
31 s for the control group and 88 + 54 s for HFSD group) (Fig. 6a). Statistical analysis on time
spent in open arms revealed no significant effect of diet (Mann-Whitney U = 38.50; P =
0.053). During the hot plate test, HFSD and control groups had similar latency before to
trying to escape (93 + 6 s for the control group and 91 + 9 s for the HFSD group) (Fig. 7a).
Statistical analysis on the latency before escape revealed no significant effect of diet (Mann-
Whitney U = 67; P = 0.78).

In adult female rats, HFSD and control groups spent similar amount of in the open arms (115
+ 33 s for the control group and 77 + 20 s for HFSD group) (Fig. 6b) Statistical analysis on
time spent in open arms revealed no significant effect of diet (Mann-Whitney U = 59; P =
0.48). During the hot plate test, HFSD and control groups had similar latency before to trying
to escape (100 + 9 s for the control group and 92 + 7 s for the HFSD group) (Fig. 7b).
Statistical analysis on the latency before escape revealed no significant effect of diet (Mann-
Whitney U = 56; P = 0.35).

In adolescent male rats, HFSD and control groups spent similar amount of in the open arms
(58 + 12 s for the control group and 54 + 12s for the HFSD group) (Fig. 6c). Statistical analysis
on time spent in open arms revealed no significant effect of diet (Mann-Whitney U = 69.50;
P = 0.90). During the hot plate test, HFSD group spent less time before to escape compared
to control group (109 + 9s for the control group and 84 + 9s for the HFSD group) suggesting
that in males exposure to HFSD during adolescence produces long-lasting increases in pain
sensitivity (Fig. 7c). Statistical analysis on the latency before escape revealed a significant

effect of diet (Mann-Whitney U = 36; P=0.03).
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In adolescent female rats, HFSD and control groups spent similar amount of in the open

arms (142 + 25 s for the control group and 107 + 14 s for the HFSD group) (Fig. 6c). Statistical

analysis on time spent in open arms revealed no significant effect of diet (Mann-Whitney U =

48, P = 0.29). During the hot plate test, HFSD and control groups had similar latency before

to trying to escape (79 % 13 s for the control group and 67 + 14 s for the HFSD group) (Fig.

7c). Statistical analysis on the latency before escape revealed a significant effect of diet

(Mann-Whitney U = 49; P=0.30).
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Fig 1: Effects of HFSD on body weight
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Time course of body weight during the 8 weeks of exposure to HFSD in rats exposed to
standard food (Control) and rats exposed to HFSD (HFSD). a) Adult males; b) Adult females;
c) Adolescent males and d) Adolescent females. Data are expressed as mean + SEM.
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Fig 2: Effects of HFSD on daily food consumption during weekends

Time course of daily food consumption in the weekends during the 8 weeks of exposure to
HFSD in rats exposed to standard food (Control) and rats exposed to HFSD (HFSD). a) Adult
males; b) Adult females; c¢) Adolescent males and d) Adolescent females. Data are expressed
as mean + SEM. * p<0.05 ; ** p<0.01 ; *** p<0.001
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Fig 3: Effects of HFSD on daily food consumption during weeks

Time course of daily food consumption in the week during the 8 weeks of exposure to HFSD
in rats exposed to standard food (Control) and rats exposed to HFSD (HFSD). It should be
noted that only standard food was available during the week for both HFSD and controls. a)
Adult males; b) Adult females; c) Adolescent males and d) Adolescent females. Data are

expressed as mean + SEM. * p<0.05 ; ** p<0.01 ; *** p<0.001
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Fig 4: Effect of HFSD on PSS procedures

Natural logarithm of electric charge sustained in the PSS tests in rats exposed to standard
food (Control) and rats exposed to HFSD (HFSD). a) Adult males; b) Adult females; c)
Adolescent males and d) Adolescent females. Data are the average of two sessions and are

expressed as mean + SEM.
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Fig 5: Effect of HFSD on PR procedures

Total active responses in the PR tests in rats exposed to standard food (Control) and rats
exposed to HFSD (HFSD). a) Adult males; b) Adult females; c) Adolescent males and d)
Adolescent females. Data are the average of two sessions and are expressed as mean + SEM.
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Fig 6: Effects of HFSD on anxiety like behavior

Time spent in second in the open arms of an elevated plus maze in rats exposed to standard
food (Control) and rats exposed to HFSD (HFSD). a) Adult males; b) Adult females; c)
Adolescent males and d) Adolescent females. Data are expressed as mean + SEM.
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Fig 7: Effects of HFSD on pain reactivity by hot plate test

Latency in second before escape in the hot plate test in rats exposed to standard food
(Control) and rats exposed to HFSD (HFSD). a) Adult males; b) Adult females; c) Adolescent
males and d) Adolescent females. Data are expressed as mean + SEM. * p<0.05.
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Discussion

In this study, we investigated the effects of intermittent exposure to HFSD on subsequent
food self-administration and notably, on indexes of compulsivity and excessive motivation.
We found that, irrespectively of sex or age, when rats had access to HFSD, their pattern of
food intake was altered with decrease of consumption of standard chow in between periods
of HFSD exposure. However, HFSD did not produce persistent alterations in compulsivity or
motivation for food.

Resistance to punishment has been often used as index of compulsivity for food or drugs. In
many procedures in rodents, punishment is provided as a footshock of a fixed intensity that
allows characterizing animals in resistant (i.e., compulsive) and sensitive (i.e., no-compulsive)
(Rossetti et al. 2014; Blaisdell et al. 2014). However, using an arbitrary threshold forces a
dichotomic classification ignoring the fact that compulsivity may be a more continuous
phenomenon. To avoid this problem and to better mimic tests of compulsivity used in
humans (Apergis-Schoute et al. 2017; Kim and Anderson 2020; Kanen et al. 2021), we
recently developed a self-adjusting procedure that allows individual animals to titrate the
level of shock that they are willing to tolerate to obtain rewards (Desmercieres et al. 2022).
Consistent with our previous study, we found that compulsivity measured by the PSS break
point is log-normally distributed suggesting that resistance to punishment is a continuous
rather than dichotomic phenomenon regardless of sex or exposure to HFSD. In addition, we
found that regardless of sex or age of HFSD exposure PSS and PR do not correlate
(Supplementary Fig. 3) confirming that they measure independent biobehavioral processes.
Previous studies have found that exposure to high fat and sugar diet increases (Wojnicki et
al. 2006; la Fleur et al. 2007; Reichelt et al. 2016; Garman et al. 2021), decreases (Davis et al.

2008; Vendruscolo et al. 2010; Blaisdell et al. 2014; Tracy et al. 2015) or has no effect (Mitra
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et al. 2009; Jong et al. 2013; Rossetti et al. 2014) on motivation for food measured by
progressive ratio schedules. Some of these discrepancies could be due to the sex of animals
since most studies investigated males and females separately. One study that directly
investigated male and female rats exposed to and obesogenic diet found that increases
motivation in female, but it decreases in male rats (Reichelt et al. 2016). Differently from
that study, we found that HFSD did not change motivation for sweet sucrose rewards in
males and females exposed to HFSD as adults and adolescents. Another possible reason for
discrepancies found in previous studies is the age at which animals were exposure to
obesogenic diets because most studies investigated the effects of exposure at adolescence
or adulthood separately. Indeed, adolescence is a window of vulnerability for the
development of maladaptive behaviors including addiction food-related disorders (Larsen
and Luna 2018; Murray and Chen 2019) and it has been shown that exposure to obesogenic
diets at adolescence leads to increased (Figlewicz et al. 2013b) or decreased (Vendruscolo et
al. 2010) motivation compared to exposure at adulthood. However, in our study, motivation
for sweet food was equally unaffected by exposure at adolescence or adulthood.

Concerning compulsivity measured as resistance to punishment, the results in the literature
show also contrasting results with some studies reporting increases (Oswald et al. 2011;
Rossetti et al. 2014) and other no change (Jong et al. 2013) after exposure to obesogenic
diets. In addition, Johnson and Kenny found that prolonged access to an obesogenic diet
blunted the ability of an aversive conditioned stimulus to disrupt food seeking and taking
(Johnson and Kenny 2010). In the present study, using the PSS procedure we found no effect
of exposure to HFSD on compulsivity regardless of sex and age of exposure to HFSD

suggesting that these factors may not explain by themselves the differences in the literature.

150



Résultats

Article 2

In this study, we wanted to investigate the long-lasting rather than the immediate
consequences of exposure to obesogenic diets because if diet-induced dysfunctions persist
even when bad eating habits are changed for healthier ones, this would have more serious
consequence on health. For this after 8 weeks of exposure to HFSD, rats were switched to
normal chow for several days before being tested for excessive motivation or resistance to
punishment. This may have contributed to the lack of effects of HFSD as several studies have
found that the some of the deleterious effects of obesogenic diets tend to disappear upon
discontinuation (Boitard et al. 2016; Carlin et al. 2016; Rabasa et al. 2016). We based our
protocol of exposure on the one used by Rossetti et al. (Rossetti et al. 2014) with the only
notable difference that we discontinued HFSD diet several days before the beginning of
operant training. Whereas they found increases in resistance to punishment in females
exposed to HFSD at adolescence (Rossetti et al. 2014), we did not find significant differences
in this and other groups. However, it should be noticed that some studies have found long-
lasting effects of obesogenic diets on motivation (Vendruscolo et al. 2010; Tracy et al. 2015;
Reichelt et al. 2016; Garman et al. 2021) and compulsivity. Therefore, the contribution of
discontinuation of HFSD diet on our results is unclear. Importantly, consistent with previous
results (Desmercieres et al. 2022), resistance to punishment and motivation did not
correlate with measures of anxiety or pain except in the control group of adolescent females
between pain and motivation, and the control group of adolescent males between pain and
PSS group (Fig. S4-7). This suggests that resistance to punishment measured in the PSS is not
due to changes in anxiety and pain sensitivity.

In humans, obesity is often associated with anxiety (Gariepy et al. 2010; Fulton et al. 2022)
but the causal relationship between the two conditions remains unclear. Some studies in

rats have shown that obesogenic diets induce increases in some tests of anxiety (Sivanathan
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et al. 2015; Dutheil et al. 2016) but little or no effect in the elevated plus maze (Rossetti et
al. 2014; Sivanathan et al. 2015; Dutheil et al. 2016). Consistent with these findings, we
found no significant effect of HFSD on anxiety in the elevated plus maze in any group
although there was a general trend for increased anxiety in all groups and the trend almost
reached significance in the adult male groups. It remains to be investigated whereas
significant changes in related-anxiety behavior could be revealed using other tests such as
the dark-light box or novelty-induced suppression of feeding.

In humans, obesity is associated with pain and the relationship appears bidirectional
(McVinnie, 2013). According to a metanalysis of the field, experiments in rodents mostly
found a decrease in pain sensitivity in a variety of conditions and tests (Marques Miranda et
al. 2021). However, some studies have also found increased pain sensitivity (Tramullas et al.
2016; Song et al. 2017; Roane and Porter) and this may be due to inflammatory processes
(Tramullas et al. 2016; Song et al. 2017). In our study, consistent with these latter studies,
we found a general trend for increased sensitivity in all groups that reached statistical
significance in adolescent male rats. It is possible that HFSD produce a temporary increase in
pain sensitivity which tends to recover upon discontinuation of HFSD even if we did not see
an effect during resistance to punishment measure.

An important issue in the study of the effects of obesogenic diets on brain and behavior is
the actual composition of diets and the protocol of exposure. Indeed, some studies, similar
to what we did, have used enriched tablets (Rossetti et al. 2014), others sucrose solutions
(Vendruscolo et al. 2010; Reichelt et al. 2016; Wong et al. 2017) and others different kinds of
commercial or home-made sugary and fat diets (la Fleur et al. 2007; Johnson and Kenny
2010; Oswald et al. 2011; Jong et al. 2013; Tracy et al. 2015). In addition, the duration of the

exposure varies from a few days (Oswald et al. 2011) to six months (Blaisdell et al. 2014).
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Finally, the timing of the exposure could be continuous (la Fleur et al. 2007; Davis et al. 2008;
Vendruscolo et al. 2010; Figlewicz et al. 2013b; Blaisdell et al. 2014; Tracy et al. 2015;
Garman et al. 2021), intermittent with periods of several days (Johnson and Kenny 2010;
Rossetti et al. 2014) or a few hours per day (Wojnicki et al. 2006; Reichelt et al. 2016; Wong
et al. 2017). It is impossible to determine which procedure better mimics human exposure to
obesogenic diets because human food selection and intake varies enormously not only in
different cultures and in different socio-economical classes, but also within them and in
many instances even within the same person at different times. Whereas all these
differences are likely to account for the discrepancies in the literature, we should probably
embrace the richness provided by this variety of protocols because findings that are
consistent among different procedures are likely to have the highest translational value for
human condition. Keeping this in mind, the lack of effects of exposure to HFSD found in this
study regardless sex or age of exposure, together the great number of contradicting results
found in the literature appears to suggest that the persistent consequences of exposure to

obesogenic diets on the development of food addiction are limited and subtle.
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Fig. S1: Effect of HFSD on PSS individual tests

Natural logarithm of electric charge sustained in millicoulombs in the two PSS tests in rats
exposed to standard food (Control) and rats exposed to HFSD (HFSD). a) Adult males; b)
Adult females; c) Adolescent males and d) Adolescent females. Data are expressed as mean
+ SEM.
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Adolescent females. Data are expressed as mean + SEM.
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and actives responses in the PR procedure in rats exposed to standard food (Control) and
rats exposed to HFSD (HFSD). a) Adult males; b) Adult females; c) Adolescent males and d)
Adolescent females. Dotted curves indicate 95% confidence intervals.
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Fig. S4: Correlation between PR and pain reactivity

Correlation between natural logarithm of latency to escape in the hot plate test and actives
responses in the PR procedure in rats exposed to standard food (Control) and rats exposed
to HFSD (HFSD). a) Adult males; b) Adult females; c) Adolescent males and d) Adolescent
females. Dotted curves indicate 95% confidence intervals. P values is significant < 0.05
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Fig. S5: Correlation between PR and anxiety

Correlation between natural logarithm of time spent in second in the open arms of an
elevated plus maze and actives responses in the PR procedure in rats exposed to standard
food (Control) and rats exposed to HFSD (HFSD). a) Adult males; b) Adult females; c)
Adolescent males and d) Adolescent females. Dotted curves indicate 95% confidence

intervals.
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Fig. S7: Correlation between PSS and anxiety

Correlation between and natural logarithm of time spent in second in the open arms of an
elevated plus maze and natural logarithm of electrical charge sustained in the PSS procedure
in rats exposed to standard food (Control) and rats exposed to HFSD (HFSD). a) Adult males;
b) Adult females; c) Adolescent males and d) Adolescent females. Dotted curves indicate
95% confidence intervals.
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Manipulation of cholesterol metabolism in the dorsal striatum decreases the

risks of relapse to cocaine addiction

Résumé : Plusieurs preuves suggérent que les drogues modifient I'homéostasie du
cholestérol cérébral. Le cholestérol cérébral est indépendant du cholestérol retrouvé en
périphérie et il posséde son propre métabolisme. Le cholestérol joue un réle majeur dans le
fonctionnement du cerveau, notamment dans les processus de neuroadaptations. Ici, nous
avons cherché a savoir si la manipulation du métabolisme du cholestérol dans des structures
cérébrales spécifiques pouvait modifier des comportements associés a I'addiction. Nous
nous sommes d'abord concentrés sur la recherche de drogue induite par les indices

contextuels associés a la drogue aprés une période d'abstinence.

Les résultats ont indiqué que la surexpression de la CYP46A1, I'enzyme responsable de la
dégradation du cholestérol cérébral, dans le striatum dorsal, a diminué la recherche de
cocaine aprés 6 semaines d’abstinence. En revanche, sa surexpression dans le cortex
cingulaire antérieur ou le noyau accumbens n’a pas eu d’effet. Les tests complémentaires
ont indiqué que la surexpression de la CYP46A1 dans le striatum dorsal n’a pas altéré la
recherche de nourriture. De plus, nous avons montré que la surexpression de la CYP46A1,
avant la toute premiére exposition a la drogue, dans le striatum dorsal n’a pas affecté la
motivation pour la drogue, la résistance a la punition et la perte de contréle de I’'animal pour

celle-ci.

L'ensemble de ces résultats suggere que modifier le métabolisme du cholestérol dans le
striatum dorsal pourrait réduire les risques de rechute a la drogue et ne perturbe pas la
motivation des animaux pour les récompenses naturelles pendant |'abstinence. Le
métabolisme du cholestérol pourrait donc étre une cible thérapeutique intéressante contre

I’addiction.
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ABSTRACT

Sparse but converging evidence suggests that exposure to drugs of abuse alters cholesterol
homeostasis in the brain. Brain cholesterol is independent from peripheral cholesterol and
possess its own local metabolism. Cholesterol plays major role in brain functioning, notably
as a key factor of neuroplasticity processes. In this study, we investigated whether
manipulations of cholesterol metabolism in specific brain areas could alter addiction-related
behaviors. We initially focused on drug seeking triggered by exposure to drug-associated
cues after a period of forced abstinence. We found that overexpression of the enzyme
mainly responsible for brain cholesterol degradation, namely cholesterol 24-hydroxylase (or
CYP46A1) in the dorsal striatum, but not in the prefrontal cortex or the nucleus accumbens,
significantly reduced cocaine-seeking measured 6 weeks after the last drug exposure. On the
other hand, CYP46A1 overexpression in the DSt did not affect food seeking in similar
paradigm. We then evaluated whether CYP46A1 overexpression in the DSt could reduce
drug intake during self-administration by evaluating drug seeking during time-out,
motivation for the drug and resistance to punishment. We didn’t find any effect of CYP46A1
overexpression in the DSt on these 3 criteria. Our results suggest that manipulating
cholesterol metabolism in the DSt during abstinence might reduce risks of relapse to
addiction, without changing motivation for natural rewards or the direct rewarding effects of
the drug. Therefore, we propose that cholesterol metabolism might represent a new

therapeutic target to prevent relapse to cocaine addiction.

Keywords: Addiction, Cocaine, Cholesterol metabolism, addiction-related behaviors
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INTRODUCTION:

One of the hallmarks of addiction and one of its most troubling aspects is the long-lasting
risk of relapse (Dackis and O’Brien, 2001). Unfortunately, although a great deal of
information has been collected on the psychological, neurobiological, cellular and molecular
mechanisms of drug addiction, effective therapies for addiction, are still very limited (O'Brien
2005). Thus, the discovery of new mechanisms participating to addiction and relapse is still a
pressing necessity to identify new strategies that can help people suffering from substance
abuse disorders in their recovery efforts. In the present study, we focused on brain
cholesterol and its metabolic pathway as a potential target to prevent relapse to addiction.

The synthesis of cholesterol requires a multistep pathway called the “mevalonate pathway”
see review (Buhaescu and lzzedine, 2007). This pathway begins with the conversion of two
molecules of acetyl coenzyme A (CoA) into 3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA (HMG-CoA).
HMGCoA is converted into mevalonate by HMG-CoA reductase (Buhaescu and lzzedine,
2007), this corresponds to rate-limiting step in cholesterol synthesis. Cholesterol
biosynthesis pathway then involves about 20 enzymes, that convert mevalonate into 3-
isopenenyl pyrophosphate, farnesyl pyrophosphate, squalene, lanosterol and finally
cholesterol (Berg et al.,, 2002). Brain cholesterol metabolism is independent from the
peripheral metabolism (Russell et al., 2009). In the brain, cholesterol is synthetized locally
and in adult, this synthesis is believed to occur mainly in astrocytes (Saher and Stumpf,
2015). Cholesterol is then transferred to neurons after complexation with lipoproteins, such
as the apolipoprotein E, through specific transporters (Martin et al. 2014). Cholesterol
degradation mainly takes place in neurons and is performed by the cholesterol 24-
hydroxylase (CYP46A1) enzyme that produces 24S-hydroxycholesterol, which is excreted

from the brain to the blood (Martin et al. 2014). In the brain, cholesterol turnover is highly
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controlled in order to maintain stable levels and to assure the high metabolic requirements
of neurons (Goritz et al., 2005; Pfenninger, 2009).

At the cellular level, cholesterol has several functions (Dietschy and Turley, 2004). Being a
membrane constituent, cholesterol influences both biophysical and biological properties of
cell membranes (Egawa et al., 2016; Korade and Kenworthy, 2008), and thereby is involved
in important brain processes such as synaptic transmission, synaptogenesis, and synaptic
plasticity (for details, see reviews Dietschy and Turley, 2004; Egawa et al., 2016; Pikuleva and
Cartier, 2021). Interestingly, recent evidence suggests that dysregulations of the brain
cholesterol metabolism could be involved in brain dysfunctions associated with aging
(Murman, 2015), neurodegenerative diseases (Bar-On et al., 2008, 2006); and psychiatric
disorders, such as depression and anxiety (Ghaemi et al., 2000) or autism and Rett syndrome
(Segatto et al., 2019). In particular, CYP46A1 appears dysregulated in several diseases and
has emerged as a therapeutic target (Pikuleva and Cartier, 2021). Interestingly, its
manipulation has been shown to regulate cholesterol turnover in vitro (Mast et al., 2017)
and in vivo (Lund et al., 2003; Petrov et al., 2019).

Recent evidence suggests that drug abuse and addiction are associated to dysregulations of
the cholesterol metabolism. In human, a transcriptomic post-mortem study has found that
the expression of genes involved in the synthesis and trafficking of cholesterol is changed in
the cortex of individuals with a history of cocaine, cannabis and phencyclidine abuse
(Lehrmann et al., 2006). In vitro, Cotto and collaborators have found that exposure of
astrocytes to cocaine affects the levels of proteins involved in cholesterol metabolism (Cotto
et al., 2018). In vivo, our laboratory and others have also found that alcohol consumption
changes expression of several proteins of the cholesterol metabolism in brain areas related

to addiction (Alsebaaly et al., 2018; McClintick et al., 2018, 2016).
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Given these drug-induced changes, we hypothesized that cholesterol metabolism could be
involved in addiction and addiction-related behaviors. First, we investigated whether cocaine
injections could alter the expression of several genes encoding proteins of the cholesterol
metabolism. Then, we used a viral approach to overexpress the gene CYP46A1 encoding the
enzyme cholesterol hydroxylase responsible for brain cholesterol degradation in specific
brain areas such as anterior cingulate cortex (ACC), dorsal striatum (DSt) and nucleus
accumbens (NAc) and investigated the impact on drug-seeking induced by exposure to
context and cues associated to cocaine. We also evaluated whether such manipulation
would affect natural rewards (sucrose) seeking or direct reinforcing effects of cocaine. To
rule out CYP-induced effects on cognition, we investigated the effects of CYP overexpression

in the DSt on behavioral flexibility.
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MATERIALS AND METHODS

Animals

Eight-week-old male Sprague Dawley rats, weighing 300-350g at the beginning of the
experiment (Janvier labs, France), were used in this study. After habituation to the animal
facility, rats were housed in a controlled environment under a 12 h light/dark cycle (lights on
at 8 a.m.) with food available ad libitum. After arrival, they were housed two per cages until
surgery and subsequently they were individually housed for recovery. All experiments were
conducted during the light phase and in accordance with the European Union directives
(2010/63/EU) for the care of laboratory animals and approved by the local ethics committee

(COMETHEA).

Drugs

Cocaine HCI (Cooper, Melun, France) was dissolved in sterile saline solutions (0.9%), filtered

and stored at room temperature (21 + 2 °C).

Acute cocaine treatment and tissue collection

After 15 minutes of habituation in an open field, rats were injected with either cocaine (15
mg/kg, i.p.) (n = 8) or saline (NaCl 0.9 g/I, i.p.) (n = 8), and were immediately placed back in
the open field for 1 hour before being sacrificed for gPCR analysis of gene expression. Rats
were anesthetized with pentobarbital (120 mg/kg, Euthasol® Vetoquinol France),
decapitated and brains were removed and dissected using a rat matrix (WPI, London). Brain

structures were isolated by blunt dissection and stored at -80°C until used.
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RNA isolation, Reverse Transcription and quantitative PCR

Total RNA was isolated using Trizol Reagent and chloroform and then purified using
Macherey Nagel kit (Macherey Nagel, France). The RNA concentration was determined using
the NanoDrop ND-1000 spectrophotometer (Thermo Fisher scientific, Waltham, USA) and
the RNA integrity was evaluated by the Agilent 2100 Bioanalyzer System (Agilent 2100
bioanalyzer). All RNAs had a RIN (RNA integrity number) above eight. Equal amounts of RNA
input (1 ug) were reverse-transcripted using Verso cDNA synthesis kit (Thermo Fisher
scientific, Waltham, USA; Dutscher, France). Real-time gPCR was performed using the
LightCycler480 detection system (Roche, France). Reaction mix was exposed to the
amplification program consisting in one cycle (95°C for 5 min), followed by 45 cycles,
including 3 phases (phase 1: 95°C for 20 s; phase 2: 64°C for 15 s for all primers except for
hrptl = 60°C); phase 3: 72°C for 20 s). The sequences of primers used (Supplementary Table
S1) were either designed using Primer-BLAST software. Results were normalized to three
housekeeping genes (gapdh, actin and hrptl) and reported as RNA fold changes according to

the AACT method (z-AACT = 2-ACT sample - mean ACT “control animal”).

Production and stereotaxic injection of AAVrh10-GFP and AAVrh10-CYP46A1

All AAV vectors were produced and purified by Atlantic Gene therapies (INSERM U1089,
Nantes, France). The viral constructs for AAVrh10-GFP and AAVrh10-CYP46A1-HA contained
the expression cassette consisting of either the GFP or the human CYP46A1, driven by a

CMV/B-actin hybrid promoter (CAG) surrounded by inverted terminal repeats of AAV2.

For the nucleus accumbens, rats received 2 stereotaxic injections (1 per side, 1 pl per injection

corresponding to 3 x 10° genomic particles viral particles, injection rate: 0.2 pl/min) using the
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following coordinates from bregma: antero-posteriority (AP) +1.6 mm; laterality (L) = 1.4
mm and verticality (V) -7.8 mm. For the anterior cingulate cortex, rats received 4 stereotaxic
injections (2 per hemisphere, 0.7 pl per injection corresponding to 4.2 x 10° viral
particles/hemisphere, injection rate: 0.2 pl/min) using the following coordinates from bregma:
AP +1.2 and +1.7 mm; L £ 0.3 mm and V -2.9 mm ventral. For the dorsal striatum, rats
received 4 stereotaxic injections (2 per hemisphere, 0.7 ul per injection corresponding to 4.2 x
10° viral particles/hemisphere, injection rate: 0.2 pl/min) in using the following coordinates

from bregma: AP +1 and +1.6 mm; L £ 2.6 mm and V -4.8 mm.

Cocaine self-administration

Drug seeking
Cocaine self-administration U

| l&’ ~ 1f1
I . Abstinence (6 weeks) ) Sacrifice J +1

10 sessions 6h/session « GFP e

viral injection
CYP or GFP

Figure 1: General design of experiments measuring cocaine seeking. Rats were allowed to self-administer cocaine for 10

sessions in a FR1 schedule (1 session/day, 6 hours).

Three days after the last self-administration session, CYP46A1 or GFP virus were injected in specific brain areas (ACC, NAc
and DSt). After 6 weeks of abstinence, cocaine seeking was evaluated by placing back the animals in the operant chambers,

without access to the drug. The number of active lever presses was used as a measure of cocaine-seeking.

The design of drug-seeking experiments is shown in figure 1. Rats were anesthetized with
isoflurane (5% induction, 2.5% surgery) and a catheter was implanted in the right jugular
vein. After surgery, animals were housed individually and were allowed to recover for 5-7
days before the drug self-administration sessions began. Rats were allowed to self-

administer cocaine for 10 sessions of 6 hours according to a FR1 schedule in twelve identical
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Med-Associates operant chambers controlled by Med PC IV software (MedAssociates Inc,

www.med-associates.com). Immediately after each press on the active lever, rats received

intravenous injections of the drug (cocaine dose 0.6mg/kg), this was associated with the
retraction of both levers, with the blinking of a light cue above the lever and with the
beginning of a 8-second time-out. The house light was always turned on except during drug

delivery and time-out period.

Measure of cocaine-seeking after abstinence

To evaluate the impact of CYP overexpression on cocaine-seeking, future GFP and future
CYP46A1 rats were allowed to self-administer cocaine as described in the previous section.
At the end of the 10 self-administration sessions, rats were placed in abstinence for 6 weeks.
Different groups of rats received the virus to overexpress CYP46A1 or GFP in DSt (GFP n = 12;
CYP46A1 n =14), NAc (GFP n = 14; CYP46A1 n = 16) or PFC (GFP n = 15; CYP46A1 n = 9) by
stereotaxic surgery. These surgeries were done at the beginning of the abstinence period.
After 6 weeks of abstinence, rats were placed back in the operant chambers under extinction
conditions during a single 6-h session divided into six 1-h segments. During these sessions,
active lever presses resulted in contingent presentations of the light cue for 8 seconds, but
no cocaine was delivered, while inactive nose pokes had no programmed consequence. The

number of active lever presses was used as a measure of cocaine-seeking.

Natural reward (sucrose) seeking

To check the impact of CYP46A1 overexpression on natural reward seeking, we used a
similar protocol, but cocaine was replaced by sucrose (saccharose pellets). The design of the

experiment is presented in Figure 6a. Sucrose self-administration was performed in
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Coulbourn operant chambers equipped with lever as operanda and controlled by Graphic
State software (Coulbourn Instruments, www.coulbourn.com). Rats were first allowed to
self-administer sucrose pellets for 15 sessions according to a FR1 schedule and then for five
sessions, the duration of sessions was changed from 1 to 4 h to maximize rates of
responding with a time-out going from 10 to 60s. Immediately after each press on the active
lever, a food-pellet dispenser delivered 45 mg sucrose pellets (5TUT, Test Diet, USA), a light
cue above the lever started to blink and a time-out period started. To study the impact of
CYP46A1 overexpression on sucrose seeking, rats underwent a 6-week period of abstinence
and received stereotaxic injection of virus to overexpress CYP46A1 (n = 6) or GFP (n = 7) at
the beginning of 6 weeks of viral expression. Sucrose-seeking was measured under
extinction conditions in the presence of the sucrose-associated cues during a single 3-h
session divided into three 1-h segments. During these sessions, active lever presses resulted
in contingent presentations of the light cue for 10 seconds, but no sucrose pellet was
delivered, while inactive lever had no programmed consequence. The number of active lever

presses was used as a measure of sucrose-seeking.

Measure of addiction-related behaviors

To evaluate whether CYP overexpression will affect cocaine self-administration behavior
itself, other rats were injected with the CYP and GFP virus before any exposure to the drug.
Rats received injections of virus to overexpress CYP46A1 (n = 8) or GFP (n = 10) 5 weeks
before catheter implantation and 6 weeks before the self-administration session. Then, they

were allowed to self-administer cocaine schedule for 35 sessions as described above.
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Drug intake and drug seeking during time-out

For the training sessions, FR1 procedure was used with a duration of 3.5 hours. These
sessions were divided in 3 segments of 1h with drug access separated by 2 periods of 15
minutes with “no access” to the drug indicated by the illumination of the house light. The
loss of control on the drug intake was evaluated during the period of no access (Deroche-

Gamonet, 2004).

Self-adjusting progressive shock strength procedure

The resistance to punishment was measured during the 20th, 27th and 33rd sessions using a
self-adjusting progressive shock strength procedure (PSS) adapted from Desmercieres et al.,
2022 during 3-hour sessions. In this procedure, active lever presses resulted in immediate
delivery of drug infusion and of foot-shocks of different magnitudes. The self-adjusting
procedure consisted of steps in which the shock duration was increased each time the
animal obtained 2 separate drug infusion at a given duration. The duration of the first step
was 0 sec (no shock), the second step was a low duration of 0.05 sec and subsequent shocks
increased of 15% at each step for 20 steps. Thus, the step sequence of durations was: 0,
0.05, 0.06, 0.07, 0.08, 0.09, 0.10, 0.12, 0.13, 0.15, 0.18, 0.20, 0.23, 0.27, 0.31, 0.35, 0.41,
0.47,0.54, 0.62, 0.71 sec. If animals reached the final step, the duration of the shock was not
further increased, and all subsequent shock were set at 0.71 sec. If rats did not emit any
response for 5 min, shock duration was reset to 0 sec and the shock progression was
reinitialized. Thus, animals could at any moment avoid higher magnitude of shock by limiting
the frequency of food reinforcement until shock duration returned to 0 sec, which was

signaled by the absence of the blinking light. This feature suppressed but did not completely
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extinguish operant responding, allowing a rapid return to baseline responding in the
following training session. The magnitude of the shock was measured by the electrical
charge in millicoulombs (mC) that an animal would tolerate to obtain drug and was
calculated by multiplying the fixed current of the shock (0.45 mA) by the duration in sec. The
break point was calculated by the cumulated magnitude of the shock received during the

session.

Progressive-ratio procedure

To measure the motivation for drug, we used a progressive ratio procedure during the 23rd,
30th and 35th sessions. Under the progressive-ratio schedule, the number of responses
required to obtain a drug delivery increased with each successive drug delivery. The steps of
the exponential progression were the same as those previously developed by Roberts and
colleagues (Arnold and Roberts, 1997) adapted for food reinforcement (Solinas and
Goldberg, 2005), based on the equation: response ratio = (5e (02 x reinforcer number)) _ 5 ' rqoynded
to the nearest integer. Thus, the values of the steps were 1, 2, 4, 6, 9, 12, 15, 20, 25, 32, 40,
50, 62, 77, 95, 118, 145, 178, 219, 268, 328, 402, 492, 603, and 737. Sessions under the
progressive-ratio schedule lasted until 60 min passed without completing a step. Otherwise,

the session stops after 6 hours.

Behavioral flexibility measurement using probabilistic reversal learning

Probabilistic reversal learning was conducted in operant conditioning chambers (Coulbourn
Instruments, Allentown, PA, USA; www.coulbourn.com). The behavioral task was adapted
from Verharen et al., (2019), and represented in the figure 8a. Briefly, after an injection of

viral vector in the DSt, and 6 weeks to allow CYP46A1 (n = 6) or GFP (n = 5) overexpression,
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rats were trained for 10 sessions under a fixed-ratio 1 schedule for 30 minutes. Both levers
of the chamber were active, and a delivery of sugar pellet was indicated by a light in the food
dispenser. After the consumption of pellet, detected by an infrared light sensor, the cue
lights were turned off and a new trial was initiated after a time out of 10 seconds. In the case
where animals pressed the same lever 8 times consecutively, it was deactivated and a light
above the second lever lit up to avoid a lever preference and favor lever switching.

After this phase of operant learning, in 4 sessions of 45 minutes, one of the two levers was
randomly assigned as the “high-probability lever” that gave 80% chance on reward and 20%
risk on a time-out, and the other lever was assigned as the “low-probability lever”, which
gave 20% chance on reward and 80% risk on a time-out. Immediately after a “win” response
(i.e., a response that resulted in pellet delivery), the lights above the two levers were turned
off, a sucrose pellet was delivered into the food receptacle and cue lights into the food
receptacle were turned on. Consumption of the reward was measured by an infrared light
sensor in the food receptacle, after which the cue lights were extinguished, and a new trial
was initiated after 10 seconds of time out. After a “lose” response (i.e., a response that were
not reinforced), the house light was turned on, and a 10-s time-out started associated with a
tone of 0.5s repeated 3 times. After 10s, a new trial was automatically initiated, signaled to
the animal by the extinction of the house light.

Subsequently, a 45-min reversal test was performed. When the animal made 8 consecutive
responses on the high-probability lever, the contingencies switched, so that the previously
high-probability lever became the low-probability lever, and vice versa. Flexibility of rats was
measured by the ability to adapt to the new rule. A higher percentage of correct responses
after the rule has been switched were considered as a higher flexibility. Once the probability

of the levers was reversed, we evaluated the percentage of correct responses during the
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perseverative phase (i.e., the period of learning the new contingency), and the percentage of
correct responses during the regressive phase (i.e., the period when animals were
considered to have assimilated the new contingency). We considered that the regressive

phase began when the animals had performed 8 consecutive correct responses.

Histological verification of the injection site and CYP and GFP expression

A systematic evaluation and localization of the injection sites was performed by
immunodetection of GFP or of haemagglutinin (HA) that tagged the CYP46A1 protein. For
this, rats were deeply anaesthetized with pentobarbital (120 mg/kg) then transcardially
perfused with 4% paraformaldehyde. Sections (40um) obtained using microtome were
incubated with the following primary antibodies overnight at 4°C: rabbit anti-HA antibody
(1:4000, H6908) and rabbit anti-GFP antibody (1:10000, A6455, Thermofisher). Sections
were then incubated with the second antibody (goat anti-rabbit biotinylated antibody (1:750
BA1000, Vector Laboratories Inc.) for 1 hour. For 3,3’ diaminobenzidine staining, sections
were then incubated with anti-mouse biotinylated antibody (1:250; Vector Laboratories Inc.)
and visualized by the ABC amplification system (Vectastain ABC kit, Vector Laboratories) and
3,3'-diaminobenzidine tetrahydrochloride (peroxidase substrate kit, DAB, Vector
Laboratories) as the substrate. All sections were then mounted on gelatin-coated slide,

dried, dehydrated and covered with Depex.

Statistical analysis

Statistical analyses were performed with GraphPad Prism 9. All data are represented as
mean + SEM. For real-time RT-PCR, we used a Student t-test to compare cocaine-exposed

rats and control rats. For behavioral measures, a two-way ANOVA analysis corrected by the
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post hoc Bonferroni was performed with time and treatment as independent factors and
Unpaired t tests were performed for measure of motivation and resistance to punishment.
The statistical evaluation data included a 2-way analysis of variance (ANOVA) corrected by
the Greenhouse—Geisser method when datas have no gaussian distribution. Differences

were considered significant when P<0.05.
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RESULTS

Effects of acute injection of cocaine on expression of genes of the cholesterol metabolism

in ACC, NAc and DSt

The effects of an acute injection of cocaine on the expression of genes encoding proteins of
the cholesterol metabolism are presented in figure 2. In the ACC, we found an increase in
the expression of the genes encoding HMGCoAR and APOE, involved respectively in
synthesis and transport of cholesterol, one hour after acute injection of cocaine (n = 8)
compared to control group (n = 8). We found a 35% increase for HMGCo0AR (p < 0.01) and a
21% increase for APOE (p < 0.01). In the NAc, we found an increase (+62%) in the expression
of the gene encoding SREBF2, a regulator of the cholesterol metabolism in function of
cholesterol levels, one hour after acute injection of cocaine (n = 8) compared to control
group (n = 8) (p<0.05).

In the DSt, we found a decrease in the expression of the genes encoding HMGCoAR, APOE,
SREBF2 one hour after acute injection of cocaine (n = 8) compared to control group (n = 8).
We also found a decrease in the expression of the genes encoding LxRb and CYP46A involved
respectively in regulation and degradation of cholesterol. We found a 18% decrease for
HMGCoAR (p<0.5), 21% decrease for APOE (p<0.5), 38% decrease for SREBF2 (p<0.01), 25%

decrease for LxRb (p<0.001) and 23% decrease for CYP46A1 (p<0.01).

Effects of CYP 46A1 overexpression in DSt on cocaine-seeking

When viruses were injected at the following coordinates (AP +1 and +1.6 mm; L + 2.6 mm

and V -4.8 mm from bregma), we found a viral expression in sections taken from Bregma +
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2.20 mm to Bregma -0.36 mm. This expression was found mostly in the dorsal striatum,
without diffusion in more ventral part (Fig 3a). During self-administration training, both
groups increased similarly the number of cocaine injections to reach approximately 80 + 5
injections per session in the 3 last sessions for both future GFP and future CYP group (Fig.
3b). Statistical analysis revealed a significant effect of time (F (2.088, 50.12) = 57.68,
P<0.0001; Greenhouse—Geisser € =0.23), no significant effect a virus (F (1, 24) = 0.08703,
P=0.7705) and no significant interaction time X virus (F (9, 216) = 0.3859, P=0.9411).

Overexpression of CYP46Al1 in DSt produced a significant reduction in cocaine-seeking
behavior compared to the control group (Fig. 3c). We found a decreased number of active
lever presses (54 = 5) during the first hour in rats that overexpressed CYP46A1 in DSt in
comparison to the GFP group (84 + 8). Statistical analysis revealed a significant time effect (F
(2,522, 60,52) = 84,91, P<0,0001; Greenhouse—Geisser € =0.50) a significant virus effect (F (1,
24) = 4.609, P=0.0421) and a significant interaction of time X virus (F (5, 120) = 5.217,
P=0.0002). Sidak’s multiple comparisons test revealed a significative effect during the first

hour (P = 0.045).

Effects of CYP 46A1 overexpression in ACC on cocaine-seeking

Using the coordinate AP +1.2 and +1.7 mm; L £ 0.3 mm and V -2.9 mm ventral, we found a
viral expression from Bregma 2.20 mm to Bregma 0.12 mm. This expression was found
mostly in the ACC (Fig. 4a). During self-administration training, both groups increased
similarly the number of cocaine injections to reach approximately 95 £ 4 injections per
session in the 3 last sessions for future GFP group and 84 + 1 injection for future CYP group

(Fig. 4b). Statistical analysis revealed a significant effect of time (F (2.633, 57.93) = 27.36,
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P<0.0001; Greenhouse—Geisser € = 0.29), no significant effect a virus (F (1, 22) = 2.462,
P=0.1309) and no significant interaction time X virus F (9, 198) = 0.6416, P=0.7606).

Overexpression of CYP46A1 in ACC did not produced changes in cocaine-seeking behavior
compared to the control group (Fig. 4c). During the first hour, the number of active lever
presses was similar in both group (107 £ 12 for CYP group and 98 + 7 for GFP group).
Statistical analysis revealed a significant effect of time (F (2.611, 56.91) = 125.8, P<0.0001;
Greenhouse—Geisser € =0.52), no significant effect of virus (F (1, 22) = 0.1086, P=0.7449) and

no significant interaction of time X virus (F (5, 109) = 0.3947, P=0.8515).

Effects of CYP 46A1 overexpression in NAc on cocaine-seeking

Using the coordinate AP +1.6 mm; L £ 1.4 mm and V -7.8 mm, we found a viral expression
from 2.20 mm to Bregma 1.08mm. This expression was found mostly in NAc (Fig. 5a). During
self-administration training, rats increased the number of cocaine injections to reach
approximately 85 * 3 injections per session in the 3 last sessions for both future GFP and
future CYP group (Fig. 5b). Statistical analysis revealed a significant effect of time (F (2.210,
61.88) = 50.59, P<0.0001; Greenhouse—Geisser € =0.25), no significant effect a virus (F (1, 28)
= 0.01595, P=0.9004) and no significant interaction time X virus (F (9, 252) = 0.7429,

P=0.6694).

Overexpression of CYP46A1 in NAc did not produce changes in cocaine-seeking behavior
compared to the control group (Fig 5c). During the first hour, the number of active lever
presses was similar in both group (81 * 10 for CYP group and 92 % 15 for GFP group).

Statistical analysis revealed a significant effect of time (F (1.740, 48.71) = 60.13, P<0.0001;
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Greenhouse—Geisser € =0.35), no significant effect of virus (F (1, 28) = 0.6178, p=0.4385) and

no significant interaction time X virus (F (5, 140) = 0.2052, P=0.9598).

Effects of CYP 46A1 overexpression in DSt on natural reward seeking

We investigated whether the effects of CYP46A1 overexpression in DSt were specific for
drug seeking or whether they could be generalized to natural rewards such as food (Fig. 6).
During the last 10 days of training, both groups similarly increased the number of pellets
received (Fig. 6b) and finished with a similar number of pellets taken (210 + 7 pellet for the
GFP group and 200 + 11 pellet for the CYP group) (Fig. 6b). Statistical analysis on food intake
during training revealed a significant time effect (F (3.888, 42.77) = 190.9, P<0.0001;
Greenhouse—Geisser € =0.24), no significant difference between both groups (F (1, 11) =
0.3791, P=0.5506) and no significant interaction time X groups (F (16, 176) = 0.2942,
P=0.9965).

After 6-week of viral expression in their home cage, we measured the animal food-seeking
during a 3hrs- session without food reward (Fig. 6¢). Overexpression of CYP46A1 in DSt did
not produce changes in sucrose-seeking behavior compared to the control group. Statistical
analysis revealed a significant time effect (F (1.165, 12,81) = 53.48, P<0.0001; Greenhouse—
Geisser € =0.58), no significant effect of virus (F (1, 11) = 0.1031, p = 0.75) and no significant

interaction of time X virus (F (2, 22) = 0.1074, P=0.8987).

Effects of CYP46A1 overexpression in DSt on behavioral flexibility
Behavioral flexibility can accelerate extinction by favoring the switch from responding when
lever presses are rewarded to not responding when lever presses are not rewarded.

Therefore, we evaluated whether CYP46A1 overexpression could increase behavioral
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flexibility in naive animals. During training sessions, both GFP and CYP46A1 rats increased
similarly their percentage of correct responses (Fig. 7b). At the end of training session, both
groups had a similar percentage of correct around 97 + 1 %. During the test session (Fig. 7c),
the level of flexibility of the animals was assessed by their percentage of correct responses.
Statistical analysis revealed a significant effect of time (F (1.659, 29.87) = 63.81, p<0.0001;
Greenhouse—Geisser € =0.55), no significant effect of virus (F (1, 18) = 3.009, P=0.0999) and a
significant interaction time X virus (F (3, 54) = 7.883, P=0.0002).

During reversal test, both groups had a similar percentage of correct during the first phase
before the rule was changed (92 + 3% for the CYP group and 98 + 1 % for the GFP group),
and after and after the rule was changed during the perseverative phase (28 + 6 % for the
CYP group and 25 £ 5% for the GFP group) and the regressive phase (77 £+ 4% for the CYP
group and 76 + 5 % for the GFP group). Statistical analysis revealed a significant effect of
phases (F (1.695, 38.15) = 156.6, P <0.0001; Greenhouse—Geisser € =0.85), no significant
effect of virus (F (1, 45) = 0.009231, P=0.9239) and no interaction phases X virus (F (2, 45) =

0.6179, P=0.5436).

Effects of prior CYP 46A1 overexpression in DSt on cocaine self-administration behavior

Then, we tested whether CYP46Al1 in the DSt would influence active cocaine self-
administration when overexpressed before any exposure to the cocaine. The design of this
experiment is presented in Figure 8a. Animals were injected with virus 6 weeks before the
first self-administration session. After verification of correct viral expression in the DSt, the
animal behavior was analyzed. During self-administration training, both CYP46A1 and GFP

rats rapidly started to self-administer cocaine (Fig. 8b).
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The number of injections rapidly increased in both groups. During self-administration
training, CYP and GFP group had a similar number of injections per session (46 * 4 injections
per session in the 3 last sessions for the GFP group and 48 * 6 injections for the CYP group)
(Fig. 8b). Statistical analysis revealed a significant effect of time (F (2.671, 42.59) = 7.629,
P=0.0005; Greenhouse—Geisser € =0.15), no significant effect of virus F (1, 16) = 0.02124, p =
0. 89) and no significant interaction of time X virus (F (18, 287) = 0.2646, p = 0.999). During
training session, the number of active lever presses during no access period was similar in
both groups (37 + 11 for the control group; 33 + 7 for the CYP group) (Fig 8c). Statistical
analysis revealed no significant difference was found in no access period between groups (p
= 0.80). In PSS sessions, the PSS break point measured by the electrical charge sustained was
similar in both groups (0.97 + 0.23 mC for the GFP group and 1.16 + 0.34 for the CYP) (Fig
8d). Statistical analysis revealed no significant difference in the PSS break point was found
between groups (p = 0.64; t = 0.48; DF = 16). In PR sessions, the PR break point measured by
the number of active responses was similar in both groups (830 + 100 for the GFP animals
compared to 1044 + 246 for the CYP46A1) (Fig. 8e). Statistical analysis revealed no significant

difference in the PR break point was found between groups (p = 0.40; t = 0.87; DF = 16).
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DISCUSSION:

In this study, we show that cocaine injections induce changes in the expression of genes
encoding proteins of the cholesterol metabolism in brain areas involved in addiction. In
particular, in the DSt we found reduced expression of CYP46A1, the main enzyme involved in
cholesterol degradation. We then found that CYP46A1l overexpression in this brain area
significantly reduces cocaine-seeking measured 6 weeks after the last drug exposure. This
effect was specific for the DSt since no change in cocaine-seeking was found after
overexpression of CYP46A1 in the NAc and the ACC. CYP46A1 overexpression in the DSt did
not affect food seeking suggesting that its effects are selective for drug-related behavior. In
addition, CYP46A1 overexpression before any drug exposure did not alter active cocaine self-
administration suggesting that it does not interfere with the direct reinforcing effects of the
drug. This study is the first demonstration that the cholesterol metabolism is altered by
cocaine exposure and that manipulation of cholesterol metabolism could be beneficial to

prevent relapse.

Our laboratory has previously shown that the administration of statins, drugs that inhibit
cholesterol synthesis, during a period of forced abstinence reduces cocaine seeking in rats
and that this effect is specific for brain-penetrating statins (Chauvet et al., 2016). A recent
study also showed that treatment with statins blocks the reinstatement of cocaine-induced
conditioned place preference in male mice (Xu et al., 2021). Unfortunately, these results do
not appear to easily translate to humans, since we did not find any beneficial effects of
simvastatin on smoking cessation (Ingrand et al., 2018). This was probably due to low brain

penetration of statins in humans. Therefore, understanding the brain mechanisms
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underlying the effects of statins is critical to design approaches to directly target these
mechanisms. In the brain, statins produce a variety of effects in addition to their inhibitory
effects on the HMGCoAR, the rate limiting enzyme of the mevalonate pathway (Laufs and
Liao, 2003; Wu et al., 2008; Yang et al., 2012). For example, statins increase the expression
of BDNF (Wu et al, 2008; Yang et al, 2012), interact with the PI3K/Akt and ERK pathways (Wu
et al., 2008; Yang et al., 2012) interact with small G proteins such as Rho and Rackl (Laufs
and Liao, 2003) and activate neurogenesis in hippocampus (Lu et al., 2007; Wu et al., 2008).
Our present results suggest that the beneficial effects of statins against relapse (Chauvet et

al., 2016) might be related to their action on cholesterol metabolism.

In this study, we used a viral approach to manipulate the cholesterol metabolism by
increasing its degradation in specific brain areas. Cholesterol metabolism is highly regulated
in the brain to maintain stable levels and to assure the high metabolic requirements of
neurons and astrocytes (Goritz et al., 2005; Pfenninger, 2009). Previous studies have also
used CYP46A1 to modulate the brain cholesterol metabolism and found that such
manipulations, rather than changing the levels of cholesterol, appear to affect the turnover
of cholesterol. On one hand, decreased expression of CYP46A1 produced a reduction of
cholesterol turnover and synthesis in the brain, but no alterations in tissue levels of
cholesterol (Russell et al., 2009). On the other hand, CYP46A1 overexpression in transgenic
mice increases the expression of HMGCoAR enzymes, which might compensate the
increased cholesterol degradation by increasing its synthesis (Maioli et al., 2013). In the
present study, we found that cocaine administration results in decreased expression of both
HMGCoAR and CYP46Al1 in DSt suggesting that cocaine reduces the activity of the

mevalonate pathway. This effect could participate in the long-term adaptations induced by
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cocaine and could be counter-balanced by the viral overexpression of CYP46A1 we

performed.

Our data indicate that manipulations of cholesterol metabolism is beneficial specifically in
the DSt, a brain area known to participate in addiction, and more specifically in relapse and
context-induced cocaine seeking (for review see Crombag et al., 2008). In fact, DSt has been
found to be activated during cue-elicited cocaine craving in humans (Garavan et al., 2000). In
rats, the level of the marker of neuronal activity FOS was increased in the DSt during cue-
induced reinstatement after a forced abstinence (Kufahl et al., 2009). Interestingly,
inactivation of the DSt decreases cocaine seeking induced by cues, regardless of whether
extinction or abstinence occurred after cocaine self-administration (Fuchs et al., 2006). This
reactivity of the DSt to cues might be the consequences of drug-induced long-term
adaptations within this brain area. For example, a transcriptomic study compared the
transcriptional profile of rats vulnerable or resistant to addiction in the ventral and dorsal
striatum and found that several genes of the glutamate neurotransmission were modulated
in the DSt of vulnerable rats (Brown et al., 2011). Other studies have shown that repeated
cocaine administrations increase both membrane AMPA receptors density (Yamamoto and
Zahniser, 2012) and the ratio AMPA/NMDA in the DSt (Yamaguchi et al., 2002; Yamamoto
and Zahniser, 2012). These changes in glutamate neurotransmission might be associated
with dysfunctions in neuronal plasticity, and several laboratories have described impaired
LTD in the striatum in response to cocaine self-administration (Kasanetz et al., 2010;
Moussawi et al., 2009) and other drugs, such as alcohol (Cui et al., 2011) and nicotine
(Licheri et al., 2018). Manipulation of cholesterol metabolism allowed by CYP46A1

overexpression might prevent relapse by correcting this impairment of neuroplasticity
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induced by drugs in the DSt. In support to this hypothesis, cholesterol level changes have
been proposed to act as a regulator of AMPAR synaptic delivery during LTP after NMDAR
activation (Brachet et al., 2015). In agreement with a role of cholesterol in NDMAR
transduction, it was shown the NMDAR activity and function was reduced in CYP46A17
transgenic mice (Sun et al.,, 2016). Brachet and coll also showed that a reduction in
cholesterol leads to the mobilization of GluAl-containing AMPA receptors into the synaptic
membrane (Brachet et al., 2015). Furthermore, efavirenz, a pharmacological activator of
CYP46A1, restored LTP and synaptic transmission hippocampal neuron cultures from NPC-1
mice (Mitroi et al., 2019). Conversely, pharmacological inhibition of hippocampal sections
with voriconazole inhibits LTD (Popiolek et al., 2020). Interestingly, statins have also been
shown to modulate synaptic functions. For example, statins promote NMDA receptor-
mediated synaptic transmission with a distribution of the GIUN2B subunit at the membrane
in hippocampal sections (Parent et al., 2015). A second study showed that reducing
cholesterol levels by methyl B-cyclodextrin on neuronal cultures decreased the NMDA
receptor response and reduced LTP firing (Korinek et al., 2015). All the data suggest that
cholesterol plays a key role in synaptic plasticity processes. Thus, CYP46A1 overexpression in
the DSt, by increasing the turnover of cholesterol, may counteract the long-term adaptations

left by drugs in the DSt by allowing new changes in synaptic communication.

Accumulating evidence also demonstrates a major role of dorsostriatal DA in craving and
relapse (Cerruti et al., 1994; Frankowska et al., 2019; Ito et al., 2002; Vanderschuren et al.,
2005; Xia et al., 1992). For example, chronic administration of cocaine has been shown to
decrease mRNA levels of the membrane DA transporter (DAT) in the substantia nigra (Xia et

al., 1992) and the ventral tegmental area (Cerruti et al.,, 1994), suggesting reduced
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expression of DAT protein in targeted regions such as the NAc and the DSt. In addition,
cocaine self-administration followed by forced abstinence produced a reduction in
dopamine D2-like receptor density in the DSt (Frankowska et al., 2019) and the infusion of
the DA receptor antagonist alpha-flupenthixol into the dorsal striatum decreased cocaine
seeking under a second-order schedule of reinforcement (Vanderschuren et al., 2005). In
addition, DA transmission has been shown to be enhanced in the DSt during cocaine seeking
under a second-order schedule of reinforcement, which depends on the conditioned
reinforcing properties of cocaine-associated stimuli (Ito et al., 2002). Cholesterol has been
shown to affect the conformation and function of the DAT (Jones et al., 2012). In addition,
cholesterol concentrations have been shown to influence the signal transduction of
dopamine D1 receptors (Maguire and Druse, 1989). Thus, changes in cholesterol
homeostasis may interfere with dopamine signaling in the striatum leading to decrease drug
seeking behavior.

Consistent with previous findings with statins (Chauvet et al., 2016), CYP overexpression in
the DSt reduced cocaine seeking but did not alter food seeking suggesting that cholesterol
homeostasis is specific for drug seeking whereas natural rewards are spared. In addition, CYP
overexpression did not affect self-administration of cocaine under different schedules of
reinforcements indicating that the cholesterol homeostasis does not play a major role in the
reinforcing effects of cocaine. These results are also in agreement with previous findings
with statins (Chauvet et al., 2016) and suggest that targeting cholesterol homeostasis may
not be effective in initiating abstinence but only to help maintaining abstinence. In addition
to these effects on reward-related processes, CYP overexpression in the DSt did not alter
behavioral flexibility in rats suggesting that its effects are not due to cognitive effects but are

specific for the motivational effects of context and cue on seeking behavior.
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In conclusion, we demonstrate that cocaine alters brain cholesterol homeostasis in several
brain areas involved in addiction processes, but only targeting cholesterol homeostasis by
overexpressing CYP 461A in the DSt has beneficial effects on relapse to cocaine. These

results point to cholesterol homeostasis as a new target for the treatment of addiction.

Funding: This study was funded by the IReSP (Institut de Recherche en Santé Publique);

Reference: 2111105-00

Acknowledgements: This work has benefited from the facilities and expertise of PREBIOS

platform (University of Poitiers).

192



Résultats

Article 3

Figures and Legends:

Hm Saline (n=38)

ACC =3 Cocaine (n=8)

*% *k

Level of mMRNA
(Fold Change)
=
o
1

0.0 T T T T T T
) N < g 12 AN
@ > o2 () & oK &
S & 9 W v > & F
& S Q
v"* S v o &
Jou 00?-
W g
A RS
NAC Hm Saline (n=38)
= Cocaine (n = 8)
*
2.0
< o 1.5+
z
Z¢
56 1.0
T
> 0o
8L o5+
0.0- T T T T T T T
3 N <& s g v 0
& 3 o O Q¥ = & &
& & L W X & b2
cﬁ(\\ ®t>° ¥ v G\Q & e
Na v
O [ox
W @
D Qx@

Hm Saline (n=38)
DSt = Cocaine (n = 8)

N
=}
1

* : N e D ok

AR Y

Level of mMRNA
=
15
L

(Fold Change)
=
(=}
1

o
o
1

0.0- T T T I

2 2 g
‘\'5*6 d&g o~ S
S ¥

1 T
by
o Q
V &
Q &

Figure 2: Changes in genes expression involved in cholesterol metabolism in anterior cingulate cortex (ACC), nucleus

accumbens (NAc), and dorsal striatum (DSt) after acute injection of cocaine (15mg/kg).

Values represent the means + SEM of 2-AACT normalized to the control group. Black bars correspond to control animals (n
= 10) and black bars correspond to cocaine animals (n = 10). Student t-test, *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 different
from saline group. HMGCoA: 3-hydroxyl-3-methylglutaryl- coenzyme A, ABCA1l: ATP-binding cassette Al, ApoE:

Apolipoprotein E, LdIr: Low density lipoprotein receptor, Cyp46al: 24S-cholesterol hydroxylase, Srebf2: sterol-regulatory

element binding factor, Lxr beta: liver X receptor beta.
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Figure 3: Overexpression of CYP46A1 in DSt reduced cocaine seeking during an extinction session, but not after cocaine

priming.

a) Representation of viral expression and photos illustrating viral infections by CYP46-A1 and GFP in the DSt ; b) Drug intake
during self-administration in the future CYP (n = 14) and GFP (n = 12) groups. c) Drug seeking after 6 weeks of abstinence

during an extinction session. Results represent the means £ SEM in GFP group (n = 12) and CYP group (n = 14). *p<0.5
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Figure 4: Overexpression of CYP46A1 in ACC did not reduce cocaine seeking.

a) Representation of viral expression and photos illustrating viral infections by CYP46-A1 and GFP in the ACC; b) Drug intake
during self-administration in the future CYP (n = 9) and GFP (n = 15) groups. c) Drug seeking after 6 weeks of abstinence

during an extinction session. Results represent the means + SEM in CYP (n = 9) and GFP (n = 15) groups.
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Figure 5: Overexpression of CYP46A1 in the NAc did not reduce cocaine seeking.

a) Representation of viral expression and photos illustrating viral infections by CYP46-A1 and GFP in the NAc; b) Drug intake
during self-administration in the future CYP (n = 16) and GFP (n = 14) groups. c) Drug seeking after 6 weeks of abstinence

during an extinction session. Results represent the means * SEM in CYP (n = 16) and GFP (n = 14) groups.
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Figure 6: Overexpression of CYP46A1 in DSt did not alter food seeking.

a) Experimental design used to measure food seeking. b) Time course of pellet intake during self-administration in the
future CYP (n = 6) and GFP (n = 7) groups. c) Evaluation of drug seeking after 6 weeks of viral expression during extinction

session. Results represent the means + SEM in GFP group (n = 7) and CYP group (n = 6).
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Figure 7: Overexpression of CYP46A1 in the DSt did not alter flexibility in a probabilistic reversal learning task.

a) Representation of the probabilistic reversal learning task. b) Time course of percentage of correct responses. c)
Evaluation of animal flexibility during test session. The level of flexibility of the animals was assessed by their percentage of
correct responses. During the phase 1 represented the period before the probability of the 2 levers is reversed. The
percentage of correct responses during the perseverative phase represent the period of learning the new rule and the
percentage of correct responses during the regressive phase represent the period where we considered that animals were
assimilated the new rule. This regressive phase began when the animal had 8 consecutive correct responses. Results

represent the means + SEM in GFP group (n = 11) and CYP group (n =9).
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Figure 8: Overexpression of CYP46A1 in DSt did not alter cocaine self-administration

a) Representation of the protocol used to measure cocaine taking behavior. b) Time course of cocaine intake in the future

CYP (n = 8) and GFP (n = 10) groups. c) loss of control on drug intake during training 19 first training sessions d) resistance to

punishment by progressive shock magnitude schedule (PSS) e) motivation by progressive ratio procedure. Results represent

the means + SEM in GFP group (n = 10) and CYP group (n = 8).
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Supplementary Table S1: Primer sequences used for RT-gPCR (for, forward primers; rev,

reverse primers)

Accession

Genes number Primers Ref used

HMGCoA synthase NM_017268. |For: ATCGCGTTTGGTGCCTGAAG

Hydroxymethylglutaryl-CoA 1 Rev: AAGGGCAACGATTCCCACAT

synthase

HMGCoA reductase NM_013134. | For: GGTGCATCGCCATCCTGTAC

Hydroxymethylglutaryl-CoA 2 Rev: GCTGACGCAGGTTCTGGAA

reductase

Abcal NM_178095. | For: GGTAGTGTGGCCACTTTCGT (Fernandez-

ATP binding cassette Al 2 Rev: TCTGGGCCTGATGAAAAATC Pérez et al,
2014)

ApoE J00705 For: TCCATTGCCTCCACCACAGT

Apolipoprotein E Rev: GGGCGTAGGTGAGGGATGA

Ldir NM_175762. | For: TTCTTCAGGTTGGGGATCAG (Fernandez-

Low Density  lipoprotein | 2 Rev: CAGCTCTGTGTGAACCTGGA Pérez et al,

receptor 2014)

CYP46A1 NM_001108 |For: GTGCCACCATCGACATCCTG

24S cholesterol hydroxylase 723.1 Rev: GGTGTTACGGGACGCACTGATAC |(Ishikawa et al.,
2016)

Srebf2 NM_001033 |For: GTCCTCACCTTCCTGGGTCT

Sterol regulatory element-|694.1 Rev: CAGCAGTAGAGTCGGCATCA (Caimari et al.,

binding protein-2 2010)

Lxr Beta NM_031626. | For: TGAAGGCATCCACCATCGAG

Liver X receptor beta 1 Rev: CGTGATGCACTCTGTCTCGT

Gapdh NM 017008. | For: ATGGGAAGGTCGGTGTGAAC

Glyceraldehyde-3-Phosphate |4 Rev: ACTCCACGACATACTCAGCAC

Dehydrogenase

ActB NM 031144. |For: GGAGAAGATTTGGCACCAC

Actin beta 3 Rev: AGGCATACAGGGACAACAC

Hprt1 NM 012583. |For: TGGTCAAGCAGTACAGCCCC

Hypoxanthine 2 Rev: TAGTGGCCACATCAACAGGA

Phosphoribosyltransferase 1
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I. Mise en place d’une nouvelle procédure a magnitude de choc

progressive et auto-ajustable

A. Rappel de I'objectif

Dans l'article 1, qui correspond a la premiéere partie de mon travail de thése, nous avons mis
en place une nouvelle procédure a magnitude de choc progressive (PSS) afin d’améliorer les
mesures de résistance a la punition chez le rat. En effet, les procédures les plus courantes
utilisent des magnitudes de chocs électriques fixes (Belin et al.,, 2011; Deroche-Gamonet,
2004; Domi et al., 2021; Marchant et al., 2018; Pascoli et al., 2015; Pelloux et al., 2007), ce
qui laisse peu de controle par I'animal de son niveau de punition. D’autres procédures
augmentent de maniére progressive lors de plusieurs sessions jusqu’a ce que I'animal ne
réponde plus (Bentzley et al., 2014; Datta et al., 2017; Durand et al., 2022; Krasnova et al.,
2014; Panlilio et al., 2003), ce qui nécessite plusieurs jours afin d’avoir une mesure
individuelle de la résistance a la punition.

La procédure de PSS auto-ajustable développée durant cette thése, dont la durée du choc
augmente progressivement, permet de fournir, en une seule session, un point de rupture qui
guantifie le degré de punition maximal que le rat est prét a recevoir pour obtenir une
récompense malgré son association a un choc électrique. Cette procédure permet d’obtenir
une valeur individuelle de la volonté de I’animal a rechercher la récompense en évitant le
potentiel biais que peut provoquer l'utilisation d’une intensité fixe et arbitraire du choc
(Desmercieres et al., 2022 ; article 1). De plus, comme les animaux peuvent controler la
magnitude des chocs qu'ils sont préts a tolérer, la procédure de PSS représente un
raffinement recommandé dans le principe des 3 R. Cette procédure auto-ajustée peut
représenter un outil utile pour étudier les mécanismes sous-jacents aux comportements

inadaptés qui persistent chez certains individus malgré des conséquences négatives.

B. Résumé des principaux résultats obtenus
Dans l'article 1, nous avons montré que, chez les rats males et femelles, le point de rupture
du PSS est sensible a la manipulation de la faim et aux changements de la valeur incitative
gualitative de la récompense. Nous avons aussi constaté que cette procédure permettait

d’étudier la résistance a la punition sur de longues périodes. De ce fait, cette procédure
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devrait permettre de comparer plusieurs manipulations comportementales ou
neurobiologiques dans la méme expérience. Enfin, en comparant la procédure de PSS avec la
procédure de PR, nous avons constaté que, méme si les deux mesures sont sensibles aux
manipulations motivationnelles, elles ne sont pas corrélées. Cette absence de corrélation

suggere que les processus neurobiologiques sous-jacents ces mesures sont distincts.

C. Utilisation de la procédure de PSS dans I’étude de I’addiction
Dans les études s’intéressant a I'addiction, plusieurs procédures mises en place chez le
rongeur associent la prise de drogues a des chocs électriques afin de mimer le caractere
compulsif de la recherche et de la prise de drogues (Belin et al., 2011; Bentzley et al., 2014;
Datta et al., 2017; Deroche-Gamonet, 2004; Durand et al., 2022; Krasnova et al., 2014;
Panlilio et al., 2003; Pelloux et al., 2007). Le concept d’auto-ajustement de la procédure
développée ici pourrait améliorer les études des comportements compulsifs associés a la
drogue en fournissant une mesure plus fine du profil individuel de résistance a la punition et
une mesure continue plutét que dichotomique de la résistance a la punition. En effet, dans
les expériences utilisant un seuil arbitraire, les chercheurs évaluent si les animaux résistent
ou non a la punition et ils forcent la population a appartenir a 2 catégories : « addict » ou
« non-addict » (Belin et al., 2011; Deroche-Gamonet, 2004; Domi et al., 2021; Marchant et
al., 2018; Pascoli et al.,, 2015; Pelloux et al., 2007). Or, chez I'Homme, il est difficile
d’imaginer un seuil unique de dépendance et il est plus probable que la résistance a une
punition et I'addiction se situent sur un continuum plutét qu’en 2 catégories. Cette idée est
d’ailleurs en accord avec la cinquieme édition du DSM qui a transformé le diagnostic
dichotomique de I'addiction (présence d’une addiction ou absence d’une addiction) en un
diagnostic plutot progressif (addiction faible, modérée ou forte). Ainsi notre modeéle serait
plus a méme de reproduire ce continuum inclus récemment dans la description des maladies
psychiatriques et en particulier I'addiction. De ce fait, utiliser la procédure de PSS dans les
études d’addictions aux drogues pourrait représenter une meilleure translation chez

'Homme.

Les aspects motivationnels et les aspects compulsifs sont trés étudiés dans I'addiction et la
prise de drogues d’abus. L'absence de corrélation entre les mesures de ces 2 parametres,

mise en évidence dans l'article 1, souligne le fait que ces mécanismes sont, en partie,
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différents et pourraient impliquer des systémes neurobiologiques différents. La littérature
met notamment en évidence le role de la DA dans les phénomenes motivationnels et le role
de la sérotonine dans I'inhibition d’'un comportement aversif impliqué dans la résistance a la
punition et les comportements compulsifs (Cools et al., 2011; Pelloux et al., 2012). De ce fait,
il serait intéressant de manipuler ces systéemes pharmacologiquement, ou encore par des
techniques d’optogénétique, lorsque des animaux sont soumis a des expériences utilisant la
procédure de PSS et d’évaluer si ces manipulations impactent de la méme facon ou
différemment les résultats obtenus dans la procédure de PR.

A titre d’exemple, Pelloux et ses collégues ont montré que la stimulation de la transmission
sérotoninergique du prosencéphale réduit les comportements compulsifs de prise de
cocaine et qu’une déplétion en sérotonine provoquait une recherche compulsive de cocaine
chez le rat (Pelloux et al., 2012). Des administrations d’agonistes et d’antagonistes des
récepteurs de la sérotonine ont, par ailleurs, confirmé ses observations (Pelloux et al., 2012).
En ce qui concerne la transmission DAergique, Saunders a montré que |'administration
d’antagonistes DAergiques dans le NAc bloque la recherche compulsive de drogues
(Saunders et al., 2013). L'effet inverse est observé lorsque des agonistes DAergiques sont
administrés (Saunders et al., 2013). Ainsi, il semblerait que DA et sérotonine aient des roles
opposés dans les comportements compulsifs, il serait intéressant d’évaluer si des résultats

similaires peuvent étre obtenus dans la procédure de PSS que nous avons développée.

D. Transposition de la procédure de PSS dans des procédures de conflit

opérant dans les études sur I’anxiété
La procédure de PSS pourrait étre combinée a d’autres modeéles d’études utilisant un stress
électrique. En effet, ce type de stress est utilisé dans de nombreux modeles animaux (Bali
and Jaggi, 2015), car il est facile a mettre en place et peut étre modulé rapidement et
précisément en termes d’intensité et de durée (Bali and Jaggi, 2015). Un autre avantage
majeur est que I'animal n’est généralement pas soumis a ce type de stress en dehors des
expériences contrairement au bruit, a la restriction physique ou a des changements de
température (Bali and Jaggi, 2015). L'exposition a des chocs électriques est utilisée dans de
nombreux tests étudiant I'anxiété chez [I'animal afin d’identifier les mécanismes
neurobiologiques sous-jacents et de cribler de potentielles cibles thérapeutiques (Bali and

Jaggi, 2015). Dans ces modeles, il existe un conflit entre la récompense et le choc électrique
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(Bali and Jaggi, 2015; Geller and Seifter, 1960; Vogel et al., 1971) dans lequel I'animal doit
choisir ou ne pas choisir une récompense associée a une punition dans une chambre
opérante munie d’un levier (Geller and Seifter, 1960) ou d’un biberon d’eau électrifié (Vogel
et al., 1971). Avec ce type de procédure, le niveau d’anxiété est inversement proportionnel
au nombre de réponses associées a une punition recue, c’est-a-dire que, plus I'animal est
anxieux et moins il cherchera de récompenses quand elles sont associées a des punitions
(Bali and Jaggi, 2015; Geller and Seifter, 1960; Vogel et al., 1971). Ces tests ont montré une
grande validité prédictive pour la découverte de nombreux anxiolytiques utilisés
actuellement chez 'Homme (Geller et al., 1962; Geller and Seifter, 1960; Hascoét and
Bourin, 1997; Loiseau et al., 2003; Molina-Herndndez and Téllez-Alcantara, 2001; Vogel et
al., 1971).

Plusieurs modifications et variantes ont été apportées a ces procédures. Par exemple, des
chercheurs ont modifié I'intensité et la durée du choc ou ont instauré la restriction hydrique
dans le cadre de l'utilisation d’un biberon d’eau pour augmenter la motivation pour ce
dernier (Millan, 1999; Plaznik et al., 1994). D’autres ont aussi rajouté une composante de
peur conditionnée pendant la période d’entrainement (Lamberty et al., 2003) ou un choix
entre une récompense immédiate associée a une punition et une récompense retardée sans
punition (Hascoét and Bourin, 1997). Dans tous les cas, ces procédures ont utilisé un seuil
arbitraire de choc électrique ce qui peut limiter les interprétations des résultats obtenus
comme nous l'avons souligné dans l'article 1. De ce fait, l'utilisation d’une punition
électrique auto-ajustable similaire a celle de la procédure de l'article 1 pourrait fournir de

nouvelles informations et affiner les résultats obtenus.
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Il. Effets de I'exposition a un régime riche en graisse et en sucre sur la

motivation et la compulsivité pour la nourriture

A. Rappel de I'objectif

Dans I'article 2, nous nous sommes intéressés a I'addiction a la nourriture, un phénomeéne
qui reste controversé et qui fait débat au sein de la communauté scientifique (Gordon et al.,
2018). Pour ce faire, nous avons étudié I'impact d’une exposition chronique a un régime
hyperpalatable sur la motivation et le développement d’une compulsivité chez les animaux
ainsi que les effets persistants de cette exposition. En effet, comme il a été expliqué
précédemment (article 2), 'une des questions non résolues est de savoir si les effets
observés sur la motivation et la compulsivité apres une exposition a un régime palatable
persistent ou disparaissent apres un certain temps. De plus, nous nous sommes intéressés
au sexe et a I'age d’exposition des animaux afin de savoir s’ils pouvaient représenter des
facteurs de vulnérabilité comme dans I'addiction aux drogues (Alves et al., 2020; Nicolas et
al., 2022).

Dans cette étude, nous nous sommes intéressés a 2 comportements permettant d’évaluer
chez le rongeur des comportements d’addiction a savoir, la résistance a la punition
(Deroche-Gamonet, 2004; Pelloux et al.,, 2007; Vanderschuren and Everitt, 2004) et la
motivation pour la drogue (McGregor and Roberts, 1993; Roberts and Bennett, 1993). Pour
ce faire, nous avons utilisé la procédure de magnitude de choc progressive (PSS) auto-

ajustable que nous avons mise au point durant ma thése (Desmercieres et al., 2022).

B. Résumé des principaux résultats obtenus
Les résultats obtenus lors de cette étude (article 2) ont montré qu’un accés intermittent a un
régime hyperpalatable riche en graisse et en sucre a diminué la consommation de nourriture
standard entre les périodes d’exposition chez les rats males et femelles, adultes et
adolescents. En revanche, ce type de régime n’a pas provoqué de perturbations persistantes
de la compulsivité ou de la motivation des animaux pour la nourriture. Cette absence
d’effets persistants sur la compulsivité et la motivation pourrait indiquer des différences

notables entre I'addiction aux drogues et I'addiction a la nourriture.
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C. Une potentielle absence de neuroadaptations durables aprés une

exposition a un régime hyperpalatable

L'absence d’effets persistants induits par I'exposition au régime utilisé dans I'article 2
résulterait de I'absence de neuroadaptations durables apres [|’exposition au régime
hyperpalatable. En effet, comme les animaux n’ont pas eu acces a cette nourriture pendant
environ 2 semaines avant les tests comportementaux, nos résultats semblent indiquer que
I’exposition chronique au régime hyperpalatable n’a pas provoqué de dérégulations
cérébrales persistantes chez les animaux. Ceci représenterait une grande différence entre
une exposition chronique a une drogue et une exposition chronique a ce type de régime
alimentaire.

Comme les animaux ont présenté des changements dans leurs comportements alimentaires
pendant I'exposition, et pas pendant les tests de mesure de compulsivité et de motivation, il
serait intéressant d’évaluer si le régime hyperpalatable a provoqué des perturbations de la
plasticité cérébrale qui auraient disparu avec le temps. Un indicateur moléculaire trés étudié
de ces neuroadaptations a long terme est la protéine AFosB, particulierement étudiée dans
I’addiction aux drogues (Nestler et al., 2001). Par exemple, une exposition chronique aux
drogues augmente les niveaux de AFosB dans le NAc et le StD et cette accumulation
participerait a la transition vers une consommation de drogue pathologique qui est
retrouvée dans l'addiction (Colby et al., 2003; Lafragette et al.,, 2016; Nestler, 2013). La
protéine AFosB a aussi été étudiée a la suite d’une consommation d’aliments
hyperpalatables. Par exemple, Teergarden a observé que 6 semaines d’exposition continue
augmentent les taux de AFosB dans le NAc des souris 24 heures apres I'arrét de ce régime
(Teegarden et al., 2008). Sharma a observé que I'augmentation de AFosB dans le NAc induite
par un régime hyperpalatable persiste aprés 3 jours d’abstinence, mais cette mesure n’a
malheureusement pas été réalisée les jours suivants (Sharma et al., 2013). De plus, il a été
montré que la surexpression de AFosB dans le NAc et le StD de souris transgéniques, ou par
utilisation d’un vecteur viral, augmente le renforcement par la nourriture et la motivation
des animaux dans une procédure de PR (Olausson et al., 2006). Ces résultats suggérent une
participation de AFosB dans les processus motivationnels liés a la prise de nourriture.
L'évaluation de la protéine AFosB serait donc un outil permettant d’examiner les

dérégulations a long terme du systéme de récompense induites par un régime
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hyperpalatable. Nous proposons donc d’évaluer |’expression de AFosB dans le NAc et le StD
a la fin de I'exposition et au début des tests comportementaux afin de savoir si le régime a

provoqué un changement d’expression de cette protéine.

D. Etude de I'impact de la souche de rat utilisé dans les expériences sur

les comportements induits par un régime hyperpalatable

Dans l'article 2, nous avons souligné des aspects importants pouvant faire varier les résultats
et compliquer l'interprétation, comme I'hétérogénéité des régimes hyperpalatables ou de la
durée de I'exposition.

Un autre aspect important que nous n’avons pas discuté dans l'article, et pouvant étre
souligné ici, est I'importance de la souche de rat utilisée dans les expériences. Dans les
études citées dans I'article, 3 souches de rats différentes ont été utilisées : des rats Wistar,
des rats Long Evans et dans notre cas des rats Sprague Dawley. Il est donc intéressant de
s'interroger sur des possibles différences de réponses métaboliques et/ou
comportementales face a la nourriture hyperpalatable entre ces souches. Plusieurs études
semblent montrer de telles différences. Par exemple, Marques a réalisé une comparaison
directe entre les souches de rats Wistar et Sprague Dawley sur les effets métaboliques aprés
17 semaines d’expositions a un régime hyperpalatable d’une teneur en graisse de 45 %
(Marques et al., 2015). Plusieurs caractéristiques de trouble métabolique ont été mesurées a
savoir la tolérance au glucose par voie orale, la pression artérielle ainsi que des analyses
biochimiques sanguines. lls ont mis en évidence que les 2 souches de rats avaient des
réponses métaboliques similaires, mais celles-ci étaient beaucoup plus prononcées et
détectées plus tét chez les rats Wistar par rapport aux Sprague Dawley (Marques et al.,
2015). Ces résultats indiquent que, méme si les deux souches présentent a la fin de
I’exposition les troubles métaboliques, et peuvent étre utilisées comme modele d’obésité
(Marques et al., 2015), les rats Wistar ont eu des réponses aux effets du régime obésogéne
plus rapides et plus prononcées que les rats Sprague Dawley.

Dans une autre étude, Song a comparé les mécanismes de douleur radiculaire et
d’inflammation de la racine dorsale apres 8 semaines d’un régime gras a 40 % chez des rats
Sprague Dawley et Long Evans (Song et al., 2017). lls ont remarqué une augmentation des

comportements liés a la douleur chez les rats Long-Evans et Sprague Dawley a la suite du
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régime hyperpalatable (Song et al., 2017). De plus, ils ont observé que I'exposition au régime
a augmenté les marqueurs d’obésité chez les Long Evans (augmentation de l'insuline, de la
leptine, du pourcentage de graisse corporelle, etc.), mais pas chez les Sprague-Dawley (Song
et al., 2017). Il semblerait aussi que les résultats soient plus nets chez les rats Long Evans,
mais cette derniere information reste a confirmer. Il existe donc des différences de réponses
métaboliques a la nourriture hyperpalatable en fonction de la souche de rat utilisée. Par
conséquent, méme si ces souches sont considérées comme valides pour les études utilisant
de la nourriture hyperpalatable (Marques et al., 2015), il semble que la souche choisie
pourrait étre un facteur important et, en partie, expliquer les effets induits par ce type de

régime.

Dans les études citées dans la discussion de notre article, celle qui est la plus proche, sur le
plan du design expérimental et de la composition du régime, est celle de Rossetti (Rossetti et
al., 2014). Dans son étude, il a utilisé des rats Wistar (Rossetti et al., 2014). Comme nous
I’'avons expliqué, cette souche semble répondre de maniére plus précoce aux changements
métaboliques que les Sprague Dawley que nous avons utilisés dans notre étude (Marques et
al., 2015). De ce fait, les différences de résultats obtenues entre I'étude de Rossetti et la
notre pourraient étre en partie dues a la souche utilisée. Il est donc possible que les rats
Sprague Dawley soient plus résistants aux perturbations engendrées par un régime
hyperpalatable. Par extension, il serait possible que les perturbations comportementales
induites par le régime hyperpalatable utilisé dans notre étude soient plus difficiles a mettre
en place chez les Sprague Dawley. Une meilleure compréhension des différences

intersouches face a un régime hyperpalatable est donc nécessaire.
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Ill. Role du métabolisme du cholestérol cérébral dans l’addiction aux

drogues

A. Rappel de I'objectif

Dans l'article 3, qui correspond au second axe de cette thése, nous nous sommes intéressés
au role du cholestérol dans I’addiction et nous avons recherché I'impact de la manipulation
de son métabolisme sur I'addiction aux drogues, en particulier la cocaine.

Notre équipe a montré que le cholestérol pouvait jouer un réle potentiel dans I'addiction. En
effet, un traitement chronique avec des statines, inhibiteurs de la HMGCoAR, pendant une
période d’abstinence aprés des sessions d’auto-administrations a réduit la recherche de
cocaine et de nicotine (Chauvet et al.,, 2016). De plus, nous avons observé qu’une
consommation volontaire et chronique d’alcool altére I'expression des geéenes du
métabolisme du cholestérol au niveau du CPF, du NAc, de I'AMG et du mésencéphale
(Alsebaaly et al., 2018). L'équipe a donc émis I'hypothése que le cholestérol pouvait
participer a I'addiction et jouer un réle dans les neuroadaptations durables induites par les
drogues.

Pour tester cette hypothése, nous avons évalué I'impact de la modulation du métabolisme
du cholestérol sur la rechute en utilisant une approche virale permettant de surexprimer la
CYP46A1, I'enzyme responsable de la dégradation du cholestérol cérébral, durant une
période d’abstinence dans 3 structures cérébrales impliquées dans la rechute : le NAc, le

CCA et le StD.

B. Résumé des résultats obtenus
Les résultats de qPCR ont indiqué que l'injection aigué de cocaine a modifié le métabolisme
du cholestérol cérébral dans les 3 structures. Dans le NAc, on a observé une augmentation
de génes codant SREBF2, aussi connu sous le nom de SREBP-2, qui est une protéine
régulatrice induisant la transcription de la HMGCoAR (Goldstein et al., 2006). Dans le CCA,
I'injection de cocaine a augmenté I'expression de I'enzyme principale de la synthése du
cholestérol, ’'HMGCoAR, et du transporteur du cholestérol des astrocytes vers le neurone,
I’APO-E. Dans le StD, I'injection de cocaine a réduit I’expression de 'HMGCoAR, d’APO-E, de
la CYP46A1 ainsi que 2 génes impliqués dans la régulation du métabolisme du cholestérol,

SREBF2 et LxRb.
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L'investigation comportementale a indiqué que la surexpression de la CYP46A1 dans le StD
uniquement, a diminué la recherche de cocaine des animaux. En revanche, la surexpression
de cette enzyme n’a pas eu d’'impact quand elle est surexprimée dans le CCA ou le NAc. De
plus, les expériences complémentaires qui se sont focalisées sur la surexpression de la
CYP46A1 dans le StD ont montré que cette derniére n’a pas d’effet sur la recherche de
récompenses naturelles, sur la motivation pour la drogue, sur la résistance a la punition et

sur la perte de contréle de I’'animal pour celle-ci.

C. Role du métabolisme du cholestérol du striatum dorsal dans la

rechute

1. Modulation de I'expression génique du métabolisme du

cholestérol cérébral par la cocaine

L’évaluation de I'expression des genes du métabolisme du cholestérol nous a indiqué que
I'injection unique de cocaine a provoqué des changements d’expression dans 3 structures
impliquées dans les phénomenes de rechute : le NAc, le CCA et le StD. Il semblerait donc que

I’exposition a la cocaine modifie le métabolisme du cholestérol cérébral.

Dans le cas du NAc et du CCA, ces perturbations de I'expression génique semblent étre en
faveur d’'une accumulation de cholestérol dans ces structures. Des études antérieures ont
aussi pu montrer que les génes du métabolisme du cholestérol dans le cortex de
consommateurs chroniques de cocaine, cannabis et phencyclidine étaient perturbés dans le
cortex de patients (Lehrmann et al., 2006) et qu’une exposition chronique a I'alcool suivie de
21 jours d’abstinence a altéré, dans le NAc, le CPF ainsi que d’en d’autres structures,
I’expression des genes du métabolisme du cholestérol chez le rat (Alsebaaly et al., 2018).
Quant au StD, la diminution de la synthese, de la dégradation et du transport du cholestérol
apres une injection de cocaine semble indiquer que I'exposition a la drogue réduit I'activité
de la voie métabolique du cholestérol dans cette structure.

L'altération du métabolisme du cholestérol cérébral pourrait donc jouer un réle dans

I'addiction aux drogues et dans les effets persistants du trouble.
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Pour confirmer que I'exposition a la cocaine entraine des conséquences sur le métabolisme
du cholestérol dans ces structures, nous envisageons d’évaluer, aprés des sessions d’auto-
administrations de cocaine et d’une période d’abstinence, les variations des taux de

cholestérol, de ses précurseurs ainsi que de ses métabolites dans ces structures.

2. Effets bénéfiques de la CYP46A1 spécifiquement dans le

striatum dorsal

Les données présentées dans l'article 3 indiquent que la surexpression de la CYP46A1 dans le
StD a diminué la recherche de cocaine des animaux. Ces observations indiquent que modifier
le métabolisme du cholestérol par la CYP46A1 dans le StD peut avoir des effets bénéfiques
contre la recherche de drogues aprés une abstinence. L'ensemble de ces résultats nous
permet donc de dire que le cholestérol cérébral dans le StD semble jouer un réle dans les
phénoménes d’addiction et plus particulierement dans le phénomeéne de rechute. Cela
suggere que le cholestérol, au sein du StD, pourrait participer aux neuroadaptations induites

par les drogues décrites dans la littérature, et perdurant méme en cas d’abstinence.

De plus, I'absence d’'impact de la CYP46A1 dans le NAc et le CCA sur la rechute indique que
le métabolisme du cholestérol dans ces structures ne semble pas jouer un réle important
dans I'addiction aux drogues, ou en tous cas dans la rechute aprés abstinence. Les résultats
d’évaluation d’expression génique en gPCR montrent que I'exposition a la cocaine modifie
différemment le métabolisme du cholestérol entre le StD, le NAc et le CCA et que le
métabolisme du cholestérol dans le NAc et le CCA ne semble pas aussi perturbé, ou de
maniére différente comparée au StD. Ceci pourrait expliquer que la surexpression de la
CYP46A1 soit sans effet. Une autre étude a aussi montré que la surexpression de la CYP46A1,
dans le striatum de souris mimant la maladie de Huntington, normalisait les taux de
cholestérol chez ces animaux dont les taux de cholestérol étaient perturbés alors que la
méme surexpression chez des animaux wildtype n’impactait pas leurs niveaux de cholestérol
qui étaient normaux (Boussicault et al., 2016). Il se peut donc que la surexpression de la

CYP46A1 ait entrainé des conséquences différentes en fonction des structures ciblées.
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L'ensemble de ces données suggere que le métabolisme du cholestérol dans le StD est
perturbé par I'exposition et I'abstinence a la cocaine et que son métabolisme, dans cette
structure, représente une cible thérapeutique d’intérét dans le traitement de I'addiction aux

drogues.

3. Les mécanismes impliqués dans les effets bénéfiques de la

surexpression CYP46A1 dans le striatum dorsal

Le StD est impliqué dans la recherche compulsive de drogue (Everitt et al., 2008; Everitt and
Robbins, 2013). Pendant I'abstinence, le StD serait suractivé en raison d’une altération de la
transmission glutamatergique notamment provoquée par des perturbations du ratio
AMPA/NMDA (Yamamoto and Zahniser, 2012), ainsi que par des changements de la
composition des récepteurs NMDA (Ben-Shahar et al., 2009). Ces perturbations de la
neurotransmission glutamatergique sont en général associées a des altérations de la
plasticité cérébrale. Par exemple, Kasanetz et Moussawi ont décrit des altérations de la LTD
dans le striatum de rats apres des sessions d’auto-administrations de cocaine (Kasanetz et
al., 2010; Moussawi et al., 2009). Il est donc possible que la surexpression de la CYP46A1
dans cette structure rétablisse une neurotransmission glutamatergique normale en
modifiant les récepteurs glutamatergiques AMPA et NMDA dans le StD, diminuant ainsi les
risques de rechutes. La surexpression de la CYP46Al1 aurait donc des effets sur la
neurotransmission glutamatergique dans le StD et des effets bénéfiques quand cette

neurotransmission est perturbée.

Dans la littérature, il existe plusieurs études qui se sont intéressées aux modulations de la
CYP46A1 sur la transmission synaptique. Par exemple, il a été observé chez des souris
transgéniques CYP46A1 7, n’exprimant pas I’enzyme, une activité et une fonction réduites
des récepteurs NMDA (Sun et al.,, 2016). De plus, une activation pharmacologique de la
CYP46A1 par de I'éfavirenz, un antirétroviral, sur des cultures de neurones hippocampiques
de souris NPC-1 rétablit la LTP et la transmission synaptique (Mitroi et al., 2019).
Inversement, une inhibition pharmacologique de tranches de |'hippocampe avec du
voriconazole, un inhibiteur de la CYP46A1, bloque les processus de LTD (Popiolek et al.,
2020). Ces changements de plasticité par la modulation du métabolisme du cholestérol

sembleraient provenir d’'une modification d’adressage des récepteurs glutamatergiques a la
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membrane. Par exemple, I'ajout de statines, qui inhibent la HMGCoAR, sur des coupes de
neurones d’hippocampe favorise la transmission synaptique médiée par les récepteurs
NMDA avec une distribution de la sous-unité GIuN2B a la membrane (Parent et al., 2015).
Une seconde étude a montré que la réduction des taux de cholestérol par méthyle -
cyclodextrine sur des cultures de neurones a diminué la réponse des récepteurs NMDA et a
réduit le déclenchement de LTP (Korinek et al., 2015). De plus, une réduction
pharmacologique du cholestérol, par du méthyle-cyclodextrane et par des statines, perturbe
I'expression des récepteurs AMPA a la membrane au niveau des radeaux lipidiques et
augmente leurs internalisations (Hering et al., 2003; Hou et al.,, 2008). De ce fait, le
rétablissement d’une neurotransmission normale par la surexpression de la CYP46A1 semble
concerner, en partie, des modifications dans I'adressage et I'ancrage des récepteurs AMPA

et NMDA a la membrane.

Par ailleurs, comme la CYP46A1 est impliquée dans la dégradation du cholestérol, il s’agit
d’une enzyme qui participe au renouvellement du cholestérol et a la fluidité des membranes
(Djelti et al., 2015). En post-synaptique, la majorité des récepteurs sont localisés dans des
radeaux lipidiques. Les radeaux lipidiques participent a l'organisation des récepteurs
exprimés a la membrane et leurs fluidités participent a la translocation des récepteurs
(Sebastido et al., 2013; Suzuki et al., 2011). Cette fluidité membranaire est assez peu étudiée
dans les phénomenes d’addiction, mais il a été montré une corrélation entre la rigidité
membranaire des neurones et I'addiction a I'alcool chez le rat (Le Bourhis et al., 1986). En
effet, I’évaluation de la rigidité membranaire, par technique de polarisation de fluorescence,
a montré que les rats qui ont suivi une exposition chronique d’alcool de 4 semaines avaient
une rigidité membranaire des neurones augmentée (Le Bourhis et al., 1986). La stimulation
par la CYP46A1 pourrait ainsi provoquer une dynamisation de la fluidité des membranes des
neurones ce qui pourrait favoriser les phénomeénes de translocation des récepteurs de ces
radeaux. Dans la littérature, il a été montré que I'activation de la CYP46A1 par I'éfavirenz
augmente le flux de cholestérol et les propriétés des membranes plasmiques et/ou des
radeaux lipidiques membranaires en les rendant plus fluides (Petrov et al., 2020; Petrov and
Pikuleva, 2019). Par conséquent, une augmentation de la fluidité des membranes,
notamment au niveau des radeaux lipidiques, pourrait faciliter les phénomeénes de

translocation des récepteurs et rétablir une neurotransmission normale par la CYP46A1.
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D. Perspectives d’études du métabolisme du cholestérol cérébral dans
I’addiction
Pour étudier le role du cholestérol cérébral dans I’addiction, d’autres manipulations

pourraient aussi étre envisagées en plus de celles déja énumérées.

1. Etude des effets de la surexpression de la CYP46A1 sur la

plasticité cérébrale induite par la cocaine.

Comme déja envisagée, la surexpression de la CYP46A1 dans le StD pouvait impacter les
phénomeénes de plasticités fonctionnelles induites par I'exposition de cocaine, notamment
par des modifications d’adressage de récepteurs dans cette structure. Pour aller plus loin
dans cette idée, et dans le projet, il est nécessaire de connaitre I'impact de la surexpression
de la CYP46A1 dans le StD sur les phénomeénes de plasticité afin de savoir si la CYP46A1 peut
réduire les neuroadaptations durables induites par la cocaine.

Pour ce faire, nous allons étudier I'impact de la CYP46A1 sur I'expression des récepteurs
AMPA et NMDA a la membrane des neurones par des techniques de biologie moléculaire,
apres des sessions d’auto-administrations de cocaine et aprés une période d’abstinence. De
plus, nous allons évaluer le ratio AMPA/NMDA par des techniques d’électrophysiologiques
afin de connaitre I'impact de la CYP46A1 sur la fonctionnalité de la structure. Les résultats
gue nous obtiendrons pourront permettre d’appuyer I’hypothése d’un rétablissement d’une

neurotransmission normale au sein de la structure par la surexpression de la CYP46A1.

Nous allons aussi évaluer I'impact de la CYP46A1 sur des neuroadaptations moléculaires et
morphologiques qui ont aussi été décrites dans le StD aprés une exposition a la cocaine.

En ce qui concerne les neuroadaptations moléculaires, nous allons nous intéresser a
I’'accumulation de la protéine AFosB. Comme il a été expliqué dans I'introduction, AFosB est
une protéine qui s’accumule dans les neurones a la suite d’injections répétées de drogue et
qui persiste plusieurs mois aprés la derniére injection (Nestler et al., 2001). Son
accumulation est connue pour jouer un role clé dans les neuroadaptations persistantes
induites par les drogues et est susceptible de participer a la mise en place d’une addiction

(Nestler, 2001). Comme une accumulation de AFosB a été observée dans le StD de rongeurs

219



Discussion générale

apres des injections de cocaine (Perrotti et al., 2008), nous chercherons a savoir si la
surexpression de la CYP46A1 réduit I'accumulation de AFosB dans les neurones du StD aprés
des sessions d’auto-administrations de cocaine.

En ce qui concerne les neuroadaptations structurales, nous allons nous intéresser a la
morphologie des neurones, et plus particulierement a la structure des épines dendritiques.
Comme il a été décrit dans l'introduction, il a été observé une augmentation du nombre
d’épines dendritiques dans le StD des rats a la suite d’'une exposition chronique de cocaine
et ces changements altérent I'activité de la structure (Ren et al., 2010). Nous chercherons
donc a savoir si la surexpression de la CYP46A1 dans le StD, aprés des sessions d’auto-
administrations de cocaine et une période d’abstinence, peut rétablir une morphologie
normale des neurones. Ces recherches nous permettront de connaitre I'impact de la
surexpression de la CYP46A1 sur le rétablissement des neuroadaptations moléculaires,

structurales et fonctionnelles durables induites par la cocaine dans le StD.

2. Ftude du potentiel réle différentiel du métabolisme du

cholestérol dans les neurones D1 et D2 du striatum dorsal.

Pour rappel, dans le NAc et le StD, la DA se fixe sur des récepteurs DAergiques de type D1 et
D2 (Beaulieu and Gainetdinov, 2011). Ces 2 types de récepteurs jouent des roles différents
dans les processus de la réinstallation de recherche de cocaine. Par exemple, l'injection
systémique d’un agoniste des récepteurs DAergiques D1 ne provoque pas de changement
dans la réinstallation de recherche de drogue (De Vries et al., 2002; Dias et al., 2004,
Spealman et al., 1999), mais une injection d’un antagoniste diminue la réinstallation induite
par la drogue (Alleweireldt et al., 2003; Spealman et al., 1999). En ce qui concerne les
récepteurs DAergiques D2, des injections d’un agoniste provoquent une augmentation de la
recherche de drogues (Dias et al., 2004; Weissenborn et al., 1996) tandis que des injections
d’un antagoniste diminuent la recherche induite par la cocaine (Schenk and Gittings, 2003;

Spealman et al., 1999; Weissenborn et al., 1996).

Lorsque I'on s’intéresse uniquement au StD, la littérature se focalise particulierement sur la
partie latérale du StD qui joue un réle majeur dans la consommation compulsive de drogues
et dans la recherche aprés une abstinence (Everitt et al., 2008; Zapata et al., 2010). En effet,

une inactivation dans le StDIl, par des agonistes GABA, diminue la recherche de drogue
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induite par la drogue ou par les indices contextuels (Fuchs et al.,, 2006). De plus, lors
d’injections d’agonistes D1 ou D2 dans le StDI, il a été montré que [Iutilisation de
qguinélorane (agoniste D2) induit la réinstallation de recherche de cocaine tandis qu’un
agoniste des récepteurs D1 n’a pas d’effet (Costa-Campos et al., 2020). Ces observations
soulignent la forte implication des récepteurs D2 dans le StDI dans la recherche de drogue
aprées abstinence. L’hypothese de la forte implication des D2 dans le StDI est renforcée par
une étude de Yin qui a montré que les récepteurs DAergiques D2 sont fortement exprimés
dans le StDI par rapport au StDm (Yin et al., 2009).

Au vu de la littérature, et pour la suite de notre travail, nous envisageons de dissocier les
MSNs de la voie directe (exprimant les D1) des MSNs de la voie indirecte (exprimant les D2).
Ainsi, nous pourrions cibler spécifiguement le métabolisme du cholestérol de 'une de ces
2 populations neuronales en utilisant un vecteur viral ciblant spécifiquement les neurones de
type D1 ou D2. Pour ce faire, nous pourrions utiliser un virus possédant un promoteur
spécifique des neurones D1 ou D2. Cela nous permettrait de savoir si le métabolisme du
cholestérol cérébral peut avoir des effets différentiels en fonction du type de neurones

ciblés.
3. Etude d’approches pharmacologiques plus translationnelles

pour modifier le métabolisme du cholestérol cérébral

Enfin, en derniére perspective, nous pouvons commencer a réfléchir a la translation de notre
étude chez 'Homme. En effet, méme si le fait d’étudier des structures spécifiques par
injection virale afin de connaitre le réle du cholestérol dans ces structures est intéressant,
d’un point de vue translationnel, il est tres difficile d’imaginer des modulations spécifiques
de ses structures chez I'Homme par des injections virales. L'application thérapeutique de
notre manipulation est donc trés limitée. Une perspective intéressante serait d’utiliser des
traitements pharmacologiques pour moduler le métabolisme du cholestérol cérébral sans
avoir recours a ce type de chirurgie invasive et non autorisée chez I’'Homme.

Une telle stratégie a été réalisée dans notre laboratoire par I'utilisation de statines. Pour
résumer briévement, les statines représentent une classe de médicament peu toxique
utilisée chez I’'Homme contre I'hypercholestérolémie (Law and Rudnicka, 2006). L'utilisation
de statines a pour objectif principal de réduire la synthése de cholestérol par I'organisme en

inhibant la HMGCoAR (Mahley and Bersot, 2005).
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Dans I’étude réalisée dans notre équipe, nous avons montré qu’un traitement aux statines
pouvant accéder au cerveau diminue le risque de rechute a la cocaine et a la nicotine chez le
rongeur (Chauvet et al., 2016). La conclusion de cet article était que les statines pouvaient
représenter un nouvel outil pharmacologique dans le traitement de I'addiction et a fait le
sujet d’un essai clinique chez des fumeurs (Ingrand et al., 2018). Malheureusement, I'essai
clinique réalisé sur 118 participants fumeurs n’a pas montré d’amélioration significative sur
I’abstinence par l'utilisation des statines (Ingrand et al., 2018). L'une des raisons avancées
par les auteurs sur cette absence d’effets est que les statines utilisées ont une perméabilité
cérébrale réduite chez I’'Homme par rapport au rongeur (Saheki et al., 1994; Sierra et al.,
2011). De ce fait, le métabolisme du cholestérol peut toujours représenter une cible
thérapeutique intéressante pour le traitement de I'addiction chez 'Homme, mais il est

nécessaire d’identifier d’autres médicaments.

a. Cibler ’'enzyme de dégradation du cholestérol cérébral : la

CYP46A1

Mes résultats de these ont montré un potentiel effet positif de la surexpression de la
CYP46A1 sur I'addiction. De ce fait, 'activation de la CYP46A1 pourrait représenter une
stratégie intéressante.

Diverses revues et études passent au crible les potentiels médicaments pouvant stimuler la
CYP46A1 (Mast et al., 2017; Pikuleva, 2021; Pikuleva and Cartier, 2021). Parmi ces molécules,
I’éfavirenz, un antirétroviral, a été testé lors de plusieurs études in vitro et in vivo et est
connu pour activer la CYP46A1 (Mast et al., 2014). Dans des études précliniques, il a été
montré qu’un traitement d’éfavirenz a diminué I'apparition de la plague AB dans un modele
de souris de la maladie d’Alzheimer (Mast et al.,, 2017). Ce méme traitement a permis de
réduire I'accumulation aberrante de la protéine tau phosphorylée dans les neurones et
astrocytes dérivés de cellules souches pluripotentes de patient atteint de la maladie
d’Alzheimer (van der Kant et al., 2020, 2019). L'éfavirenz a aussi montré des effets
bénéfiques sur des modeles murins de la dépression (Patel et al.,, 2017), de glioblastome
(Han et al., 2020), de la maladie de Nieman-Pick de type C (Mitroi et al., 2019) et dans un
modeéle d’infection aux prions (Ali et al., 2021). De ce fait, I'utilisation de I'éfavirenz semble

étre une stratégie intéressante dans plusieurs pathologies. De plus, une étude clinique de
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phase 1 a débuté en 2021 pour connaitre les effets de I'éfavirenz (par utilisation de Sustiva)
chez des patients atteints de déficiences cognitives légeéres dues a la maladie d’Alzheimer
(essai NCT03706885 ; « EPAD »). Pour le moment, cette étude ne comporte que 5 patients et
n’a pas encore fourni de résultats, mais dans le futur, ces données pourraient fournir un
indice précieux quant a l'utilisation de ce type de traitement des pathologies chez 'Homme

et pourrait représenter une approche intéressante contre I'addiction.

b. Cibler le régulateur de la synthése du cholestérol cérébral :

le LXR

Afin de modifier le métabolisme du cholestérol, nous pourrions aussi envisager d’autres
cibles que la CYP46A1 ou 'HMGCoA réductase. Parmi ces cibles, la modulation par les LXRs
pourrait étre intéressante.

Comme décrit durant l'introduction, LXR est un régulateur clé du métabolisme du
cholestérol cérébral en inhibant sa synthese (Peet et al.,, 1998; Wang et al., 2008) et en
augmentant l'efflux du cholestérol (Chen et al., 2013; Repa and Mangelsdorf, 2000;
Venkateswaran et al., 2000; Zelcer et al., 2009). De plus, il a été montré que des modulations
de LXR pouvait avoir des effets bénéfiques sur des neuropathologies. Par exemple,
Iutilisation d’agonistes de LXR dans un modeéle de souris de la maladie d’Alzheimer a des
effets bénéfiques sur I'accumulation de la plaque AB et sur les troubles cognitifs associés
(Cui et al., 2012; Donkin et al., 2010; Vanmierlo et al., 2011). Des effets bénéfiques de la
stimulation de LXR ont aussi été observés dans d’autres maladies neurodégénératives
comme la maladie de Parkinson (Courtney and Landreth, 2016).

D’autres études s’intéressant a l'influence de LXRb dans des pathologies psychiatriques
commencent a apparaitre dans la littérature. Par exemple, une étude génomique a fait
I'association entre la diminution lipidique dans le CPFdl de patient schizophréne, provoqué
par LXR, et la réduction de leurs performances cognitives (Maas et al., 2020). Une autre
étude a aussi indiqué que I'activation de LXR par des agonistes a des effets antidépresseurs
dans un modele murin de la maladie et pourrait représenter une nouvelle cible
thérapeutique intéressante contre les syndromes dépressifs (Peng et al., 2018). De ce fait,
activer les LXR pourrait potentiellement avoir un effet bénéfique sur I'addiction et plus

particulierement pendant I'abstinence.
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Conclusion

L'addiction aux drogues est considérée comme un trouble psychiatrique chronique
caractérisé par une recherche et une prise compulsive de drogue et par un fort taux de
rechute.

Dans le premier axe, nous avons développé une nouvelle procédure comportementale,
visant a étudier le comportement compulsif vis-a-vis de la nourriture, qui prend en
considération le niveau de résistance individuel des animaux a la punition. Avec cette
procédure, nous avons par la suite réalisé une étude comportementale s’intéressant a
I'influence d’un régime riche en graisse et en sucre sur le développement d’une addiction a
la nourriture. En effet, I'une des questions encore non résolues a ce jour est de savoir si les
effets sur la motivation et la compulsivité des animaux a la suite d’une exposition a un
régime palatable persistent ou disparaissent aprés un certain temps. Les résultats obtenus
montrent que I'exposition chronique a une nourriture riche en sucre et en graisse n’a pas
d’effet persistant sur la motivation et la résistance a la punition des animaux
indépendamment du sexe et de I'age d’exposition.

Dans le second axe, nous avons étudié si le métabolisme du cholestérol cérébral pouvait
représenter une nouvelle cible thérapeutique pour prévenir la rechute et traiter I'addiction.
Dans ce but, nous avons modulé le métabolisme cérébral du cholestérol grace a un vecteur
viral au sein de structures impliquées dans l'addiction et étudié les effets bénéfiques
potentiels sur les comportements d’addiction. Ainsi, aprés des sessions d’auto-
administrations de cocaine, nous avons surexprimé la CYP46Al, I'enzyme principale
responsable de la dégradation cholestérol cérébral, et étudié les effets de cette modulation
sur la rechute. Les résultats ont montré que la surexpression de CYP46A1l dans le StD,
pendant la période d’abstinence, a réduit la recherche de drogue chez des rats. La
surexpression de CYP46A1 dans le CCA et le NAc n’a pas eu d'effet. Des expériences
supplémentaires ont montré que la surexpression de CYP46A1 dans le StD ne modifie ni le
comportement de recherche d’'une récompense naturelle, ni d’autres comportements liés a
I'addiction pendant la phase de consommation de la drogue, a savoir la résistance a la
punition et la motivation. Ces observations indiquent que le métabolisme du cholestérol
jouerait un role dans I'addiction et que la manipulation de cette voie métabolique pendant
une période d’abstinence, spécifiquement dans le StD, pourrait avoir des effets bénéfiques

pour prévenir la rechute. Ces résultats montrent que le métabolisme du cholestérol,
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spécifiguement dans le StD, représente une potentielle nouvelle cible thérapeutique pour

prévenir la rechute et traiter I'addiction.
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RESUME

Durant cette these, nous avons développé une nouvelle procédure comportementale auto-
ajustable pour étudier le comportement compulsif qui prend en considération le niveau de
résistance individuel. Cette procédure, en plus de représenter un raffinement des principes
des 3R, a permis de mettre en évidence que les mesures de motivation et de résistance a la
punition n’étaient pas corrélées. Cela suggére que les processus neurobiologiques sous-
jacents ces mesures sont distincts. Par la suite, nous avons étudié les effets persistants d’une
exposition chronique a un régime hyperpalatable, ainsi que le sexe et a 'age comme des
facteurs de vulnérabilités. Les résultats ont montré que ce type de régime, indépendamment
de I'age ou du sexe, diminue la consommation de nourriture standard entre les périodes
d’exposition et ne provoque pas de perturbations persistantes de la compulsivité ou de la
motivation. L'absence d’effet persistant peut représenter une différence notable entre
I’exposition a ce type de régime et I'exposition aux drogues. Enfin, nous avons étudié le réle
du métabolisme du cholestérol cérébral dans I'addiction. Les résultats ont montré qu’une
injection aigué de cocaine modifie le métabolisme du cholestérol dans le noyau accumbens,
le cortex cingulaire antérieur et le striatum dorsal (StD). De plus, la surexpression de la
CYP46A1 dans le StD uniquement, a diminué la recherche de cocaine des animaux. Le
métabolisme du cholestérol, spécifiguement dans le StD, peut représenter une cible
thérapeutique pour traiter I'addiction.

Mots-clés : cholestérol ; addiction aux drogues ; cocaine ; addiction a la nourriture ; striatum
dorsal ; rechute ; résistance a la punition ; motivation

ABSTRACT

During this thesis, we developed a new self-adjusting behavioral procedure to study
compulsive behavior that takes into account the level of individual resistance. This
procedure, in addition to representing a refinement of the 3Rs principles, revealed that
measures of motivation and resistance to punishment were not correlated. This suggests
that the neurobiological processes underlying these measures are distinct. Next, we
investigated the persistent effects of chronic exposure to a hyperpalatable diet, as well as
gender and age as vulnerability factors. The results showed that this type of diet,
irrespective of age or sex, decreases the consumption of standard food between exposure
periods and does not cause persistent disturbances in compulsivity or motivation. The lack
of a persistent effect may represent a significant difference between exposure to this type of
diet and exposure to drugs. Finally, we studied the role of brain cholesterol metabolism in
addiction. The results showed that an acute injection of cocaine altered cholesterol
metabolism in the nucleus accumbens, anterior cingulate cortex and dorsal striatum (DSt). In
addition, overexpression of CYP46Al in the DSt only, decreased the cocaine seeking.
Cholesterol metabolism, specifically in the DSt, may represent a therapeutic target to treat
addiction.

Keywords: cholesterol; drug addiction; cocaine; food addiction; dorsal striatum; relapse;
resistance to punishment; motivation



