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EDTA : acide éthylène diamine tétra-acétique 

EPM : labyrinthe en croix surélevée [Elevated Plus Maze] 

ERO : espèce réactive de l’oxygène 

Flx : fluoxétine 

GFAP : protéine d’acide fibrillaire gliale [Glial Fibrilary Acid Protein] 

GFP : protéine fluorescente verte [Green Fluorescent Protein] 

GRE/ARE : élément de réponse aux récepteurs des glucocorticoïdes/androgènes 

H2O2 : péroxyde d’hydrogène 

HAM-D : échelle de degré de dépression de Hamilton 

hMAO-A : monoamine oxydase humaine 

HPLC : chromatographie liquide haute pression [High Pressure Liquid Chromatography] 

hSyn : synapsine 1 humaine 
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Ig : anticorps (immunoglobuline) 

I-MAO : inhibiteur de la MAO-A 

i.p. : intrapéritonéal 

IRSN : inhibiteur de la recapture de la sérotonine et de la noradrénaline 

ISRS : inhibiteur sélectif de la recapture de la sérotonine 

KLF11 : facteur de type Kruppel 11 [Kruppel-like factor 11] 

ko : knock-out 

L : axe latéral 

LCRa : liquide céphalorachidien artificiel 

MAO-A : monoamine oxydase isoforme A 

MAO-B : monoamine oxydase isoforme B 

moMAO-A : MAO-A murine [mouse MAO-A] 

NaCl : chlorure de sodium 

NA : noradrénaline 

NSF : test de l’alimentation supprimé par la nouveauté [Novelty Suppressed Feeding] 

OF : test en champ ouvert [Open Field] 

PBS : tampon phosphate salin [Phosphate-Buffered Saline] 

PCR : réaction de polymérisation en chaîne [Polymerase Chain Reaction] 

(m)PFC : cortex préfrontal (médian) [(medial) Prefrontal Cortex] 

RT-qPCR : PCR quantitative en temps réel ou avec transcription inverse [Real Time or 

Reverse Transcription quantitative PCR] 

SEM : erreur type à la moyenne [Standard Error of the Mean] 

SERT : transporteur de recapture de la sérotonine 

Sirt1 : : sirtuine 1 

SPT : test de préférence d’eau sucrée [Sucrose Preference Test] 

TBE : Tris, Borate, EDTA 

TDC : trouble dépressif caractérisé 

UCMS : stress chronique imprévisible du milieu [Unpredictable Chronic Mild Stress] 

VNTR : variation du nombre de répétition d’un tandem 

VTA : aire tegmentale ventrale 

WT : sauvage [Wild Type] 

ZNF : Zero-Net Flux 
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Résumé 

 

Le trouble dépressif caractérisé (TDC) constitue une pathologie psychiatrique sévère qui 

affecte une part importante de la population mondiale et s’avère être la première cause 

d’invalidité dans le monde selon l’OMS, caractérisée par un taux de suicide élevé. Malgré de 

nombreuses années d’études, la physiologie et les mécanismes sous-jacents à la survenue de la 

dépression demeurent mal identifiés. 

Parmi les hypothèses avancées, il est supposé l’importance cruciale de la transmission 

monoaminergique. En effet, chez les patients déprimés comme dans les modèles animaux de la 

pathologie, les niveaux en neurotransmetteurs monoaminergiques (notamment la sérotonine et 

la noradrénaline) sont diminués et le rôle majeur de cette neurotransmission est renforcé par le 

fait que les antidépresseurs classiques ont pour principal mécanisme d’augmenter le niveau 

synaptique de ces monoamines. 

De plus, il a été identifié chez les patients souffrant de dépression l’augmentation de 

l’expression et de l’activité d’une enzyme, la monoamine oxydase A (MAO-A), qui s’avère être 

la principale enzyme responsable de la dégradation des neurotransmetteurs monoaminergiques 

impliqués dans la dépression. Les études précliniques menées chez les rongeurs ont également 

confirmé cette observation. L’hypothèse émise serait donc que cette augmentation d’expression 

et d’activité entraînerait une dégradation accrue de la sérotonine et de la noradrénaline, 

conduisant donc à la diminution de leurs niveaux cérébraux et potentiellement à l’émergence 

de la pathologie. 

L’objectif de ce travail de thèse a donc consisté à modéliser cette hausse d’expression et 

d’activité de la MAO-A pour déterminer le rôle précis de celle-ci dans la survenue de la 

dépression et déterminer si elle pouvait participer aux mécanismes de résistance aux 

antidépresseurs. 

Afin d’étudier les potentiels effets d’une élévation de l’expression de la MAO-A, un vecteur 

viral permettant une expression constitutive de l’isoforme humaine de l’enzyme et ciblant un 

type cellulaire spécifique est injecté dans le cortex préfrontal (mPFC). Après deux semaines de 

récupération, le comportement émotionnel des animaux est évalué par Open Field, labyrinthe 

en croix surélevée (EPM), test de néophagie (NSF) et test d’aspersion (Splash Test). La 

surexpression de la MAO-A est confirmée par RT-qPCR et par Western Blot et l’activité 
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enzymatique résultante déterminée. L’effet sur les niveaux en sérotonine (5-HT), mais aussi en 

dopamine, GABA et glutamate, est déterminé par microdialyse en situation basale (sans 

traitement), ou après un traitement antidépresseur (fluoxétine ou kétamine). 

La surexpression dans les neurones pyramidaux de la MAO-A engendre dans le mPFC une 

diminution des niveaux extracellulaires en 5-HT. Elle est aussi, d’un point de vue 

comportemental, responsable d’une diminution du temps de toilettage dans le Splash Test 

synonyme d’un effet dépressiogène et, hypothétiquement, anhédonique ce qui n’est toutefois 

pas confirmé par un test de préférence de sucrose. Cette hausse de l’activité de la MAO-A est 

aussi associée à l’adaptation de l’expression génique de certains récepteurs à la 5-HT et 

d’acteurs de la synthèse et de la recapture de la noradrénaline. Lorsque cette surexpression est 

induite au niveau astrocytaire, elle est à l’origine d’une diminution du temps passé et du nombre 

d’entrée dans les bras ouverts de l’EPM, marquant un effet anxiogénique de cette surexpression. 

Enfin, cette hausse des niveaux de MAO-A est responsable de la perte de l’effet neurochimique 

de l'administration en aiguë de fluoxétine. 

Les études précliniques réalisées dans les présents travaux apportent des arguments en faveur 

d’un rôle de la surexpression de la MAO-A observée chez les patients dépressifs dans la 

survenue de la pathologie, mais également un probable rôle dans les mécanismes imputables à 

l’apparition d’une non-réponse aux traitements classiques. 
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1. Les monoamines oxydases 

1.1. Généralité sur les MAO 

Les monoamines oxydases (MAOs) sont des enzymes mitochondriales fixées à la membrane 

externe des mitochondries. On distingue deux isoformes de MAOs, appelées A et B 

(respectivement MAO-A et MAO-B), codées par deux gènes différents qui partagent une 

homologie de séquence de 73% (Bach, Lan et al. 1988, Shih, Grimsby et al. 1993), suggérant 

une origine commune aux deux gènes (Bach, Lan et al. 1988). Chaque isoforme est fortement 

conservée entre les espèces de mammifères puisque, à titre d’exemple, les gènes codant pour la 

MAO-A humaine et celle de rat possèdent une homologie de 87% (Shih, Grimsby et al. 1993). 

Les MAOs catalysent la réaction de désamination oxydative des monoamines endogènes, 

participant ainsi à l’inactivation de celles-ci, et plus particulièrement dans le cas des 

neurotransmetteurs de type monoaminergiques : la sérotonine (5-HT), la noradrénaline (NA) et 

la dopamine (DA). 

Ces deux enzymes se distinguent notamment par leur spécificité de substrat, la MAO-A 

catalysant la dégradation préférentiellement de la 5-HT et de la NA tandis que la MAO-B 

catabolisant d’autres monoamines endogènes telles que la phényléthylamine et la benzylamine. 

En ce qui concerne la DA, si certains auteurs intègrent cette monoamine parmi la liste des 

substrats de la MAO-A (Youdim, Edmondson et al. 2006), il semblerait davantage que sa 

dégradation soit sous l’effet de la MAO-B (Garrick and Murphy 1980). Les MAO-A et MAO-

B sont également discriminées à partir des inhibiteurs de celles-ci : si certaines molécules 

comme l’iproniazide ne sont pas sélectives, d’autres inhibent spécifiquement la MAO-A (le 

moclobémide) ou la MAO-B (la sélégiline et la pargyline). 

Les MAOs sont exprimées dans la plupart des tissus de l’organismes. Toutefois, les niveaux 

d’expressions varient selon les tissus et en fonction de l’isoforme considérée (Figure 1). Ainsi, 

la MAO-A est très majoritairement exprimée dans le tube digestif (duodénum, colon) et dans 

les tissus gras ainsi que dans la thyroïde alors que son expression est plus faible dans d’autres 

tissus ; a contrario, la MAO-B apparait fortement exprimée dans le foie, les reins ou encore le 

cœur et le cerveau. L’expression des MAOs varie également en fonction des régions comme 

cela est observé dans le cerveau. 
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Figure 1 : Niveau d’expression des MAOs dans différents tissus et organes de l’organisme humain 

Les niveaux d’expression de la MAO-A et de la MAO-B ont été déterminés chez l’homme à la fois au 

niveau transcriptomique par RNA-seq et au niveau protéomique par immunodétection (Fagerberg, 

Hallstrom et al. 2014) (d’après https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/4128 et https://www.ncbi.nlm. 

nih.gov/gene/4129). 

1.2. Génétique de la MAO-A 

1.2.1. Localisation chromosomique du gène de la MAO-A  

Le gène codant la MAO-A (comme celui codant la MAO-B) est localisé sur le bras court du 

chromosome X, au niveau du locus Xp11.23. Toutefois, par le mécanisme d’inactivation d’un 

des deux chromosomes X chez la femme, l’un des allèles du gène de la MAO-A se retrouve 

inactivé (Carrel and Willard 2005, Stabellini, Vasques et al. 2009), permettant un niveau 

d’expression comparable du gène chez les hommes et chez les femmes. 

1.2.2. Régulation de l’expression du gène de la MAO-A 

Le gène de la MAO-A est sous le contrôle d’un promoteur pouvant fixer sur différents 

éléments de réponses des facteurs activateurs et inhibiteurs de la transcription (Figure 2). 
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Figure 2 : Localisation des éléments de réponse aux facteurs de transcription régulant l’expression du gène 

de la MAO-A 

L’activité du gène de la MAO-A est sous le contrôle de différents facteurs de transcriptions pour la plupart 

activateurs tels que les récepteurs aux glucocorticoïdes et androgènes, ainsi que Sp1 et KLF11, mais 

également de répresseurs dont notamment le facteur R1. Les facteurs Sp1, KLF11 et R1 appartenant à la 

même famille de facteurs de transcription et ayant une homologie structurale proche, ceux-ci peuvent se 

lier au promoteur du gène de la MAO-A par les mêmes éléments de réponse. 

Ce promoteur est ainsi porteur de trois éléments de réponse aux récepteurs des 

glucocorticoïdes et androgènes (GRE/ARE). Ces récepteurs, en se liant au troisième GRE/ARE, 

sont responsables de l’activation du promoteur et donc de l’augmentation d’expression de la 

MAO-A (Ou, Chen et al. 2006). Ainsi, le traitement par un dérivé du cortisol (la 

déxaméthasone, DEX) de cellules contenant un plasmide permettant l’expression d’un gène 

rapporteur (la luciférase) sous le contrôle du promoteur de mao-a augmente d’un facteur de 2,6 

l’activité du promoteur de la MAO-A ; cette augmentation atteint un facteur de 5,3 lorsque les 

cellules surexpriment après transfection le récepteur aux glucocorticoïdes. L’effet positif des 

glucocorticoïdes, libéré en réponse à un stress (Finsterwald and Alberini 2014), laisse envisager 

un effet direct du stress sur l’expression de la MAO-A. 

 

L’expression du gène de la MAO-A est également sous le contrôle des facteurs de 

transcription KLF11, R1 et Sp1 (Duncan, Johnson et al. 2012). 

Toujours en utilisant les vecteurs plasmidiques, Ou et ses collaborateurs démontrent 

également le rôle important du facteur de transcription Sp1 dans la régulation de l’expression 

de la MAO-A (Ou, Chen et al. 2006). Le facteur Sp1 possède dans le promoteur du gène de la 

MAO-A quatre éléments de réponses (tous proches des GRE/ARE). Lorsque ces éléments de 

réponse sont mutés ou délétés, l’activité transcriptomique basale du gène en aval du promoteur 

de la MAO-A est réduite. De plus, lorsque le troisième élément de réponse à Sp1 est muté et ce 

malgré la surexpression des récepteurs aux glucorcorticoïdes l’activité du promoteur est 
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réduite : Ou en déduit que cet élément de réponse contribue fortement à l’activation du gène de 

la MAO-A par les GRE/ARE. 

Par ailleurs, Ou et ses collaborateurs ont constaté par immunoprécipitation que le facteur 

répresseur R1 interagissait avec le GR et que cette interaction diminuait lorsque les cellules 

étaient traitées avec un glucocorticoïde tandis qu’en parallèle le GR interagissait davantage 

avec Sp1. Le facteur Sp1 semble ainsi favoriser, lors d’un stress, l’activation du gène de la 

MAO-A tandis que le facteur R1 empêche, en l’absence de cortisol (et donc de stress), le rôle 

activateur du GR. 

Tout comme les facteurs Sp1 et R1, le facteur de transcription KLF11 participe à la 

régulation du gène de la MAO-A (Grunewald, Johnson et al. 2012). En effet, en co-transfectant 

des cellules humaines de neuroblastome avec le promoteur du gène mao-a en amont du gène 

de la luciférase et le gène de KLF11, Grunewald observe une augmentation de l’activité du gène 

rapporteur et donc du promoteur. Dans cette étude, l’auteur démontre également chez des rats 

soumis à un stress par défaite sociale chronique (CSD) une augmentation d’expression de 

KLF11 dans le cortex préfrontal (PFC) et le thalamus ; ce résultat est aussi observé dans le 

cortex préfrontal de souris soumises au CSD (Harris, Johnson et al. 2015). Cette surexpression 

de KLF11 est également retrouvée chez des patients souffrant de dépression ; en effet, le dosage 

protéique par Western Blot sur des biopsies de cortex PFC de patients dépressifs décédés a mis 

en évidence une augmentation de 36% de la protéine KLF11 (Harris, Johnson et al. 2015). 

En 2018, il a été constaté que le blocage de l’expression protéique du facteur de transcription 

sirtuine 1 (Sirt1) conduisait à une diminution des niveaux d’ARNm et de protéine de la MAO-

A : le gène de la MAO-A est sous régulation positive du facteur de transcription Sirt1 (Peng, 

Xue et al. 2018). Par ailleurs, l’expression de Sirt1 est corrélée positivement à celle de 

l’expression de la MAO-A : dans le cas d’un stress répété les niveaux d’ARNm et de protéine 

de Sirt1 augmentent tandis qu’ils sont réduits après recours à un traitement antidépresseur 

(Peng, Xue et al. 2018). Toutefois, cette régulation positive de l’expression de la MAO-A par 

Sirt1 implique un intermédiaire, le facteur de transcription NHLH2, et non une interaction 

directe de Sirt1 avec un quelconque élément de réponse dans le promoteur du gène mao-a 

(Libert, Pointer et al. 2011). Plus précisément, Sirt1 catalyse la déacétylation de NHLH2, 

rendant ce dernier actif et lui permettant donc d’interagir avec ses éléments de réponse (au 

nombre de 2) localisés dans la partie proximale du promoteur, à proximité des éléments de 

réponse à Sp1 (Libert, Pointer et al. 2011). 
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Une étude récente menée par Jia et son équipe (Jia, Cheng et al. 2021) a mis en évidence 

l’intervention de la protéine -synucléine (SYN) dans la régulation de l’expression du gène 

de la MAO-A. Il a, en effet, été observé qu’une surexpression de SYN dans des cellules 

murines de neuroblastome entraînait une augmentation de l’activité du gène de la MAO-A ainsi 

que la quantité de transcrits et de protéine de l’enzyme. Toutefois, par co-immunoprécipitation 

de la chromatine, il n’a été constaté aucune interaction entre SYN et le promoteur du gène. 

En s’intéressant aux facteurs de transcription R1 et Sp1, les chercheurs ont alors constaté que 

cette augmentation d’expression de SYN était à l’origine d’une augmentation d’expression du 

facteur de transcription Sp1 : la balance régulatrice de l’expression du gène de la MAO-A se 

déplace par conséquent en faveur de la transcription du gène (Jia, Cheng et al. 2021). 

 

La régulation de l’expression du gène de la MAO-A est aussi dépendante du sexe de 

l’individu. En effet, si chez la femme la présence de deux gènes de la MAO-A (car deux 

chromosomes X) est compensée par rapport à l’homme par inactivation de l’un des gènes, chez 

l’homme le facteur de transcription SRY participe à la régulation du gène de la MAO-A. Ainsi, 

la surexpression de SRY dans des cellules en culture conduit à une augmentation de 

l’expression et de l’activité enzymatique de la MAO-A (Wu, Chen et al. 2009). Inversement, le 

knockdown du gène de SRY par des petits ARN interférents conduit à une diminution de 45% 

de l’activité de la MAO-A. De plus, lorsque le promoteur de la MAO-A (sous sa forme entière 

ou tronquée) est placée en amont du gène rapporteur de la luciférase, il est observé que 

l’augmentation d’expression du facteur SRY est associé à une activité du gène rapporteur 

jusqu’à la forme tronquée ne contenant que les 240 paires de base en amont du nucléotique 

initiateur de la transcription. Les études de co-immunoprécipitation de la chromatine et 

d’analyse des séquences du promoteur ont permis d’identifier que la protéine SRY pouvait 

interagir directement avec le promoteur de la MAO-A sur une région proche des éléments de 

réponse à Sp1 (Wu, Chen et al. 2009). Si le facteur SRY joue un rôle d’activateur de la 

transcription du gène de la MAO-A, sont action est favorisée de manière synergique par le 

facteur Sp1 : la surexpression des deux facteurs en même temps entraîne une augmentation de 

l’activité du gène de la MAO-A supérieure à l’augmentation induite par la surexpression d’un 

seul de ces deux facteurs et le knock-out (ko) de Sp1 en parallèle de la surexpression de SRY 

réduit l’activité du gène. Enfin, les protéines SRY et Sp1 semblent pouvoir interagir directement 

(Wu, Chen et al. 2009) entre elles pour réguler positivement l’expression du gène de la MAO-

A. 



 26 

1.2.3. Régulation circadienne de l’expression du gène de la MAO-A 

Nous venons de voir que l’expression du gène de la MAO-A était soumise à un certain 

nombre de facteurs de transcriptions régulant l’expression du gène en réponse à des stimuli 

environnementaux comme le stress. Toutefois, une étude menée en 2008 par Hampp et ses 

collaborateurs a montré que la régulation de l’expression transcriptomique de la MAO-A était 

aussi soumise au cycle circadien (Hampp, Ripperger et al. 2008), autrement dit que le niveau 

de transcription du gène variait en fonction du moment de la journée dans certaines régions 

associées au contrôle des émotions et de l’humeur (le noyau accumbens, le putamen et l’aire 

tegmentale ventrale (VTA)) dont l’activité évolue en fonction du cycle circadien. 

En effet, l’utilisation d’un gène rapporteur précédé du promoteur de la MAO-A a permis de 

mettre en évidence une activité cyclique du gène sur 24 heures (Hampp, Ripperger et al. 2008) : 

le gène de la MAO-A s’exprime de manière oscillatoire en fonction du moment de la journée. 

De plus, la co-transfection de cellules avec la construction “promoteur de la MAO-A + gène 

rapporteur” avec le gène de un ou plusieurs facteurs du système d’horloge biologique montre 

un effet différent selon la combinaison étudiée (Tableau 1). L’immunoprécipitation de la 

chromatine utilisant des anticorps dirigés contre le facteur de transcriptions liés à la régulation 

temporelle des gènes (“circadian-clock genes”) Bmal1 a montré que le gène de la MAO-A 

interagissait de manière oscillante avec cette protéine dans les neurones de la VTA en fonction 

du moment de la journée. Par ailleurs, l’analyse de l’expression transcriptomique de la MAO-

A dans des souris ayant perdu le fonctionnement du facteur Per2 a montré une diminution de 

l’expression de la MAO-A ainsi qu’une disparition de l’activité circadienne du gène : le facteur 

Per2 favorise l’expression de la MAO-A de manière cyclique. 

Combinaison de facteurs du 
cycle circadien 

Effet sur l’activité du 
promoteur de la MAO-A 

Bmal1 +Npas2  
Bmal1+Clock Ø 

Bmal1+Npas2+Cry1  
Bmal1+Npas2+Per2  

Tableau 1 : Effet de l’expression de différents facteurs lié au système du cycle circadien sur l’activité du 

gène de la MAO-A 

Les facteurs BMAL1, NPAS2 et Per2 favorise l’expression circadienne de la MAO-A tandis que le facteur 

Clock apparait comme un répresseur de l’activité transcriptomique du gène de la MAO-A. 

 

 



 27 

1.2.4. Polymorphismes du gène 

Le gène de la MAO-A, comme tout autre gène, présente des variations de séquences ou 

polymorphisme. Certains de ces polymorphismes ont été associés à la survenue de la dépression 

ou à une augmentation de la réponse aux antidépresseurs. 

Parmi ces polymorphismes, celui impliquant une variation du nombre de répétition d’un 

tandem (uVNTR) situé en position proximal du nucléotide initiateur de la transcription dans le 

promoteur du gène de la MAO-A a été particulièrement étudié. Il consiste en la répétition de 2 

à 5 fois d’une séquence nucléotidique de 30 bases (Sabol, Hu et al. 1998) : les allèle de 2 et 3 

répétitions est dit allèle court tandis que les 3,5, 4 et 5 répétitions constituent un allèle dit long. 

La forme longue de l’uVNTR est préférentiellement associé au diagnostic du trouble dépressif 

caractérisé (TDC), notamment chez la femme, ainsi qu’à un fort risque de développer des 

complications chez les patients souffrant d’un TDC (Kersting, Kroker et al. 2007). Cet allèle 

est également associé à une réponse aux antidépresseurs amoindrie par rapport à des patients 

souffrant de TDC non porteur de cet allèle (Domschke, Hohoff et al. 2008). 

Ces différents allèles du VNTR proximal sont à l’origine d’une structuration différente de la 

chromatine au niveau du promoteur du gène mao-a, notamment en ce qui concerne les motifs 

de méthylation du promoteur et les facteurs de transcriptions pouvant se lier sur ce dernier 

(Manca, Pessoa et al. 2019). Ainsi, l’allèle à 4 copies se caractérise par un niveau de méthylation 

plus élevé que les allèles courts. Inversement, les facteurs de transcription CTCF, Sp1, 

hnRNPK, CNBP et nucléoline semblent pouvoir lier plus facilement l’allèle à 3 copies du 

promoteur par rapport à l’allèle à 4 copies (Manca, Pessoa et al. 2019). 

Les études sur le polymorphisme du gène de la MAO-A, bien que moins nombreuses que 

celles sur le VNTR, mettent tout de même en évidence que d’autre polymorphismes sont 

associés à la pathologie du TDC ou à l’efficacité du traitement. Ainsi, l’étude menée par 

Leutchter et ses collaborateurs en 2004 montre que le polymorphisme rs6323 est associé à une 

différence de réponse à un traitement des patients, les patients porteurs de l’allèle responsable 

d’une plus grande activité du gène (allèle G ou G/G) souffrant d’un plus grand nombre 

d’épisodes de dépressions et étant davantage résistant aux traitements (Leuchter, McCracken et 

al. 2009). 

De même, la récente étude de Chappell montre une association entre le polymorphisme 

rs979605 et l’efficacité d’un traitement antidépresseur d’une part et une association entre ce 

même polymorphisme et le sexe de l’individu d’autre part (Chappell, Colle et al. 2022). En 

effet, les femmes homozygotes pour l’allèle G de ce polymorphisme présente une diminution 

du score de Hamilton (17 items) après 6 mois de traitement AD ; inversement, les femmes 
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homozygotes pour l’allèle A ne présente pas de réelle diminution des symptômes dépressifs 

après 6 mois de traitement en comparaison de leur état au début du traitement. En revanche, 

l’effet du traitement ne semble pas être affecté par l’unique allèle présent chez les hommes 

(qu’il soit A ou G), ni chez les femmes hétérozygotes (dont l’effet est similaire à ce qui est 

observé chez les femmes « répondant » au traitement antidépresseur). 

 

Le promoteur du gène mao-a comporte un second VNTR situé en position plus distalle 

(dVNTR) que celui cité ci-dessus ; ce VNTR est constitué de deux courts décamères 

(CTCCTCCCCG et CCCCTCCCCG) flanquée d’ilôts CpG dont le nombre de copies varie de 

8 à 11 (Philibert, Wernett et al. 2011). L’allèle constitué de 9 copies assure une plus grande 

activité transcriptionnelle au gène mao-a que les autres allèles, l’allèle constitué de 10 copies 

assurant même la plus faible des activités du gène mao-a (Philibert, Wernett et al. 2011). 

L’analyse fonctionnelle de ces deux tandems de répétition a permis de mettre en évidence 

qu’une délétion de l’uVNTR n’avait pas d’impact sur les niveaux d’expressions du gène alors 

qu’une délétion du dVNTR seul suffit à fortement réduire l’activité transcriptomique du gène 

mao-a (Manca, Pessoa et al. 2018) : le dVNTR est une séquence régulant positivement 

l’expression du gène de la MAO-A. Les deux tandems de répétition assurent également, par 

combinaison de leurs polymorphismes, un rôle de modulation négative de l’activité du gène de 

la MAO-A. Les différentes combinaisons d’allèles des deux VNTR, répartis de manière non 

équitable dans la population, ont un impact plus ou moins fort sur la régulation négative de 

l’expression du gène (Checknita, Maussion et al. 2015, Manca, Pessoa et al. 2018). 

1.2.5. Isoformes du transcript de la MAO-A 

L’analyse en bioinformatique des ARNm issus de la transcription du gène mao-a révèle 

l’existence de quatre isoformes différentes du gène, nommées 201, 202, 203 et 204 (Manca, 

Pessoa et al. 2018). Les isoformes 202 et 203 sont des transcripts courts du gène de la MAO-A 

dont le codon initiateur de la traduction est inexistant (isoforme 202) ou très proche de la fin de 

l’ARNm (isoforme 203), rendant ces isoformes non codantes (Manca, Pessoa et al. 2018). Les 

deux autres isoformes assurent la formation d’isoforme de l’enzyme MAO-A. Toutefois, si le 

transcript 201 permet la traduction d’une isoforme protéique fonctionnelle de la MAO-A, la 

structure du transcript 204 amène à la production d’une isoforme non fonctionnelle de la MAO-

A. En effet, le transcript 204, plus long que le 201 (sa séquence incorpore l’uVNTR évoqué en 

§1.2.4) présente un second codon d’initiation de la traduction qui conduit à un décalage du 

cadre de lecture et à la présence d’un codon STOP prématuré : l’enzyme synthétisée à partir de 
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cette séquence nucléotidique est tronquée, ne comportant pas de domaine de liaison au FAD 

nécessaire à l’activité de l’enzyme (Manca, Pessoa et al. 2018). 

1.2.6. Régulation épigénétique du gène de la MAO-A 

Comme de nombreux autres gènes, celui codant la MAO-A est soumis à une régulation de 

son activité par des mécanismes épigénétiques. Le principal élément de régulation épigénétique 

est la méthylation d’îlots cytosine-guanidine (CpG) qui induit une régulation négative de 

l’activité des gènes. L’analyse de la séquence génétique du gène de la MAO-A comprenant son 

promoteur a montré la présence de deux îlots CpG, l’un couvrant uniquement une région du 

promoteur qui contient par ailleurs le tandem de répétition évoqué précédemment (cf 1.2.4), 

l’autre couvrant la partie la plus proximale du promoteur ainsi que l’ensemble du premier exon 

et le début du premier intron (Shumay and Fowler 2010). 

Toutefois, une étude réalisée post-mortem sur le cortex de patients humains ne révèle pas 

d’association entre les niveaux d’expression de l’enzyme et de méthylation du gène (Cervera-

Juanes, Wilhem et al. 2016). Mais le résultat de cette étude diffère des études in vitro ainsi 

qu’une autre étude menée chez des sujets humains. En effet, les études in vitro menées avec le 

gène rapporteur de la luciférase ont montrées que le niveau de méthylation du promoteur du 

gène conduisait à une variation du niveau d’activité du gène (Checknita, Maussion et al. 2015, 

Schiele, Ziegler et al. 2018). De la même manière, l’étude de Shumay (Shumay, Logan et al. 

2012) a été conduite chez des sujets cette fois-ci vivant à l’aide de l’imagerie par PET scan 

après administration de clorgyline radiomarqué ; il a alors été montré une augmentation de 

l’activité cérébrale de la MAO-A qui était corrélée à une diminution de la méthylation du 

promoteur du gène de la MAO-A. Toutefois, il est à noter que la détermination du niveau de 

méthylation chez les sujets humains a été réalisé à partir de l’ADN de cellules sanguines. 

1.3. L’enzyme de la MAO-A 

1.3.1. Structure protéique de la MAO-A 

La MAO-A est une enzyme monomérique qui s’attache à la membrane extérieure de la 

mitochondrie par l’intermédiaire d’une hélice située au niveau de la région en C terminal de la 

séquence primaire de la MAO-A (qui débute par l’acide aminé en position 497). 

La MAO-A humaine reste sous forme monomérique (De Colibus, Li et al. 2005, 

Edmondson, DeColibus et al. 2007), contrairement à son isoforme MAO-B et à la MAO-A 

murine qui forment des dimères. De manière surprenante, les séquences en acides aminés du 

site actif des formes humaine et du rat de la MAO-A sont identiques mais leurs formes diffèrent 
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considérablement (De Colibus, Li et al. 2005) ce qui pourrait expliquer en fonction des espèces 

la différence de spécificité de substrat. La forme monomérique de la MAO-A humaine semble 

garantir une plus faible stabilité à la température que la forme dimérique de la MAO-A chez les 

rongeurs, l’enzyme perdant 60% de son activité après 120 minutes à 25°C (Wang and 

Edmondson 2007). 

L’analyse structurale cristallographique a également permis de déterminer que la structure 

de la MAO-A formait trois domaines fonctionnels distincts (Figure 3), un domaine de liaison 

du substrat, un domaine de liaison du co-facteur et un domaine d’ancrage à la membrane 

constitué essentiellement par une hélice  localisé dans la région C terminale de la protéine (De 

Colibus, Li et al. 2005). 

 
Figure 3 : Structure de la MAO-A humaine obtenue par cristallographie 

La détermination de la structure de la MAO-A humaine a permis d’identifier 3 domaines nécessaires pour 

son fonctionnement : un domaine de liaison au FAD (en bleu), un domaine de liaison du substrat (en jaune) 

et le domaine d’ancrage à la membrane mitochondriale (en vert). Le site catalytique correspond à la cavité 

hydrophobe partagée entre les deux domaines de liaisons. Sont indiquées sur ce schéma les 3 résidus 

aspartates impliqués dans l’activité de la MAO-A. 

Nous avons vu précédemment que l’expression de la MAO-A était sujette à une régulation 

fine au niveau transcriptomique, ce qui, théoriquement, pourrait avoir une incidence sur 

l’activité globale de l’enzyme (si les niveaux d’expression en transcript et en protéine étaient 
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corrélés). Toutefois, l’activité de l’enzyme dépend également de son fonctionnement 

intrinsèque, autrement dit de sa capacité à catalyser la réaction de déamination oxydative des 

monoamines. 

 

La structure en acides aminés impacte le fonctionnement de la MAO-A. En effet, trois acides 

aspartique localisés dans le domaine de liaison au cofacteur FAD (en positions 61 et 248) et 

dans le site de liaison du substrat (en position 328) sont nécessaires à différents degrés au 

fonctionnement de l’enzyme (Wei, Satram-Maharaj et al. 2012). Ainsi, la substitution par 

mutagenèse dirigée a permis de déterminer que les acides aspartiques en 248 et 328 étaient 

nécessaires à l’activité enzymatique de la MAO-A ; toutefois, ces deux résidus n’ont pas la 

même importance pour l’activité de l’enzyme. En effet, la substitution du premier résidu 

entraîne une diminution de l’activité catalytique de la MAO-A au niveau de la protéine même 

sans pour autant réduire l’activité globale de la MAO-A au niveau cellulaire. Lorsque l’acide 

aspartique en 328 est remplacé par un autre résidu, le fonctionnement de l’enzyme est 

totalement perdu. En revanche, l’acide aspartique 61 ne semble pas avoir de rôle dans l’activité 

catalytique de la MAO-A (sa substitution n’entraînant pas de perte d’activité), mais semble 

intervenir dans l’activité sensible au calcium en modulant l’interaction avec le FAD qui assure 

un rôle dans la stabilité et le maintien de la conformation de l’enzyme (Nandigama and 

Edmondson 2000, Wei, Satram-Maharaj et al. 2012). 

Si les séquences primaires des protéines de la MAO-A et de la MAO-B partagent une 

homologie de 73%, la spécificité en termes de substrats et d’inhibiteurs s’expliquerait par un 

seul nucléotide qui diffère entre les deux isoformes (Geha, Rebrin et al. 2001). En effet, par 

mutagenèse dirigée, il a été constaté que le remplacement de l’isoleucine présente en position 

335 par une tyrosine modifiait la spécificité de l’enzyme vis-à-vis de ses substrats et 

inhibiteurs : cette substitution induit une plus grande sélectivité de la MAO-A pour les substrats 

et les inhibiteurs de la MAO-B que ceux pouvant interagir avec une MAO-A non modifiée 

(Geha, Rebrin et al. 2001). En parallèle, la substitution de la tyrosine en position 326 de la 

MAO-B par une isoleucine conduit au phénomène inverse : la MAO-B interagit alors 

sélectivement avec les substrats et inhibiteurs de la MAO-A mais plus avec ses substrats et 

inhibiteurs conventionnels. 

1.3.2. La flavine adénine dinucléotide, co-facteur de la MAO-A 

La réaction catalysée par la MAO-A fait aussi intervenir un co-facteur redox, la flavine 

adénine dinucléotide (FAD). Ce co-facteur est lié de manière covalente au domaine de liaison 
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au FAD (Figure 3) par la formation d’un pont disulfure avec une cystéine entre le FAD et la 

cystéine en position 406 (Kearney, Salach et al. 1971) ; la cystéine liant le FAD est par ailleurs 

comprise dans un pentapeptide (sérine-glycine-glycine-cystéine-tyrosine) conservé entre les 

deux isoformes et situés à des positions relativement similaires dans la structure des protéines 

(Bach, Lan et al. 1988). La perte de cette liaison covalente entre l’enzyme et son co-facteur 

(substitution de la cystéine par une alanine) n’empêche pas la liaison entre les deux molécules 

et n’abolit pas la réaction catalysée (Hiro, Tsugeno et al. 1996, Nandigama and Edmondson 

2000) ; toutefois, lorsque cette liaison est supprimée, l’activité catalytique de la MAO-A est 

tout de même réduite suggérant une influence de cette liaison covalente sur l’efficacité de 

l’enzyme (Nandigama and Edmondson 2000). De plus, cette liaison covalente n’est pas 

nécessaire que ce soit pour le repliement de la protéine ou pour son adressage à la membrane 

externe des mitochondries. 

1.3.3. Substrats de la MAO-A et mécanismes enzymatiques 

De manière générale, les MAOs catalysent la déamination oxydative des monoamines, ce 

qui entraîne l’inactivation de ces dernières. Cette réaction libère un aldéhyde dérivé de la 

monoamine qui sera à son tour pris en charge par des aldéhydes déshydrogénases pour former 

respectivement de l’acide 5-hydroxyindolacétique (5-HIAA) et de l’acide vanillylmandélique 

à partir de la 5-HT et de la NA. La réaction de déamination des monoamines par les MAOs 

libère aussi du peroxyde d’hydrogène (H2O2) et de l’ammonium. 

Toutefois, chez l’être humain les deux isoformes de MAOs présentent une spécificité de 

substrat plus importante que leurs homologues murines. Ainsi, la MAO-A désamine 

préférentiellement la 5-HT et la NA et, selon certains articles, la DA tandis que la MAO-B 

intervient surtout pour la dégradation des autres monoamines, telles que la tryptamine et la 

tyramine (Tableau 2) (Youdim, Edmondson et al. 2006). 
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Figure 4 : Mécanisme moléculaire de la déamination oxydative des monoamines par les MAOs 

La déamination oxydative des monoamines fait intervenir des molécules d’eau pour permettre 

l’élimination du groupement amine sous la forme d’ammonium suite à l’oxydation de ce même groupement 

rendu possible par la réduction du FAD. Ce dernier est régénéré par intervention d’une molécule de 

dioxygène qui prend en charge les atomes d’hydrogènes récupérés lors de la formation de l’aldéhyde 

résiduel de la déamination de la monoamine. 

 

Monoamine 
MAO-A MAO-B 

Km (µM) Vmax 
(pmol/min.mg) Km/Vmax Km (µM) Vmax 

(pmol/min.mg) Km/Vmax 

5-HT 137 228 3,03 1093 6,6 1,75 

NA 284 561 3,21 238 321 3,07 

adrénaline 125 379 1,66 266 465 0,006 

DA 212 680 1,98 229 702 1,35 

tryptamine 35 58 0,14 35 108 77,3 

tyramine 127 182 1,66 107 343 2,84 

2-phényléthyl- 
amine 140 20 1,43 4 309 3,21 

Tableau 2 : Caractéristique enzymatique des MAOs pour différentes monoamines (d’après (Youdim, 

Edmondson et al. 2006)) 

Le ratio Km/Vmax apporte une information importante sur l’efficacité de l’enzyme, là où le Km est un reflet 

de la capacité de l’enzyme à lier/prendre en charge le substrat. 
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1.3.4. Régulation de l’activité enzymatique de la MAO-A par le calcium 

Si l’activité enzymatique de la MAO-A dépend de sa structure et plus particulièrement de 

certains résidus aspartates, elle dépend aussi de la concentration d’ions calcium Ca2+ 

disponibles dans le cytoplasme pour l’enzyme. En effet, le ko de la protéine antiapoptotique 

Bax Inhibitor 1 (BI-1), protéine assurant une régulation des niveaux cytosolique et dans le 

réticulum endoplasmique en Ca2+, induit une augmentation de l’activité de la MAO-A sans 

modifier son niveau d’expression (Lee, Lee et al. 2013), associée à une augmentation de la 

libération de Ca2+ dans le cytosol des cellules. De plus, les animaux ko pour BI-1 montrent une 

plus grande vulnérabilité au stress environnemental chronique et une diminution des quantités 

de 5-HT et de NA. 

1.3.5. MAO-A et preseniline 1 (PS-1) 

En étudiant le rôle de la PS-1 dans la maladie d’Alzheimer, des chercheurs se sont intéressés 

au comportement de cette protéine avec la MAO-A. En recourant à la co-immunoprécipitation 

de la PS-1, les auteurs ont alors constaté que la MAO-A précipitait avec PS-1 et que les deux 

protéines interagissaient. En étudiant l’activité de l’enzyme MAO-A dans un modèle de souris 

transgénique mutée pour la PS-1 (remplacement d’une méthionine par une valine comme dans 

la pathologie d’Alzheimer), il a été montré que le variant étudié pouvait être à l’origine d’une 

inhibition de l’activité de la MAO-A (Wei, Gabriel et al. 2012). Une autre étude, menée 

antérieurement à celle de Wei, a montré que des femmes porteuses d’autres variants de la PS-1 

souffraient davantage de dépression que des sujets sains (Ringman, Diaz-Olavarrieta et al. 

2004). Bien que ces études aient porté dans le cadre de la dépression précédant la survenue de 

la maladie de Alzheimer, elles laissent penser que la PS-1 pourrait moduler l’activité de la 

MAO-A en interagissant directement avec l’enzyme. 

1.3.6. Fonctions assurées par la MAO-A 

La MAO-A, comme la MAO-B, assurent la dégradation des monoamines qu’elles soient 

endogènes ou exogène. Cela se traduit au niveau cérébral par la dégradation de la 5-HT et de la 

NA par la MAO-A ce qui assure la régulation des quantités de ces deux neurotransmetteurs et 

par conséquent le turn-over (autrement dit la dégradation d’une partie des stocks en même 

temps que leur production). Au niveau hépatique, les MAOs assurent la dégradation des 

monoamines captées dans l’alimentation participant donc à la dégradation de molécules 

potentiellement réactives. 
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Via la régulation des niveaux en neurotransmetteurs monoaminergiques, la MAO-A 

participe aussi de manière indirecte au développement neuronal et donc à la maturation du 

cerveau et des circuits neuronaux (pour revue, voir (Jones and Raghanti 2021)). 

La production d’espèces réactives de l’oxygène (ERO) par la MAO-A conduit à 

l’implication de celle-ci dans un certain nombre de phénomènes physiologiques et 

pathologiques. En effet, les EROs peuvent jouer un rôle de médiateur dans la régulation de la 

croissance cellulaire (Yoon, Yun et al. 2002), la signalisation cellulaire ou encore la régulation 

de la mort cellulaire par apoptose (Finkel 1999). De plus, ces EROs peuvent directement 

intervenir dans les mécanismes de mort cellulaire (Tatton and Olanow 1999) telle que 

l’apoptose et donc participer à des pathologies neurodégénératives. 

1.3.7. Intervention de la MAO-A dans la cascade d’évènements liées à 

l’apoptose 

Il a été observé que la MAO-A était activée dans les cellules entrant en apoptose avant même 

l’activation de la caspase 3 qui initie la cascade des caspases, les enzymes effectrices de 

l’apoptose (Fitzgerald, Ufer et al. 2007). Cela semble indiquer que la MAO-A participerait au 

signal apoptotique, ce que semble confirmer l’inhibition de la MAO-A : en réduisant l’activité 

de la MAO-A, il est observé que l’activation des caspases était réduite et que la perte de viabilité 

cellulaire diminuait par rapport à des cellules non traitées avec un I-MAOA. Par ailleurs, 

lorsque la MAO-A pour laquelle le résidu aspartate situé en position 328 (voir ci-dessus) est 

remplacée par un acide aminé inactif, l’expression des protéines anti-apoptotiques Bcl-2 et Bcl-

xl est augmentée et est associée à une augmentation de la survie cellulaire (Wei, Satram-

Maharaj et al. 2012). L’ensemble de ces observations laisse apparaitre clairement que la MAO-

A joue un rôle majeur dans la cascade des évènements associée à la survenue de l’apoptose. 

1.3.8. Rôle de la MAO-A dans la respiration mitochondriale et la 

production d’ERO 

La MAO-A en oxydant les monoamines génère du H2O2. Cette production de H2O2 peut 

conduire à un stress oxydant, entraînant la consommation du glutathion sous forme réduite et 

l’inactivation de la chaîne respiratoire, plus particulièrement du complexe I (Cohen and Kesler 

1999). Cette augmentation de production d’espèces réactives de l’oxygène et l’inactivation de 

la chaîne respiratoire mitochondriale est associée à différentes pathologies telles que les 

maladies neurodégénératives (Cohen and Kesler 1999), le développement de cancers en 

participant indirectement à la reprogrammation cellulaire et en induisant la prolifération des 
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cellules cancéreuses (Chen, Guo et al. 2020), ou encore le vieillissement et des 

dysfonctionnements cardiaques par endommagement des mitochondries (Mialet-Perez, Santin 

et al. 2018). 

De manière surprenante par rapport aux précédents travaux, la récente étude de Graves 

montre que l’activité des MAOs, et plus particulièrement l’isoforme B de la MAO, aurait un 

effet positif pour les neurones dopaminergiques (Graves, Xie et al. 2020). En effet, les auteurs 

constatent, qu’après augmentation des niveaux cytosoliques en DA, l’inhibition de la MAO-B 

conduit à une augmentation de l’oxydation des molécules dans le cytosol et notamment des 

thiols comme le glutathion ; ils en émettent l’hypothèse que les MAOs préviendraient l’auto-

oxydation de la DA et donc la consommation des thiols réduits qui assurent la protection de la 

cellule contre un stress oxydant. De plus, ils observent que les électrons libérés par l’oxydation 

de la DA dépendante des MAOs sont transférés au complexe IV de la chaîne respiratoire ce qui 

favorise la sortie de protons depuis la matrice mitochondriale et la production d’ATP. Graves 

et ses collaborateurs supposent également que l’activité des MAOs, et notamment de la MAO-

B, permet d’augmenter la production d’énergie pour soutenir les besoins de la cellule quant à 

la libération de DA (Graves, Xie et al. 2020). 

1.4. Expression différentielle des MAOs durant le 
développement cérébral 

L’étude aux stades précoces de l’expression des ARNm des MAOs dans des cerveaux 

d’embryons (stades E10 à E18) et de jeunes souris (de la naissance à 5 mois post-natal) a montré 

qu’il existait un profil d’expression complémentaire entre les deux isoformes au niveau des 

neurones monoaminergiques (Vitalis, Fouquet et al. 2002), à l’exception notable des neurones 

sérotoninergiques pour lesquels les deux isoformes sont co-exprimés de manière similaire. 

Ainsi, l’ARNm de la MAO-A est fortement détecté dans les neurones noradrénergiques et 

adrénergiques, et notamment dans le locus cœruleus, durant la période embryonnaire et persiste 

à la période post-natale ; ces mêmes neurones n’expriment pas ou peu la MAO-B. Le schéma 

d’expression inverse est ainsi observé dans les neurones dopaminergiques pour lesquels 

l’ARNm de la MAO-B prédomine fortement, schéma d’expression qui est retrouvé tout autant 

lors de la période embryonnaire que durant la vie post-natale ; en revanche, l’expression de la 

MAO-A n’est détectée qu’à partir des phases tardives de la période embryonnaire et augmente 

durant la phase post-natale. Enfin, l’expression des deux isoformes est importante dans les 

neurones sérotoninergiques durant la période embryonnaire avec un devenir différent à la 

période post-natale selon l’isoforme et les noyaux cérébraux : si l’expression de la MAO-B 
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demeure constante, celle de la MAO-A va décroitre durant la période post-natale dans les 

noyaux ventraux du raphé tandis que l’expression reste élevée dans les noyaux dorsaux de cette 

même région. Dans les autres populations de neurones “monoaminergiques” (histaminergiques, 

cholinergiques et mélatoninergiques), la MAO-B est seule exprimée soit dès la période 

embryonnaire soit plus tardivement dans le cas des neurones cholinergiques. Toutefois, une 

expression embryonnaire importante de MAO-A et qui diminue à la période post-natale est 

retrouvé dans un groupe de neurones cholinergiques du cerveau postérieur, et plus 

particulièrement dans les nerfs moteurs (Vitalis, Fouquet et al. 2002). 

Dans les populations neuronales non-monoaminergiques, la MAO-A apparait 

particulièrement exprimée dans l’hippocampe (avec une prédominance dans la sous-région 3 

de la corne d’Ammon), mais également dans d’autres régions associées à la régulation de 

l’humeur comme les noyaux centraux et antérieurs de l’amygdale ou encore le cortex pyriforme. 

Cette forte expression est conservée dans le cerveau mature. La MAO-B est exprimée au sein 

des populations de neurones dits non-monoaminergiques essentiellement dans les zones 

ventriculaire et subventriculaire ainsi que dans l’hippocampe et l’amygdale, mais cette 

expression décroit rapidement à la fin de la période embryonnaire (Vitalis, Fouquet et al. 2002). 
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2. Le Trouble Dépressif Caractérisé 

2.1. Symptomatologie et épidémiologie du Trouble 
Dépressif Caractérisé 

Le Trouble Dépressif Caractérisé (TDC) est le trouble psychiatrique avec la plus forte 

prévalence au niveau mondial selon l’Organisation Mondiale de la Santé qui estimait en 2022 

que le TDC affectait près de 280 millions de personnes (World Health Organization 2022); de 

plus, il est estimé que près de 16% de la population mondiale (soit un 6e des êtres humains) 

serait amené à souffrir de symptômes dépressifs et de dépression (Kessler, Berglund et al. 

2003). Outre cette prévalence, le TDC constitue la première cause d’invalidité dans le monde, 

ayant un fort impact sur la société et l’économie des pays. 

Un patient est diagnostiqué comme souffrant de TDC dès lors qu’il présente comme 

symptôme une association de l’un des deux symptômes majeurs de la dépression (humeur 

dépressive ou perte d’intérêt/plaisir à l’accomplissement de tâche sensé en procurer) avec au 

minimum quatre symptômes dit mineurs (dont des troubles de la prise alimentaires/troubles du 

poids, la sensation de culpabilité ou encore des troubles du sommeil) dont la liste est établie 

dans le Manuel Diagnostique et Statistique des Troubles Mentaux (DSM-5) (American 

Psychiatric Association 2013). Parmi ces symptômes, on retrouve aussi les pensées suicidaires, 

un symptôme auquel une attention particulière doit être apportée puisque le taux de mortalité 

pour cause de suicide concerne près de 10% des patients dépressifs (Goncalves Peter, Lopez 

Molina et al. 2020). 

Il est aussi important de noter qu’il existe une inégalité de prévalence de la pathologie au 

regard du sexe des patients puisqu’il est estimé que les femmes souffrent deux fois plus de 

dépression que les hommes (Kessler 2003). 

Enfin, l’hétérogénéité des symptômes et le nombre élevé de combinaisons possibles entre 

eux est à l’origine de 227 profil symptomatiques différents, pouvant s’élever à près de 16.400 

dès lors que l’on prend en considération l’ensemble des sous-symptômes (Fried and Nesse 

2015). 

Le traitement clinique du TDC a pour premier objectif de réduire les symptômes dépressifs, 

mais également de réduire les risques de rechutes. Ce traitement repose principalement sur 

l’utilisation de molécules antidépressives, notamment dans le traitement des formes modérées 

et sévères de la maladie. Le degré de sévérité de la pathologie est déterminée par l’utilisation 

d’échelles d’évaluations cliniques, à l’instar des échelles de Hamilton («Hamilton Rating Scale 
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for Depression», HAM-D) et de Montgomery et Åsberg (Montgomery-Asberg Depression 

Rating Scale, MADRS). 

2.2. Physiopathologie du TDC et l’hypothèse 
monoaminergique 

Les facteurs en cause dans la survenue des TDC restent à ce jour complexes et mal identifiés, 

même si différentes hypothèses ont été émises tels que l’intervention de facteurs 

environnementaux ainsi que différents mécanismes biologiques et physiologiques. 

La plus ancienne hypothèse avancée pour tenter d’expliquer la survenue de la dépression est 

l’hypothèse monoaminergique. Cette hypothèse suppose que le TDC, comme d’autres troubles 

de l’humeur, serait causé par une déplétion importante des quantités de neurotransmetteurs 

monoaminergiques (5-HT, DA, NA) au niveau cérébral. Les bases de cette hypothèse remontent 

au début des années 1950 lorsque il a été observé chez des patients traités pour hypertension 

par la réserpine, une molécule induisant une déplétion en monoamine, que ces patients 

développaient pour la plupart d’entre eux une dépression (Freis 1954). Cette hypothèse fut 

renforcée lorsque fut découvert les propriétés antidépresseurs de l’iproniazide identifiée 

ultérieurement comme étant un inhibiteur des MAOs (I-MAO). 

Dans une étude ultérieure (Neumeister, Nugent et al. 2004), la déplétion en tryptophane, le 

précurseur de la 5-HT, entraîne chez des patients en rémission une augmentation transitoire 

mais sévère du score HAM-D, supérieure à celle observée chez des sujets sains eux-aussi 

déplétés en tryptophane ; lorsque ces mêmes sujets (patients et sujets sains) étaient soumis à un 

placebo (depletion sham), aucune augmentation significative du HAM-D n’était observé. Selon 

les auteurs de cette étude clinique, la déplétion en tryptophane et donc le déficit en 5-HT aurait 

permis de mettre en lumière des modifications fonctionnelles dans les circuits neuronaux qui 

seraient impliqués dans l’étiologie du TDC (Neumeister, Nugent et al. 2004). La méta-analyse 

de l’ensemble des études cliniques menées sur la déplétion en précurseur des monoamines 

(Ruhe, Mason et al. 2007) confirme qu’une déplétion en monoamines chez des patients en 

rémission induisait une baisse de l’humeur, similaire à celle observée chez les patients souffrant 

de TDC. De plus, cette méta-analyse fait ressortir une plus grande sensibilité des femmes vis-

à-vis des hommes à la déplétion en précurseurs de la 5-HT. 

Si la déplétion en précurseur de la 5-HT entraîne des symptômes similaires à ceux observés 

chez les patients atteint de dépression et plaide en faveur de l’hypothèse des monoamines, 

d’autres arguments vont dans le même sens. En effet, la plupart des traitements antidépresseurs 
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agissent directement sur les niveaux en monoamines dans la fente synaptique, en inhibant la 

recapture ou la dégradation (I-MAOs). 

Néanmoins, l’hypothèse du déficit en monoamines ne fait pas l’unanimité. Ainsi, pour 

certains auteurs (Delgado 2000, Hirschfeld 2000, Boku, Nakagawa et al. 2018), les limites des 

antidépresseurs (ci-après, §2.3.2) remettraient en cause cette hypothèse monoaminergique. 

Ainsi, d’autres hypothèses sont mises en avant pour tenter d’expliquer la survenue de la 

dépression, telles qu’une modification de la neuroplasticité et de la neurogenèse (voir (Boku, 

Nakagawa et al. 2018, Moncrieff, Cooper et al. 2023) pour revue). De la même manière, la 

méta-analyse de Ruhe évoquée précédemment met en lumière le fait qu’une déplétion en 

neurotransmetteurs monoaminergiques n’induit pas de dégradation de l’humeur des sujets 

sains ; toutefois, une baisse légère était observée chez ceux ayant des antécédents familiaux de 

troubles de l’humeur (Ruhe, Mason et al. 2007). 

2.3. Traitement courant du TDC et ses limites 

2.3.1. Les traitements antidépresseurs 

Les principaux traitements de la dépression se basent sur la pharmacothérapie ciblant les 

voies monoaminergiques. Les premiers traitements antidépresseurs (AD) ont été découverts par 

sérendipité en 1952 : lors de l’étude de l’iproniazide comme antituberculeux, les chercheurs ont 

pu constater que cet I-MAO entraînait une amélioration de l’humeur des patients (Lopez-Munoz 

and Alamo 2009). Cette découverte permis la mise au point de l’une des premières familles 

d’AD. Mais en raison, entre autres, de leurs sévères effets indésirables, les I-MAO se retrouvent 

supplantés dès les années 1960-70 par les AD de la famille des tricycliques comme 

l’imipramine (plus efficaces et mieux tolérés). En effet, si les I-MAO apportaient une réponse 

thérapeutique suffisante, ils inhibaient tout autant les MAOs centrales que périphériques ; de 

cette inhibition résultait la difficulté de métaboliser et éliminer les monoamines apportées par 

l’alimentation et notamment la tyramine, entraînant une intoxication des patients (crise 

hypertensive) par ce même composé retrouvé dans nombre d’aliments et majoritairement le 

fromage (d’où l’appellation “d’effet fromage”/“cheese effect”) et dans les cas les plus sévères 

le décès du patient (notamment s’il n’était pas traité à temps). 

Par la suite, afin d’améliorer l’efficacité des traitements tout en réduisant les effets 

indésirables, des molécules ciblant les transporteurs de recapture des monoamines, les 

inhibiteurs sélectifs de la recapture de la 5-HT (ISRS) et les inhibiteurs mixtes de la recapture 

de la 5-HT et de la NA (IRSN), ont été développées. 
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2.3.2. Limitations à l’usage des AD, la résistance aux antidépresseurs 

et la latence avant leurs effets. 

Dans sa méta-analyse de 2018, Cipriani met en évidence que tous les antidépresseurs testés 

(soit 21 dans cette étude) sont plus efficaces qu’un quelconque placebo pour le traitement du 

TDC (Cipriani, Furukawa et al. 2018). Toutefois, malgré l’efficacité des AD, leur utilisation se 

heurte à un écueil majeur : la résistance aux AD. 

Cette résistance au traitement a été étudié dans le cadre de l’étude clinique STAR*D, menée 

aux États-Unis auprès d’environs 4 000 patients souffrant de TDC. Les patients inclus dans 

cette étude étaient traités par différents antidépresseurs (appartenant le plus souvent aux 

familles des ISRS ou des IRSN), et admis dans des protocoles impliquant jusqu’à 4 traitements 

successifs de traitement. Cette étude clinique a ainsi mis en évidence que près de la moitié des 

patients traité pour TDC avec deux AD différent atteignaient le stade de rémission, et que cette 

proportion montait à 67% (cumul des taux de rémissions) des patients lorsque ceux-ci 

recevaient jusqu’à 4 traitements différents (Rush, Trivedi et al. 2006). De plus, près du tiers des 

patients (soit ceux qui ne sont pas entrés en rémission après 4 étapes de traitement) sont 

diagnostiqués comme souffrant d’une dépression résistante au traitement (Rush, Trivedi et al. 

2006). 

Outre cette résistance, l’efficacité des AD est aussi limitée par le délai d’action des 

médicaments pour induire les premiers effets bénéfiques. En effet, si les effets 

pharmacologiques attendus des AD ne sont observés qu’au bout de 4 à 6 semaines, les effets 

indésirables sont quant à eux présent dès les premiers jours de traitement. 

De plus, une part importante des patients en rémission d’un TDC développent un à plusieurs 

épisodes de rechutes nécessitant un maintien du traitement au long court après la fin des 

symptômes. Si le risque de rechute diminue avec le temps de rémission, plus un patient a vécu 

d’épisode et plus le risque de récurrence du TDC augmente (Solomon, Keller et al. 2000). Ces 

rechutes se caractérisent par ailleurs par des symptômes généralement plus sévères que ceux 

observés lors du premier épisode dépressif (Hollon, Shelton et al. 2006). 

  



 42 

3. Altérations de l’expression et de l’activité de la 
MAO-A 

3.1. Déficience d’expression de la MAO-A 

3.1.1. Déficience en MAO-A chez l’être humain 

La MAO-A est, comme nous l’avons expliqué précédemment, l’enzyme responsable de la 

dégradation de la 5-HT et de la NA. Il a été observé chez des patients souffrant de troubles 

psychiatriques associés à un comportement agressif une altération du métabolisme de la 5-HT, 

notamment un déficit de la dégradation du neurotransmetteur. 

Chez des patients apparentés souffrant d’un trouble borderline ayant un comportement 

agressif, il a été observé une mutation du gène de la MAO-A conduisant à une forme tronquée 

(présence d’un codon stop dans l’exon 8) n’ayant plus d’activité (Brunner, Nelen et al. 1993). 

Par ailleurs, cette même étude révèle que les femmes portant de manière hétérozygote la 

mutation responsable de la perte d’activité de la MAO-A ne souffraient pas du trouble 

psychiatrique qui n’est alors retrouvé que chez les mâles. Ce résultat, associé avec une 

diminution des taux de 5-HIAA, produit de dégradation de la 5-HT par oxydation, permet aux 

auteurs de cette étude de formuler l’hypothèse d’un lien fort entre la déficience en activité de 

la MAO-A et de la survenue d’un comportement agressif chez les sujets mâles porteurs de cette 

déficience. Cette déficience par une protéine de la MAO-A tronquée non fonctionnelle répond 

depuis au nom de syndrome de Brunner. 

De manière générale, il a été observé depuis cette étude qu’un déficit en MAO-A est associé 

à des troubles du comportement de type agressif induit par le stress et des comportements 

impulsifs (Lenders, Brunner et al. 1998). De plus, le syndrome de Brunner se caractérise aussi 

par un comportement impulsif sévère. Par ailleurs, le traitement de patients souffrant de 

dépression par des inhibiteurs de la MAO-A ne conduit pas à des symptômes similaires à ceux 

observés dans le syndrome de Brunner laissant supposer que la déficience en MAO-A aurait 

des effets dès les périodes précoces (avec des modifications neuronales et physiologiques) et 

une influence des évènements arrivant précocement dans la vie des sujets souffrant de cette 

pathologie (Brunner 1996). 

3.1.2. Modèles précliniques de déficience, le ko du gène de la MAO-A 

La déficience en expression du gène de la MAO-A est responsable chez l’être humain d’un 

comportement agressif et violent. La modélisation de cette déficience en MAO-A chez des 

souris pour le gène de la MAO-A reproduit ce comportement agressif dans le test de 
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« confrontation à un intrus » (resident-intruder confrontation) : lorsque les souris ko pour la 

MAO-A sont mises en présence d’une souris intruse, le comportement agressif de ces souris est 

supérieur à celui des souris ayant une activité non altérée de la MAO-A (Cases, Seif et al. 1995, 

Popova, Skrinskaya et al. 2001, Chen, Cases et al. 2007). Ce déficit en MAO-A est associé à 

une augmentation des niveaux en 5-HT, DA et NA ainsi qu’une diminution des niveaux en leurs 

métabolites (Cases, Seif et al. 1995, Chen, Holschneider et al. 2004). 

Ce comportement agressif, induit par la déficience en activité enzymatique de la MAO-A, 

n’est pas reproduit lorsque des animaux adultes exprimant l’enzyme sont traités avec des I-

MAOA, à une seule exception. En effet, le traitement chronique des juvéniles par un I-MAOA 

conduit tout de même à un comportement agressif, qui reste malgré tout restreint par rapport à 

ce qui est observé chez les souris ko pour la MAO-A (Cases, Seif et al. 1995). 

 

La déficience en MAO-A par un ko du gène se caractérise aussi par une baisse du 

comportement exploratoire au regard de la nouveauté. Ainsi, des souris Tg8 (déficientes par un 

codon stop prématuré) passent moins de temps à explorer les trous présents sur le couvercle de 

la cage de test dans une étude comportemental de Popova en 2001 (Popova, Skrinskaya et al. 

2001). De la même manière, les souris ko pour la MAO-A explorent moins les objets 

nouvellement mis en leur présence modérément lorsque les souris effectuent le test dans une 

nouvelle cage et plus fortement lorsqu’elles le réalisent dans leur cage d’hébergement (Godar, 

Bortolato et al. 2011). Les auteurs de cette dernière étude émettent alors l’hypothèse que la 

déficience sévère en MAO-A serait à l’origine d’une néophobie, et plus particulièrement d’une 

mal-adaptation émotionnelle qu’ils définissent comme des réponses défensives non adaptées 

aux stimuli issus de l’environnement des souris déficientes. 

Si les modèles de déficience d’expression ou d’activité de la MAO-A sont à l’origine d’un 

comportement émotionnel atypique, l’étude du comportement anxieux ne révèle pas de 

comportement anxieux que ce soit dans le labyrinthe en croix surélevée (EPM) (Godar, 

Bortolato et al. 2011) ou le test de light-dark boxes (Popova, Skrinskaya et al. 2001). 

Étrangement, Chen et ses collaborateurs observent dans leur modèle une diminution de 

l’exploration de la zone centrale de l’open field et du nombre d’entrée dans les bras ouverts de 

l’EPM marquant donc un effet anxiogène de la déficience en MAO-A ; ils suggèrent alors que 

les niveaux en 5-HT et l’anxiété étaient liés par une “relation en U”. Toutefois, cette hypothèse 

doit être prise avec vigilance de par le fait que le modèle utilisé est un double ko des MAO-A 

et MAO-B. Par ailleurs, la déficience génétique en MAO-A est responsable d’une altération 

structurelle de la couche IV du cortex sensori-moteur primaire et une modification 
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morphologique des neurones granulaires et des axones thalamocorticaux (Chen, Cases et al. 

2007). 

En revanche, si le gène de la MAO-A permet la production d’une enzyme dont l’activité est 

fortement réduite sans pour autant être totalement perdue, les souris ne présentent plus qu’une 

plus grande vulnérabilité au déficit social sans présenter de comportement agressif (Bortolato, 

Chen et al. 2011). De plus, dans ce modèle d’une enzyme MAO-A hypomorphique, les niveaux 

en neurotransmetteurs monoaminergiques ne sont pas impactés de la même manière selon les 

régions comme cela est observé pour un ko du gène ou pour une perte totale d’activité : dans le 

cas d’un allèle hypomorphique de la MAO-A, les niveaux en 5-HT, DA et NA sont augmentés 

dans l’hippocampe et le cerveau médian mais ne varient pas par rapport à des souris porteuses 

d’un allèle avec une activité non altérée dans le PFC et l’amygdale (Bortolato, Chen et al. 2011). 

Les auteurs de cette étude évoquent alors l’hypothèse que l’agressivité des individus présentant 

un hypomorphisme de la MAO-A serait due à une exposition précoce à des stress sociaux, 

comme nous l’évoquions dans le paragraphe précédent (cf §3.1.1). 

Enfin, la récupération partielle de l’expression de la MAO-A dans l’encéphale de souris ko 

pour le gène de la MAO-A restaure les niveaux en neurotransmetteurs monoaminergiques et 

préviens la survenue d’un comportement agressif (Chen, Cases et al. 2007). De plus, cette 

récupération (induite par l’injection d’un vecteur viral contenant le transgène humain de la 

MAO-A) entraîne une récupération de la morphologie des neurones et des structures cérébrales 

altérées par le déficit en MAO-A. Chen et ses collaborateurs émettent alors l’hypothèse que 

l’augmentation en monoamines induite par l’absence de dégradation par la MAO-A entraînerait 

une cascade d’évènements qui conduirait à une modification structurelle des régions cérébrales 

à des âges précoces desquelles résulterait une altération du comportement. 

 

Comme nous avons pu le voir dans le cas de la déficience en MAO-A, cette enzyme semble 

avoir par sa capacité à réguler les niveaux en neurotransmetteurs de type monoamine un rôle 

clé dans la régulation du comportement et de l’émotionnalité. Par conséquent, qu’en est-il 

lorsque l’expression et l’activité de la MAO-A sont augmentées ? Il s’agit du cœur même du 

présent projet que nous allons aborder dès la partie suivante. 
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3.2. Augmentations d’expression et d’activité de la MAO-
A chez des patients souffrant de dépression 

3.2.1. La MAO-A est surexprimée et son activité augmentée chez les 

patients dépressifs 

Comme nous l’avons vu précédemment, l’une des hypothèses pour expliquer la survenue de 

la dépression serait un déficit en neurotransmetteurs monoaminergiques (5-HT, DA, NA). Ce 

déficit serait dû à une augmentation du catabolisme de ces neurotransmetteurs par la MAO-A, 

impliquant par conséquent une augmentation d’expression de l’enzyme et/ou de son activité. 

L’utilisation de l’harmine (capable de de se lier à la MAO-A de manière sélective et 

réversible) marquée au carbone 11 a permis d’étudier la distribution (et donc le niveau 

d’expression protéique) de la MAO-A in vivo chez des patients (Zanderigo, D'Agostino et al. 

2018). Ainsi, dans une étude clinique menée sur une vingtaine de patients déprimés, Meyer et 

ses collaborateurs ont observé une augmentation significative du volume de distribution de la 

MAO-A (autrement dit de la densité/quantité de protéines MAO-A) de 34% en moyenne et 

dans l’ensemble des régions cérébrales (Tableau 3) (Meyer, Ginovart et al. 2006). L’équipe de 

chercheurs-cliniciens émet l’hypothèse qu’au cours d’un TDC cette densité plus élevée de 

MAO-A serait à l’origine d’une augmentation du métabolisme des neurotransmetteurs de type 

monoamine. Néanmoins, dans cette étude, il n’a pas été permis de déterminer la localisation 

exacte au niveau cellulaire de cette augmentation, ou même de déterminer quel type cellulaire 

était le plus impacté entre les cellules gliales et les neurones. De plus, les auteurs soulignent le 

fait qu’il n’est pas permis, à ce stade, de déterminé si cette augmentation serait due à une 

augmentation de la densité en MAO-A par mitochondrie ou s’il s’agit d’une augmentation de 

la densité en mitochondries et donc artificiellement en MAO-A (Figure 5). 

 

Toutefois, l’étude menée par Meyer est réalisée chez des patients vivants en recourant à 

l’imagerie médicale qui ne permet d’avoir accès que de manière indirecte (le volume de 

distribution d’un ligand radiomarqué) au niveau en MAO-A. En dosant les niveaux en protéines 

MAO-A par Western Blot sur des échantillons de PFC prélevé chez des patients atteints de 

TDC décédés, il a été observé une augmentation de la quantité en protéines MAO-A, avec une 

valeur d’augmentation oscillant entre 28% dans l’étude de Harris (Harris, Johnson et al. 2015) 

à 39-40% dans celle de Johnson (Johnson, Stockmeier et al. 2011). Dans l’étude de Harris, 

l’immunomarquage a également permis de déterminer que le niveau le plus important était 

retrouvé dans les astrocytes tandis que le signal mesuré dans les neurones était moindre (Harris, 
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Johnson et al. 2015). Par ailleurs, l’activité enzymatique de la MAO-A est augmenté de 19 à 

24,5% (respectivement pour les patients traités et non traité pour le TDC) dans le PFC de 

patients TCD décédés (Johnson, Stockmeier et al. 2011). 

 

Région cérébrale 
Volume de distribution de la MAO-A 

Significativité 
Sujets sains Patients TDC 

Cortex préfrontal 15,61 20,88 * 

Cortex temporal 15,54 23,68 * 

Cortex cingulaire 
antérieur 

18,77 25,09 † 

Cortex cingulaire 
postérieur 

18,95 25,35 * 

Thalamus 21,58 30,00 * 

Noyau caudé 13,86 19,47 † 

Putamen 16,75 21,75 † 

Hippocampe 18,25 23,33 † 

Cerveau médian 18,25 22,81 ‡ 
Tableau 3 : Volume de distribution de la MAO-A chez des sujets sains et des patients souffrant de TDC 

(d’après Meyer et al, 2006) 

Les volumes de distribution de l’harmine C11 (radioligand), reflets des niveaux d’expression et d’activité 

de la MAO-A dans le cerveau ont été mesurés dans des cohortes de patient souffrant de TDC et de sujet 

sain par PET scan. La mesure du marquage a été réalisé sur l’ensemble du cerveau et les régions présentant 

une différence entre les deux groupes ont été représentés dans le tableau ci-dessus. * p<1.10-5, † p<1.10-4, 

‡ p<0,01 

Nous venons de voir que l’augmentation d’expression et d’activité de la MAO-A dans les 

différentes régions cérébrales impliquées dans la régulation de l’humeur étaient corrélées à la 

survenue du TDC. Il apparait aussi que cette surexpression, et l’hyperactivité enzymatique qui 

en découle, est corrélée à la sévérité de la pathologie. En effet, le volume de distribution de la 

MAO-A dans le PFC et le cortex cingulaire antérieur chez les patients atteints d’un TDC sévère 

est supérieur à celui des patients dont les symptômes sont légers ou modérés (Chiuccariello, 

Houle et al. 2014). 
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Figure 5 : Hypothèse de la surexpression de la MAO-A chez les patients atteint de dépression 

Chez les patients souffrant de dépression, la quantité de MAO-A est augmentée dans les cellules formant 

la synapse tripartite (neurone sérotoninergique en bleu, neurone pyramidal post-synaptique en orange et 

astrocyte en vert) induisant une diminution de la quantité de sérotonine disponible à la libération suite à 

l’arrivée d’un potentiel d’action, celle-ci étant dégradée par l’excès de MAO-A. Deux possibilités sont 

émises pour expliquer cette augmentation en MAO-A : soit une augmentation intrinsèque MAO-A sans 

modification du nombre de mitochondries (a) avec donc une augmentation de la densité en MAO-A par 
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mitochondrie, soit une augmentation de la densité cellulaire en mitochondrie (b) sans modification 

significative de la densité en MAO-A par mitochondrie. 

Dans une autre étude menée par l’équipe de Meyer, les auteurs s’intéressent au niveau de 

MAO-A à la suite d’un traitement par ISRS de patients souffrant de TDC (Meyer, Wilson et al. 

2009). Après injection de 11C-harmine chez des patients souffrant de TDC, l’acquisition par 

PETscan des volumes de distribution de la MAO-A met en évidence qu’un traitement de 6 

semaines avec un ISRS entraînait une faible diminution (de 1,6 à 9,2% selon la région cérébrale) 

des niveaux en MAO-A par rapport à celle observée juste avant le traitement ces chez mêmes 

patients. Le volume de distribution de la MAO-A reste également très élevé (supérieur au 

volume observé chez des sujets sains servant de contrôle) pour ces patients lorsqu’ils se 

retrouvent en phase de rémission, avec une absence de différence par rapport à leur situation 

avant traitement (Meyer, Wilson et al. 2009). Les auteurs supposent alors que, bien que les 

ISRS permettent de traiter le TDC, cette classe d’AD ne parviens pas à agir sur ce paramètre 

biologique de la pathologie. 

Par ailleurs, si le niveau d’expression en MAO-A est augmenté chez les patients souffrant 

de TDC, il a aussi été observé que l’expression du facteur KLF11, qui favorise la transcription 

du gène de la MAO-A, était augmentée d’environ 36% dans le cerveau des patients souffrant 

de TDC (Harris, Johnson et al. 2015). Inversement, l’expression du facteur de transcription 

répresseur R1 est diminuée chez les patients atteints de TCD (Johnson, Stockmeier et al. 2011), 

avec un effet plus marqué chez les patients non traités (une diminution de 37,5%) que chez les 

patients ayant reçu un traitement (une diminution de 30%) ; cette réduction est par ailleurs 

corrélée à l’augmentation d’activité de la MAO-A, laissant supposer que l’expression du facteur 

de répression participerait à l’étiologie du TDC. 

Région cérébrale 
Volume de distribution de la MAO-A 

Sujets sains 
Symptômes légers à 

modérés 
Symptômes modérés 

à sévères 

Cortex préfrontal 20,21 22,19 24,48 

Cortex cingulaire 
antérieur 

21,04 23,44 25,21 

Striatum ventral 19,90 21,88 23,13 

Putamen dorsal 19,38 21,04 22,60 

Thalamus 28,54 31,04 33,75 

Cerveau médian 20,31 23,02 24,58 

Hippocampe 22,29 24,58 26,15 
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Tableau 4 : Niveaux d’expression de la MAO-A (reflétés par le volume de distribution  du radioligand 

harmine C11) en fonction de la sévérité des symptômes du TDC dans les différentes régions 

cérébrales (d’après Chiuccariello et al, 2014) 

 

Une des conséquences possibles et tragique de la dépression, qu’il s’agisse d’un TDC ou 

d’une autre forme, est comme nous l’avons vue précédemment le suicide du patient. En 

comparant le génotype de patients souffrant de TDC et mort par suicide à celui de sujets servant 

de contrôle, il a été observé qu’un allèle responsable d’une plus forte activité du gène de la 

MAO-A pouvait constituer un facteur de risque au suicide chez les patients sujets à la 

dépression (Du, Faludi et al. 2002). En effet, parmi les deux allèles étudiés, celui associé à une 

plus forte expression du gène était retrouvé en plus grande proportion dans la population de 

patients souffrants de TDC et mort par suicide que chez les sujets sains mort d’autres raisons. 

Mais à la vue de ces résultats, une question demeure : ce lien de corrélation serait-il réellement 

dû à un effet du polymorphisme/de la surexpression de l’enzyme ? ou alors le fait que le taux 

de suicide chez les patients en dépression étant plus élevé que dans la population générale et 

que les polymorphismes associés à une plus grande expression de la MAO-A est plus répandu 

ces chez mêmes patients ne créé-t-il pas un biais de corrélation ? 

3.2.2. L’activité de la MAO-A est modulée au cours de la période post-

partum 

Nous venons de voir que le TDC se caractérisait par une augmentation des niveaux en MAO-

A. Toutefois, cette augmentation d’activité et de distribution de la MAO-A est également 

observée lors de la période post-partum précoce (Sacher, Wilson et al. 2010), et notamment au 

5e jour qui correspond à la période durant laquelle les femmes venant de donner naissance 

présentent une humeur faible voir développent une dépression post-partum. Cette observation 

s’ajoute à toutes celles évoquées précédemment comme argument en faveur d’un rôle de la 

MAO-A dans l’étiologie de la dépression. 

3.2.3. Activité de la MAO-A lors d’un stress aiguë 

La dépression est, entre autre, causée par la chronicité de stress environnementaux et sociaux 

et associée à une augmentation des niveaux de cortisol et d’expression de la MAO-A. Lorsque 

des sujets sains sont soumis à un stress aiguë, la distribution de la MAO-A est réduite de 7 à 

16% (Soliman, Udemgba et al. 2012). De manière similaire, lorsque des cellules dérivées d’une 

tumeur cérébrale (cellules SH-SYS5) sont traitées en aiguë par de la DEX, l’activité de 

l’enzyme comme son expression protéique sont réduites d’un tiers. Les auteurs de cette étude 
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concluent que cette diminution d’activité de la MAO-A suite à un stress aiguë (déjà observé par 

Clow en 1997 (Clow, Patel et al. 1997)) permettrait une augmentation de la quantité de 5-HT 

disponible afin d’activer l’axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien pour répondre au stress. 

Les auteurs supposent également que c’est la chronicité du stress qui aurait un effet négatif sur 

le système et qui pourrait donc conduire à un état dépressif voir à l’émergence de la dépression 

dans les cas les plus sévères. 

3.2.4. Le polymorphisme uVNTR du promoteur est corrélé avec la 

survenue de la pathologie 

Le polymorphisme uVNTR présent dans le promoteur du gène de la MAO-A, que nous 

avons abordé précédemment, affecte les niveaux d’expression et d’activité de l’enzyme. En 

effet, les allèles longs sont associés à un niveau d’activité transgénique plus élevé que l’allèle 

court (Deckert, Catalano et al. 1999), et donc à une expression et une activité de la MAO-A 

plus élevées. Les différentes études cliniques menées sur l’effet des allèles de l’uVNTR dans 

des cohortes de patients dépressifs montrent une corrélation entre la présence de l’allèle long 

(donc une expression et une activité augmentées) et la survenue de la pathologie (Schulze, 

Muller et al. 2000, Yu, Yang et al. 2005). Toutefois, ces études mettent aussi en évidence une 

association plus forte chez les femmes que chez les hommes. 

3.2.5. Impact d’autres polymorphismes sur les niveaux d’expression et 

d’activité de la MAO-A 

Si le nombre de répétition de l’uVNTR a un effet sur le niveau d’expression de la MAO-A, 

il ne s’agit pas du seul polymorphisme ayant un impact sur l’activité du gène. Ainsi, les 

polymorphisme rs6323 et rs1137070, localisés respectivement dans les huitième et quatorzième 

exons codant du gène, affectent également l’activité du gène de la MAO-A : le remplacement 

d’une thymidine par une guanidine en position 941 et/ou d’une cytosine par une thymidine en 

position 1460 est responsable d’une augmentation d’activité du gène, et donc d’une 

surexpression de l’enzyme MAO-A (Hotamisligil and Breakefield 1991). 

Des autres polymorphismes du gène de la MAO-A que nous avons précédemment évoqué, 

le rs979605 présente des résultats contradictoires selon les auteurs. Ainsi, dans son étude de 

2005, Jansson observe une diminution d’activité de la MAO-A dans les cellules issues de 

patientes porteuses de deux allèles G en comparaison de celles porteuses d’un double allèle 

A (Jansson, McCarthy et al. 2005); de manière opposé, l’étude plus récente de Chappell ne met 

pas en évidence de différence significative entre les deux allèles quant à l’activité de l’enzyme. 
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Toutefois, comme le suppose l’auteur de la plus récente étude, cette différence de résultat peut 

s’expliquer par la méthode de détermination de l’activité de l’enzyme : l’étude de 2005 a 

déterminée de manière directe l’activité de l’enzyme par radiométrie tandis que l’étude de 2022 

(Chappell, Colle et al. 2022) a estimée de manière indirecte l’activité des MAOs en dosant par 

chromatographie liquide couplée à la spectrométrie de masse le métabolite principal de la 5-

HT, le 5-HIAA, ce qui pourrait être une mesure plus spécifique de l’activité de la MAO-A (bien 

que indirecte). De plus, ces deux études ont déterminé l’activité des MAOs au niveau 

plasmatique (dans les plaquettes majoritairement) où l’isoforme B de l’enzyme est majoritaire : 

ces résultats doivent donc être pris avec précaution quant à l’influence de ce polymorphisme 

sur l’activité et les niveaux d’expressions de la MAO-A. 

3.2.6. Hypométhylation du gène de la MAO-A chez les patients 

souffrant de dépression 

Comme nous avons vu précédemment (confère 1.2.5), l’expression du gène de la MAO-A 

peut être régulée par son niveau de méthylation au niveau de séquences riches en îlots CpG. 

Différentes études épigénétiques menées chez des patientes souffrant de dépression ont 

montrées une diminution de la méthylation des îlots CpG dans le gène de la MAO-A en 

comparaison du niveau de méthylation chez des sujets sains (Melas, Wei et al. 2013, Melas and 

Forsell 2015, Peng, Xue et al. 2018). Cette hypométhylation concerne la seconde région 

pouvant être méthylée, autrement dit celle chevauchant la partie proximale du promoteur 

jusqu’au début du premier intron : selon les études, ce sont 10 (Melas, Wei et al. 2013, Melas 

and Forsell 2015) ou 4 (Peng, Xue et al. 2018) îlots CpG présents sur les deux parties du gène 

qui sont déméthylés chez les patientes dépressives. 

La réduction de méthylation des îlots CpG du gène de la MAO-A semblent ne pas être 

associée uniquement à la survenue de la dépression, mais également dans la prédiction de la 

réponse aux antidépresseurs. En effet, l’étude de pharmaco-épigénétique de Domschke et ses 

collaborateurs de 2015 (Domschke, Tidow et al. 2015) met en évidence deux sites CpG dont le 

faible niveau de méthylation est prédictif d’une réponse réduite aux ISRS. 

3.2.7. La MAO-A, un potentiel biomarqueur de dépression ? 

Comme nous l’avons vu, il existe un lien de corrélation entre le niveau d’expression/activité 

de la MAO-A et le degré de sévérité des symptômes de la dépression. C’est en se basant sur ce 

lien et le fait que le système sérotoninergique fait partie des systèmes altérés chez les patients 
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dépressifs que Uzbekov propose d’utiliser les niveaux d’expression et d’activité catalytique de 

la MAO-A comme biomarqueurs des troubles psychiatriques (pour revue, voir (Uzbekov 2021). 

Toutefois, l’expression et l’activité de la MAO-A sont, comme cela a été décrit 

précédemment, augmentées dans les différentes régions cérébrales associées à la régulation de 

l’humeur. S’il est expérimentalement possible d’accéder au volume de distribution et donc à 

l’activité de la MAO-A dans ces régions cérébrales chez des patients vivants, l’administration 

de la 11C-harmine associée à la tomographie par émission de positron demeure une méthode 

lourde, contraignante et couteuse. Habituellement, les marqueurs biologiques du suivi d’une 

pathologie et/ou de l’efficacité d’un traitement sont retrouvés dans le sang, tissu biologique 

facilement accessible ; au premier abord, l’utilisation de la MAO-A comme biomarqueur de la 

dépression semble donc compromise.  

Toutefois, dans une étude plus ancienne, Uzbekov et ses collaborateurs ont constaté que le 

niveau d’expression et le niveau d’activité de la MAO-A plaquettaires étaient augmentés de 

94% chez les patients souffrants de TDC (Uzbekov, Misionzhnik et al. 2006). 

3.3. Surexpression et augmentation d’activité dans les 
modèles précliniques 

3.3.1. La MAO-A est surexprimée et son activité augmentée dans des 

modèles d’anxiété/dépression 

a. Effet du stress chronique du milieu sur l’expression et l’activité de la MAO-A 

Comme nous avons pu le voir dans les paragraphes précédents, les études cliniques ont mis 

en évidence un lien de corrélation entre les niveaux d’expression et d’activité de la MAO-A et 

la survenue ainsi que la gravité des symptômes de la maladie. De plus, les travaux menés par 

Ou et son équipe pour étudier le fonctionnement du promoteur du gène de la MAO-A a montré 

que la DEX, un dérivé de l’hormone du stress induisait une augmentation d’un facteur de 2,6 

l’activité du promoteur qui peut être augmenté à un facteur de 5,3 si le récepteur aux 

glucocorticoïdes était surexprimé. (Ou, Chen et al. 2006) : le stress semble avoir un effet positif 

sur l’expression de la MAO-A. Toutefois, et bien que peu d’études aient été menées sur des 

modèles animaux, il ressort de l’analyse de la littérature des résultats proche de ceux observés 

chez l’être humain. 

La première étude à s’intéresser à l’effet d’un stress chronique imprédictible (UCS) sur 

l’activité des MAOs, datée de 1978, mets en évidence une augmentation de l’activité 

enzymatique des MAOs et de la catéchol-O-méthyltransférase (COMT) dans le cerveau de rats 
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(Maura, Versace et al. 1978), enzyme qui assure le métabolisme de la DA et de la NA. Cette 

augmentation d’activité des MAOs a lieu dans différentes régions cérébrales en fonction de la 

durée de stress : après un stress de court terme (3 semaines) l’augmentation d’activité est 

retrouvée dans le cortex, le cervelet et dans le mésencéphale alors qu’après un stress prolongé 

(4 mois) cette augmentation est retrouvée dans l’hippocampe, l’hypothalamus et le striatum. 

Ces modifications d’activité des MAOs ne perdure cependant qu’une dizaine de jours avant de 

revenir à un état basal (Maura, Versace et al. 1978). 

De manière similaire, Lin et ses collaborateurs décrivent en 2005 une augmentation 

d’activité des deux isoformes de l’enzyme mais en distinguant chacune d’elle contrairement à 

l’étude de 1978, augmentation d’activité présente dans l’ensemble du cerveau de rats mâles 

(Lin, Liu et al. 2005). D’autres études s’intéressent de manière plus ciblée à différentes régions 

et retrouvent le plus souvent cette augmentation d’activité de la MAO-A lorsque le modèle 

d’anxiété/dépression par UCMS est utilisé. Ainsi, Yu retrouve cette augmentation lorsqu’il 

étudie spécifiquement le PFC, l’hippocampe, l’hypothalamus et le striatum (Yu, Wang et al. 

2013), résultats qui seront confirmés par Peng dans le PFC (Peng, Xue et al. 2018) et par Doron 

dans l’hypothalamus (Doron, Versano et al. 2019). En revanche, Doron ne retrouve pas 

d’augmentation d’activité de l’enzyme dans le striatum lorsqu’il recourt à l’UCMS. 

Si l’activité de la MAO-A est augmentée dans le modèle d’anxiété/dépression par stress 

chronique, il en est de même pour les niveaux de transcript et de protéine de la MAO-A. Ainsi, 

Qiu observe une augmentation d’ARNm de la MAO-A dans l’hippocampe (Qiu, Yang et al. 

2014) que ne retrouve pas Stefanovic deux ans plus tard alors qu’il observe une augmentation 

de la protéine dans cette même région (Stefanovic, Spasojevic et al. 2016). Yang quant à lui 

constate bien une augmentation de l’ARNm et de la protéine de la MAO-A (Yang and Wang 

2018) dans l’hippocampe lorsqu’il soumet des rats à un stress chronique. Tout comme dans 

l’hippocampe, le modèle UCMS est responsable d’une augmentation de la transcription du gène 

de la MAO-A dans le PFC (Peng, Xue et al. 2018). 

En parallèle de l’augmentation d’expression et d’activité de la MAO-A induites par le stress 

chronique, il est observé une diminution des niveaux en neurotransmetteurs monoaminergiques, 

notamment dans le PFC et le striatum, et est associé à une augmentation du niveau en 5-HIAA 

(Lee, Lee et al. 2013, Yu, Wang et al. 2013, Peng, Xue et al. 2018). De plus, lorsque des rats 

soumis à l’UCMS sont traités avec des molécules pouvant inhiber l’activité enzymatique de la 

MAO-A (moclobémide, trans-resveratrol à forte dose), les niveaux en monoamines étaient 

réhaussés au niveau de ceux observés chez des rats contrôles (Yu, Wang et al. 2013). 
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b. La défaite sociale induit des effets similaires à l’UCMS 

Outre le stress lié à l’environnement, la modélisation de l’anxiété/dépression peut se faire 

chez les rongeurs par le stress induit lors d’un CSD. Les différentes études menées sur ce 

modèle montrent pour l’essentiel une augmentation de l’expression de la MAO-A dans 

différentes régions cérébrales : dans le noyau du raphé (Filipenko, Beilina et al. 2002, Filipenko, 

Beilina et al. 2002) (région contenant les somas des neurones sérotoninergiques) et dans le 

cortex (Grunewald, Johnson et al. 2012, Harris, Johnson et al. 2015). L’étude de Harris met en 

évidence que l’augmentation d’un facteur de 3,7 de la transcription du gène de la MAO-A était 

associée à une augmentation de 24% de l’activité enzymatique dans le cortex préfrontal des 

souris. De plus, dans ses études de 2002, Filipenko montre que la surexpression de la MAO-A 

(augmentation des niveaux d’ARNm d’un facteur 3) dans le noyau du raphé était associée à un 

doublement de l’activité transcriptomique du gène du transporteur de la sérotonine (SERT). 

Paradoxalement, l’étude menée par Boyarskikh en 2013 démontre un résultat opposé à ceux 

obtenus par son prédécesseur Filipenko (Boyarskikh, Bondar et al. 2013) : les niveaux de 

transcript de la MAO-A et de la SERT sont diminués chez les souris ayant subi une défaite 

sociale à répétition ; de plus, cette modification du profil d’expression de l’enzyme perdure au 

moins 2 semaines après la fin du CSD. Toutefois, ces deux études diffèrent par la durée du 

CSD, de 10 jours pour Filipenko contre 21 jours pour Boyarskikh, que l’auteur considère 

comme étant deux stades différents de la pathologie (respectivement une étape d’évolution de 

la dépression et une étape de profonde dépression). Il émet aussi l’hypothèse que cette 

hypofonction du système sérotoninergique ferait suite à une activation prolongée de ce même 

système en réponse du CSD. 

Comme nous l’avons vu précédemment, le stress induit par le CSD conduit à une 

augmentation de l’expression de KLF11, un facteur de transcription qui est impliqué dans la 

régulation de l’activité du gène de la MAO-A. Lorsque des souris pour lesquelles le gène de 

KLF11 est délété (ko) sont soumises à un protocole de CSD, l’augmentation d’expression et 

d’activité de la MAO-A normalement observée chez des souris stressées par CSD n’a plus 

lieu (Grunewald, Johnson et al. 2012, Harris, Johnson et al. 2015) confirmant le rôle de KLF11 

dans l’activation de la transcription du gène de la MAO-A, et donc de sa surexpression en 

réponse à une situation anxiogénique. Par ailleurs, ces souris ko pour KLF11 ne présentent plus 

de phénotype comportemental de type anxio-dépressif. 

Par ailleurs, l’augmentation d’expression et d’activité de la MAO-A est aussi associée à une 

diminution des niveaux de 5-HT de 29% dans le PFC et de 45% dans le thalamus chez des rats 

soumis à un CSD de 28 jours (Grunewald, Johnson et al. 2012). 
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c. Privation de sommeil, dépression et expression de la MAO-A 

Les troubles du sommeil constituent, comme nous l’avons vu précédemment, un des 

symptômes qui caractérisent le TDC. Il a aussi été constaté que l’absence de sommeil sur une 

période prolongée pouvait induire des lésions tissulaires (Rechtschaffen, Gilliland et al. 1983) 

et était responsable d’une augmentation des taux de glucocorticoïdes (Campbell, Guinan et al. 

2002) qui est aussi augmenté chez les patients suivis pour TDC et dans les modèles animaux de 

dépression. En outre, les sujets présentant une qualité mauvaise du sommeil présentent un 

risque accru de développer un trouble anxieux-dépressif en comparaison de sujets ayant un 

sommeil de qualité suffisante (Szklo-Coxe, Young et al. 2010). 

Des souris ont ainsi été privées de sommeil pendant 3 jours ou 5 jours afin de modéliser cette 

mauvaise qualité de sommeil et d’en déterminer les effets au niveau comportemental et sur le 

niveau d’expression de la MAO-A (Wang, Chen et al. 2017). La privation de sommeil apparait 

suffisante pour induire un état émotionnel mimant l’anxiété/dépression chez les souris qu’à 

moyen ou long terme, les souris privées de sommeil pendant seulement 3 jours ne présentant 

pas le comportement anxieux/dépressif que présentent les souris privées pendant 5 jours de 

sommeil. La privation de sommeil pendant 5 jours est aussi responsable d’une augmentation de 

l’expression transcriptomique et protéique du gène de la MAO-A dans l’hippocampe et 

l’amygdale, mais pas dans le PFC et l’hypothalamus. Outre la confirmation de l’impact de la 

qualité du sommeil sur l’état émotionnel d’un individu, l’étude de Wang a permis la mise au 

point d’un autre modèle d’étude de la dépression, mais aussi des troubles associés à celle-ci. 

d. Modulation de l’expression de la MAO-A dans un modèle pharmacologique 

d’anxiété/dépression 

Les modèles d’anxiété/dépression couramment utilisés et que nous avons abordés 

précédemment s’intéressaient aux causes exogènes de l’anxiété et de la dépression, à savoir 

l’influence de l’environnement (qu’il soit lié au mode de vie ou la situation sociale). Toutefois, 

comme nous l’avons évoqué précédemment, les patients souffrant de dépression présentent un 

profil hormonal dans lequel les niveaux en hormone du stress sont augmentés. 

C’est sur cet aspect que Raitsin et ses collaborateurs se sont en partie penchés. Ainsi, chez 

des rats traités en continu pendant 28 jours avec un analogue de synthèse des glucocorticoïdes 

(la DEX), l’activité enzymatique de la MAO-A augmente de 7% à 17% (selon la dose de 

corticoïde utilisée) dans le PFC et de 9% dans le cortex cingulaire antérieur (Raitsin, Tong et 

al. 2017) ; cette augmentation est aussi présente dans l’hippocampe mais uniquement sous la 

forme d’une tendance forte. Par ailleurs, le niveau de 5-HIAA est lui aussi augmenté dans le 

PFC et les niveaux des précurseurs de la 5-HT (le tryptophane) et de la NA (la tyrosine) réduits 
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mais sans variation des niveaux de 5-HT et NA. Les auteurs de cette étude estiment que 

l’augmentation d’activité de la MAO-A serait alors associée à une augmentation du 

renouvellement des monoamines dégradées, ce que semble confirmer la réduction des stocks 

en précurseurs. Toutefois, l’étude de Raitsin que nous évoquons ici s’intéressent à l’effet de 

différentes sources de stress sur l’organisme de jeunes individus. Les résultats observés in vivo 

après un traitement par des corticoïdes reproduisent les résultats obtenus in vitro que nous 

avions abordés précédemment concernant la régulation de l’expression de la MAO-A (§1.2.2). 

Dans cette même étude, les analyses biochimiques mettent en évidence une augmentation 

des niveaux de 5-HIAA chez les rats ayant reçu un traitement à la DEX. En revanche, il n’est 

pas retrouvé de variation des niveaux de 5-HT suggérant, selon les auteurs, un taux de 

renouvellement plus important de la 5-HT en réponse au traitement chronique à la DEX. 

3.3.2. Effet d’un stress oxydant sur l’activité de la MAO-A 

Dans son étude parue en 2017 (Raitsin, Tong et al. 2017), Sofia Raitsin a observé que 

l’augmentation des niveaux de corticostéroïdes (par injection de DEX) conduisait à une 

augmentation des niveaux d’expression et d’activité de la MAO-A. Toutefois, si l’augmentation 

des niveaux en hormone du stress constitue une des principales hypothèses pour expliquer 

l’étiologie de la dépression, d’autres hypothèses suggèrent qu’un stress oxydant pourrait 

également intervenir. En effet, il a été observé dans le cortex de patients décédés et ayant été 

diagnostiqués d’une MDD une diminution des niveaux en glutathion réduit, ce qui, selon les 

auteurs de cette étude, conduirait à une augmentation de la sensibilité des patients au stress 

oxydant au niveau cérébral par une perte des capacités anti-oxydantes des cellules cérébrales 

(Gawryluk, Wang et al. 2011). 

Dans son étude parue en 2017, l’équipe de Raitsin s’est également intéressée à l’effet du 

stress oxydant sur l’activité de la MAO-A. Pour cela, les chercheurs de cette équipe ont injecté 

du maléate de diéthyle (un agent conjuguant du glutathion) à des rats de manière aiguë ou 

chronique afin d’induire une déplétion en glutathion réduit. Ils observent alors que le stress 

oxydant, induit par la perte des capacités anti-oxydantes des cellules, est responsable d’une 

augmentation de l’activité de la MAO-A dans le PFC ainsi qu’une tendance dans le cortex 

cingulaire antérieur, ainsi qu’une augmentation de l’activité de la MAO-B dans le PFC et 

l’hippocampe (Raitsin, Tong et al. 2017). Toutefois, selon les auteurs, l’augmentation la plus 

forte serait celle observée dans le modèle pharmacologique par traitement chronique à la DEX. 
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Néanmoins, si l’activité de la MAO-A est bien augmentée en réponse à ce stress oxydant au 

niveau cérébral, il n’est pas confirmé par un quelconque test comportemental que les animaux 

ont développé un phénotype émotionnel de type anxieux/dépressif. 

3.3.3. Modélisation de la dépression post-partum et activité de la 

MAO-A 

Tous les modèles que nous avons présentés jusqu’à présent modélisaient soit le TDC 

classique, soit s’intéressaient à des mécanismes cellulaires fortement suspectés d’intervenir 

dans l’étiologie de la pathologie. Toutefois, comme nous l’avons vue dans la partie consacrée 

à l’étude clinique des niveaux en MAO-A dans la dépression, d’autres formes de dépression 

existent. 

Afin de modéliser la dépression post-partum, Raitsin et ses collaborateurs ont traités des 

rates, préalablement ovariectomisées, de manière chronique avec de l’œstrogène et de la 

progéstérone par minipompe (afin d’induire un état de pseudo-gestation) avant d’arrêter ledit 

traitement pour mimer la phase précoce de la période post-partum. Les chercheurs observent 

alors une hyperactivité de la MAO-A dans le cortex cingulaire antérieur uniquement, qui 

augmente avec la durée de suppression du traitement hormonal. Ces résultats vont donc dans le 

même sens que ceux observés chez des patientes en période post-partum (voir en §3.2.2, 

(Sacher, Wilson et al. 2010)). 

Toutefois, cette expérience doit être considérée avec précaution concernant l’étude de 

l’activité de la MAO-A dans le cadre de la dépression post-partum due au fait qu’aucun test 

comportemental n’a été réalisé afin de confirmer que les rates présentaient un comportement 

de type anxieux/dépressif. 

3.3.4. D’autres formes de stress induisent un effet d’hyperactivité du 

gène de la MAO-A 

La dépression est aussi connue pour être une comorbidité des troubles métaboliques. C’est 

en partant de ce constat que Engel et son équipe se sont intéressés à l’activité mais aussi au 

comportement émotionnel dans un modèle transgénique murin du trouble métabolique de 

l’hypercholestérolémie (Engel, de Oliveira et al. 2016). Les chercheurs ont ainsi observé qu’en 

augmentant les taux circulants de cholestérol par ko du récepteur aux LDL, les souris 

développaient un phénotype comportemental retrouvé dans les modèles classiques 

d’anxiété/dépression comme l’UCMS (diminution de la consommation de sucrose dans le test 

de préférence à l’eau sucrée, diminution du temps de toilettage dans le Splash Test, 
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augmentation du temps d’immobilité dans le test de suspension par la queue). Ils observent 

aussi dans ce modèle une augmentation de l’activité de la MAO-A dans l’hippocampe, associée 

à une augmentation de la production d’EROs. 

Si la dépression se caractérise entre autres par un état émotionnel « négatif », cet état est 

également retrouvé dans le cadre des addictions, et notamment chez les personnes dépendantes 

à l’alcool. Dans une étude récente, des rats ont été exposés à des vapeurs d’alcool pendant 8 

semaines afin d’induire une accoutumance puis sevrés soit sur une courte période soit sur une 

période plus longue. L’activité de la MAO-A était alors augmentée de 12 à 15% dans le PFC et 

le cortex cingulaire antérieur pour une augmentation des niveaux protéique de 25 à 30% chez 

les animaux sevrés pendant une courte période de 1 à 3 jours (Matthews, Tong et al. 2018) ; cet 

effet n’est pas retrouvé lorsque le sevrage dure plus longtemps. 

Enfin, la dépression peut être observée chez des patients ayant subi un fort traumatisme tel 

que les grands brûlés. Dans une étude publiée en 2017 (Wang, Chen et al. 2017), des souris 

dont la peau du dos a été préalablement brûlée à l’éthanol (pour mimer une brûlure au 3e degré) 

présentent un phénotype comportemental de type anxieux/dépressif. Dans ce modèle, les 

niveaux en transcript et en protéine de la MAO-A sont également augmentés dans 

l’hippocampe. 

3.3.5. Effet de l’augmentation d’expression de Sirt1 

Lorsque était évoquée précédemment la régulation de l’activité transcriptomique du gène 

codant la MAO-A, une attention a été apportée au rôle de la protéine Sirt1 dans cette régulation. 

De part ce rôle de régulateur de la MAO-A, Sirt1 a un impact sur le comportement et l’état 

émotionnel. En effet, dans un modèle de ko de Sirt1, il est observé une diminution de 

l’expression de la MAO-A qui est corrélée avec un comportement de type 

anxiolytique/antidépressif (Libert, Pointer et al. 2011) : les souris n’exprimant plus Sirt1 

passent plus de temps dans les cadrans ouverts du labyrinthe en O surélevé et pénètrent plus 

fréquemment et plus longuement dans la zone centrale de l’Open Field. A contrario dans cette 

même étude, les souris génétiquement modifiées pour surexprimer Sirt1 présentent un 

comportement similaire à celui observé dans des modèles d’anxiété/dépression (qu’il soit 

comportemental, génétique ou pharmacologique), autrement dit l’exploration des cadrans 

ouverts dans le O surélevé et de la zone centrale de l’Open Field est réduite (Libert, Pointer et 

al. 2011) ; par ailleurs, tout comme les souris ko pour Sirt1 présentaient une corrélation entre 

ce ko et la diminution de l’expression de la MAO-A, cette surexpression est elle corrélée avec 

une augmentation de l’expression de l’enzyme dégradant les monoamines. 
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Ces observations sont également confirmées par le test de la nage forcée de Porsolt, les souris 

ko pour Sirt1 restant actives (nage et sauts le long des parois pour s’échapper) plus longtemps 

que des souris contrôles tandis que les souris surexprimant Sirt1 présentent au contraire une 

augmentation de l’immobilité (Libert, Pointer et al. 2011). Les auteurs en déduisent par 

conséquent que le ko de Sirt1 rendrait les souris moins susceptibles à la survenue de la 

dépression alors que la surexpression de cette protéine en serait plutôt un facteur favorable ; 

toutefois, ces résultats obtenus dans le test de Porsolt restent à prendre avec précaution en raison 

du fait que ce test a été développé pour identifier les propriétés antidépresseurs des molécules 

et non déterminer si un animal présentait un comportement mimant l’état dépressif (Porsolt, 

Bertin et al. 1977, Molendijk and de Kloet 2022). 

3.1. Arguments en faveur de l’hypothèse d’un rôle majeur 
de l’augmentation d’activité de la MAO-A dans 
l’étiologie de la dépression 

Ainsi, nous avons vu que la MAO-A était surexprimée et son activité augmentée chez les 

patients souffrant de dépression. Cette augmentation d’activité et d’expression de l’enzyme est 

retrouvée en préclinique dans différents modèles pouvant induire un phénotype de type 

anxieux/dépressif (UCMS, CSD, pseudo-postpartum). Dans les deux cas (clinique et 

préclinique), cette augmentation d’expression et/ou d’activité est corrélée avec les symptômes 

(patients souffrant de TRD) ou le phénotype comportemental (modèles animaux). 

Les études menées sur des molécules ayant la capacité d’inhiber l’activité de la MAO-A 

montrent que cette inhibition a des effets antidépresseurs sur les modèles animaux 

(moclobémide, trans-resvératrol, pirlindol). Ce constat renforce l’hypothèse d’une implication 

forte de la MAO-A dans l’étiologie de la dépression, d’autant plus que les premiers traitements 

antidépresseurs (iproniazide, phénelzine) étaient des I-MAO (non sélectifs). 

Toutefois, si un lien de corrélation a pu être établi entre le niveau d’expression de la MAO-

A et la survenue des TDC, aucun lien de causalité n’a pu être défini : cette surexpression 

participe-t-elle à l’émergence de la pathologie ? ou, au contraire n’est-elle qu’une conséquence 

de la survenue du TDC ? 
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Modèle ARNm Protéine Activité Référence 
modèle de stress espèce région cérébrale 

UCMS 

souris 
cerveau entier    (Chhillar and Dhingra 2013, Dhingra and Bhankher 2014, Martins 

and Brijesh 2020) 

PFC    (Doron, Versano et al. 2019) 

hypothalamus    (Doron, Versano et al. 2019) 

rat 

cerveau entier    (Lin, Liu et al. 2005) 

PFC  2  2  1, 2, 3 
1 (Maura, Versace et al. 1978), 2 (Peng, Xue et al. 2018), 3 (Yu, 

Wang et al. 2013) 

striatum    (Yu, Wang et al. 2013) 

hippocampe  1, 3  2, 3  4 
1 (Qiu, Yang et al. 2014), 2 (Stefanovic, Spasojevic et al. 2016), 3 

(Yang and Wang 2018), 4 (Yu, Wang et al. 2013) 

hypothalamus 
   (Yu, Wang et al. 2013) 

  
(Maura, Versace et al. 1978) cerveau médian    

cervelet    

CSD 
souris 

cerveau entier    (Harris, Johnson et al. 2015) 

noyau du raphé 
   (Filipenko, Beilina et al. 2002, Filipenko, Beilina et al. 2002) 

   (Boyarskikh, Bondar et al. 2013) 

rat    (Grunewald, Johnson et al. 2012) 

Pharmacologique 
(modèle CORT) 

rat 
PFC    

(Raitsin, Tong et al. 2017) 

cortex cingulaire    
hippocampe    

Pseudo-gestation / 
pseudo-postpartum 

rat cortex cingulaire    

Stress oxydant rat 
PFC    

cortex cingulaire    
Privation de sommeil 

prolongée 
souris 

hippocampe    
(Wang, Chen et al. 2017) 

amygdale    
Brulure sévère souris hippocampe    (Wang, Chen et al. 2017) 

Retrait d’alcool après 
exposition chronique 

rat 
PFC    

(Matthews, Tong et al. 2018) 
cortex cingulaire    

Trouble métabolique souris hippocampe    (Engel, de Oliveira et al. 2016) 

Tableau 5 : Niveaux d’expression et d’activité de la MAO-A dans différents modèles d’anxiété/dépression 
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4. La construction d’un modèle de surexpression de 
la MAO-A 

4.1. L’absence de modèle de surexpression nécessite la 
mise en place de celui-ci 

La recherche bibliographique approfondie sur la MAO-A montre qu’il n’a été à ce jour 

développé aucun modèle de surexpression ou de l’augmentation d’activité constitutive de la 

MAO-A. Comme nous l’avons évoqué précédemment, des modèles d’étude de l’altération de 

l’expression de la MAO-A ont déjà été mis au point, mais il s’agit de modèles de délétion pour 

lesquels un phénotype comportemental différent est étudié. 

Le développement d’un nouveau modèle permettant la surexpression de la MAO-A apparait 

donc nécessaire afin de déterminer les conséquences exactes de l’augmentation d’expression et 

d’activité de cette enzyme observée chez les patients souffrant de TDC. Cette nécessité est 

amplifiée par les observations précliniques dans des modèles d’anxiété-dépression qui 

confirment cette surexpression de la MAO-A.  

4.2. La mise au point d’un nouveau modèle 

4.2.1. L’utilisation de vecteur viraux pour induire la surexpression de 

la MAO-A 

Dans le cadre de ce projet, nous cherchons à faire surexprimer la MAO-A au niveau cérébral 

en ciblant une région et un type cellulaire à la fois. Afin de cibler très précisément une région 

donnée, nous recourrons à l’injection d’un vecteur viral contenant comme transgène la version 

humaine sans intron du gène de la MAO-A. Le choix de surexprimer la forme humaine et non 

la forme murine a été fait notamment en raison de de la spécificité des substrats pris en charge 

par l’enzyme : la MAO-A d’origine humaine (hMAO-A) possède une affinité très élevée pour 

la 5-HT et la NA, alors que la MAO-A murine (moMAO-A) est moins spécifique des 

monoamines catabolisée (la MAO-A murine pouvant cataboliser la dopamine et la plupart des 

monoamines qui ne sont pas des neurotransmetteurs). 

Le transgène contenant la séquence de la hMAO-A est sous le contrôle d’un promoteur qui 

lui permet une expression ciblant un type cellulaire en particulier (neurones pyramidaux, 

astrocytes ou autre). Pour cibler un type cellulaire précis, le transgène de la hMAO-A est sous 

le contrôle du promoteur d’un gène spécifique de la cellule cible : le promoteur de la protéine 



 62 

d’acide fibrillaire glial (GFAP) pour les astrocytes, celui de la synapsine 1 humaine (hSyn) pour 

les neurones. Toutefois, pour cibler une sous-population particulière de neurones (par exemple 

les neurones pyramidaux glutamatergiques), une séquence bloquant la transcription (séquence 

Sv40 polyA) et flanquée de séquences de restriction loxP est ajoutée entre le promoteur et le 

transgène. La présence de cette construction nécessite par conséquent l’intervention de 

l’enzyme de recombinaison Cre : les cellules exprimant la Cre peuvent ouvrir l’ADN du vecteur 

viral pour retirer la séquence bloquante et permettre ainsi l’expression du transgène. 

 
Figure 6 : Mécanisme moléculaire permettant l’expression du transgène de la hMAO-A uniquement dans 

les neurones pyramidaux 

4.2.2. Le recours à la lignée CamKII-Cre 

Comme nous venons de l’expliquer, les vecteurs viraux développés dans le cadre de ce projet 

ne permettent pas de cibler de manière spécifique un type de neurone. Pour cela, nous avons 

décidé, afin d’étudier l’effet d’une augmentation d’expression de la MAO-A dans les neurones 

pyramidaux d’utiliser une lignée de souris exprimant exclusivement dans ces-dit neurones 

l’enzyme de restriction Cre. Pour cela, nous avons utilisé la lignée de souris CamKII-Cre, une 

lignée dérivée de la souche C57Bl/6 dont le génome contient le gène de la recombinase Cre 

sous le contrôle du promoteur de la protéine kinase calcium-calmoduline dépendante. 

4.2.3. Effets de la transfection des vecteurs viraux dans un modèle in 

vitro 

Après production des vecteurs viraux contenant le transgène de la hMAO-A, nos 

collaborateurs de l’Université de Toronto ont étudié les effets de la transfection de cellules en 

culture par ledit virus. Ils ont dans un premier temps confirmé que la protéine issue de 

l’expression du transgène était localisée au niveau de la mitochondrie : l’immunomarquage de 

l’isoforme humaine de la MAO-A est co-localisé à celui d’une protéine de la membrane 
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mitochondriale, le récepteur à la protéine d’import mitochondriale TOM20 (Figure 7, Zhou et 

al, non publié). 

 
Figure 7 : Localisation intracellulaire de la hMAO-A par co-immunohistochimie 

Les immunomarquages de la MAO-A (a) et de la protéine mitochondrial Tom20 (b) sont colocalisés au 

niveau des mitchondries (c) (d’après Zhou et al, non publié). 

De plus, l’utilisation de la technique semi-quantitative du Western Blot a permis de 

confirmer que la transfection de cellules avec un vecteur contenant le transgène permettait 

d’augmenter significativement la quantité de protéine et l’activité de la MAO-A (Figure 8, Zhou 

et al, non publié). L’augmentation de l’activité a été confirmée par l’utilisation d’un inhibiteur 

spécifique de la MAO-A (clorgyline) : l’augmentation de production de peroxyde d’hydrogène 

suite à la surexpression de la hMAO-A par le vecteur viral est perdue. 

 
Figure 8 : Expression et activité de la MAO-A après transfection de cellules HEK par les vecteurs viraux 

La transfection de cellules HEK avec le vecteur viral contenant le transgène de la hMAO-A est 

responsable de l’augmentation de l’expression protéique de la MAO-A (a) en Western Blot et d’une 

augmentation d’activité (b) dans un test d’activité enzymatique par production de peroxyde d’hydrogène 

(d’après Zhou et al, non publié). 
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Afin d’étudier l’impact de la surexpression de la hMAO-A sur la viabilité des mitochondries, 

des cultures cellulaires transfectées ont été incubées avec la sonde mitochondriale JC-1 : la 

sonde JC-1 est une sonde qui fluoresce en vert lorsqu’elle est sous forme monomérique (ce qui 

est observée pour un potentiel électrique faible) et en rouge lorsqu’elle se dimérise, ce qui 

s’observe pour un fort potentiel du milieu ( 

Figure 9a). Le ratio d’intensité de la fluorescence verte sur celui de la fluorescence rouge 

permet ainsi de déterminer la différence de potentiel de part et d’autre d’une membrane et donc 

l’état de viabilité d’une mitochondrie. L’utilisation de la sonde JC-1 révèle que la surexpression 

de la hMAO-A induisait un déficit en potentiel membranaire des mitochondries ( 

Figure 9b). 

 
Figure 9 : Effet de la surexpression de la hMAO-A sur le potentiel de la membrane et de l’intégrité des 

mitochondries 

Afin d’étudier l’intégrité et le potentiel de membrane des mitochondries suite à la surexpression de la 

hMAO-A, les cellules transfectées ont été incubées avec la sonde mitochondriale JC-1 (a) ; cette sonde à la 

capacité de fluorescer à des longueurs d’ondes différentes selon qu’elle se trouve sous forme monomérique 

ou dimérique, respectivement en vert (529nm) et en rouge (585nm). Lorsque la mitochondrie est dans 

un état non altéré, la majeur partie de JC-1 est internalisé dans la matrice et peut se dimériser, inversement 

lorsque l’intégrité de la mitochondrie est altérée JC-1 ressort abondamment et reste sous forme de 

monomère. Après transfection du transgène de la hMAO-A, le ratio de fluorescence vert/rouge est plus 

prononcé vers le vert que pour les cellules contrôles (b) (d’après Zhou et al, non publié). 

Enfin, l’analyse du protéome mitochondrial des cellules surexprimant la hMAO-A montre 

que 4 protéines sont davantage exprimées tandis qu’une cinquième protéine est au contraire 



 65 

sous-exprimée. Cette variation d’expression de 5 protéines mitochondriales n’est observée que 

lorsque le milieu est enrichi en H2O2 : la modulation d’expression de ces protéines semble être 

une réponse adaptative à l’accumulation de H2O2 qui suit l’augmentation d’expression de la 

hMAO-A. Néanmoins, ces protéines n’ayant pas été identifiées à ce jour, il nous est impossible 

d’émettre une hypothèse quant à la raison de leur surexpression (prise en charge du stress 

oxydant ou réponse cellulaire pour pallier à la dégradation des monoamines ?). 

 
Figure 10 : Modulation de l’expression protéique au niveau mitochondrial suite à la surexpression de 

hMAO-A 
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5. Objectifs 

Le TDC, trouble mental le plus répandu au monde, constituent un enjeu majeur de santé tant 

par le fait qu’il est la première cause d’invalidité dans le monde mais aussi que l’une des issues 

possibles est le suicide. Si les antidépresseurs s’avèrent le meilleur traitement du TDC selon 

une méta-analyse de 2018 (Cipriani, Furukawa et al. 2018), il en demeure que près de la moitié 

des patients ne répondent pas correctement à cette thérapie et que près d’un tiers sont 

diagnostiqués résistant aux antidépresseurs. 

Au niveau neurochimique, les études précliniques ont montré que la dépression était associée 

à une diminution de la concentration extracellulaire en neurotransmetteurs monoaminergiques, 

et notamment la sérotonine. De la même manière, des études cliniques menées par imagerie 

chez des patients vivant a démontré une augmentation de l’activité enzymatique de la MAO-A. 

Les études précliniques menées dans différents modèles de stress et d’anxiété-dépression ont 

confirmées cette augmentation d’activité ainsi qu’une augmentation de l’expression de cette 

même enzyme. Toutefois, aucun lien de cause à effet n’a été à ce jour établi entre les niveaux 

d’expression et d’activité de la MAO-A avec la survenue de la dépression : seul un lien de 

corrélation a pu être à ce jour démontré par l’ensemble de ces études. 

Ainsi, le rôle exact de la MAO-A dans la dépression reste à élucider : l’augmentation 

d’expression et d’activité de ladite enzyme est-elle la cause ou une conséquence de l’apparition 

de la maladie ? Dans le cas où elle serait une cause, l’est-elle dans un état basal ou bien 

constitue-t-elle un facteur prédisposant ou aggravant de la maladie ? Par ailleurs, parmi les 

molécules utilisées comme antidépresseurs, certaines agissent en étant des inhibiteurs de la 

MAO-A mais ces dernières ne sont que peu utilisées en raison de leurs nombreux effets 

indésirables : l’augmentation d’activité de l’enzyme pourrait-elle être une des causes de 

résistance aux traitements antidépresseurs conventionnels (à l’instar des ISRS et IRSN) ? 

 

Actuellement, aucun modèle de surexpression de la MAO-A existe, seul des modèles de KO 

de cette enzyme ont été développés. La MAO-A est exprimé au niveau du parenchyme cérébral 

par les neurones et les astrocytes afin de réguler les niveaux en neurotransmetteurs 

monoaminergiques de type 5-HT et NA. Une augmentation d’expression et d’activité de la 

MAO-A est observées chez les patients atteint de dépression comme dans les modèles 

précliniques d’anxiété/dépression, principalement dans les régions impliquées dans la 

régulation de l’humeur et des émotions ainsi que dans l’émergence et l’étiologie des troubles 

de l’humeur. Par ailleurs, aucune de ces études (préclinique comme clinique) n’a discriminer 
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quel type cellulaire parmi celles constituant le parenchyme cérébral présentaient une 

augmentation d’activité de la MAO-A. De plus, les formes humaine et murine divergeant quant 

à leur spécificité de substrat, l’enzyme du gène humain ayant une plus grande spécificité pour 

la 5-HT et la NA que l’enzyme issue du gène murin, il apparait nécessaire d’orienter l’étude sur 

le gène humain. Notre premier objectif a donc consisté à développer un modèle permettant 

une surexpression ainsi qu’une augmentation d’activité cellule-spécifique et régio-

spécifique de la MAO-A humaine. 

 

La MAO-A assure au niveau du parenchyme cérébral la dégradation des neurotransmetteurs 

monoaminergiques, essentiellement la 5-HT et la NA. Par conséquent, une augmentation 

d’expression et d’activité de la MAO-A devrait induire un catabolisme exacerbé de ces 

monoamines et donc conduire, au niveau neurochimique, à une diminution de la concentration 

en celles-ci au niveau de la fente synaptique. Ces neurotransmetteurs assurent par ailleurs la 

transduction de l’influx nerveux dans les régions cérébrales impliquées dans la régulation de 

l’humeur et du comportement ; par conséquent, si l’augmentation d’activité de la MAO-A 

induit un déficit en 5-HT et en NA, il est envisageable que cette augmentation d’activité 

engendre une altération du fonctionnement des régions impliquées et donc une modification du 

comportement ou de l’état émotionnel des animaux. De ce fait, notre second objectif, divisé 

en deux parties, s’est intéressé aux effets neurochimiques et comportementaux de la 

surexpression de la MAO-A afin de déterminer si d’une part les niveaux en 5-HT étaient 

réduits après surexpression de la MAO-A et d’autre part si l’état émotionnel des animaux 

était affecté par cette augmentation. 

 

Enfin, l’étude clinique STAR*D menée aux États-Unis a montré que près du tiers des 

patients souffrants de TDC développaient une résistance aux antidépresseurs. Du fait que les 

AD utilisés en première intention, et donc le plus couramment utilisés, ciblent la recapture de 

la 5-HT et de la NA, l’activité enzymatique élevée de la MAO-A serait à l’origine d’une forte 

déplétion en monoamines que ne pourrait pas compenser l’inhibition de la recapture : la 

dégradation des monoamines conduirait à un niveau en neurotransmetteurs libérables faible de 

manière basal induisant donc une concentration faible suite à la libération de ceux-ci. Notre 

troisième et dernier objectif était donc de déterminer si la surexpression de la hMAO-A 

pouvait affaiblir ou abolir la réponse à différentes catégories d’antidépresseurs. 
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1. Modèles animaux 

1.1. Lignée CamKinase II-Cre 

Dans l’objectif d’exprimer spécifiquement la hMAOA dans les neurones pyramidaux du 

cortex préfrontal médian, nous utilisons des souris de la lignée CaMKII-Cre (Ca2+/Calmodulin-

dependant protein kinase II – Cre). Ces souris ont la particularité d’exprimer l’enzyme Cre-

recombinase spécifiquement dans les neurones CaMKII permettant ainsi de cibler ces neurones 

pour la transfection du gène. 

La lignée a été établie en accouplant des souris CamKII-Cre homozygote (CamKII-Cre+/+) 

de souche C57Bl/6, obtenues auprès du Jackson Laboratory (Maine, -Unis, 

https://www.jax.org/strain/005359), avec des souris C57Bl/6 de type sauvage (WT, pour Wild 

Type). Ces premiers couples donnent naissance à des souris de génération F1, toutes de 

génotype CamKII-Cre hétérozygote (CamKII-Cre+/-). Certaines des souris de la génération F1 

sont alors accouplées à leur tour avec des souris C57Bl/6 sauvage ; ces couples donnent alors 

naissance à des portées ayant en moyenne autant de souris CamKII-Cre+/- que de WT (Figure 

11). 

Les jeunes souris sont sevrées et isolées de leurs parents dans de nouvelles cages à l’âge de 

5 semaines ; mâles et femelles d’une même portée sont séparés lors du sevrage. A ce moment, 

les animaux sont identifiés par un marquage auriculaire (perforation), qui sert aussi de 

prélèvement de biopsie pour le génotypage des animaux. 

Les animaux sont hébergés au sein du Service Commun de l’Animalerie de la Faculté 

(plateforme IPSIT - Animex) dans des cages d’élevage standard sur un portoir ventilé, avec un 

accès ad libitum à l’eau et à la nourriture (cycle jour/nuit : 12h/12h non inversé). La température 

des pièces était maintenue à un niveau constant de 22±1°C. 
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Figure 11 : Schéma simplifié du maintien de la lignée CamKII-Cre 

1.2. Génotypage des individus 

Les biopsies auriculaires sont incubées avec une solution de lyse directe (Direct PCR Lysis 

Reagent, Fisher Scientific, États-Unis) contenant 1,2% d’inhibiteur de protéinase K à 55°C 

pendant toute une nuit, afin de digérer les tissus et les membranes cytoplasmiques. Le 

lendemain, 1µL d’échantillon est amplifié par PCR en utilisant des billes pour PCR (PCR 

beads, Avantor, France), dilué dans 24µL d’eau osmosée contenant 2% d’amorces encadrant 

une séquence du gène Cre (Tableau 6). La séquence ciblée est amplifiée par PCR à l’aide d’un 

thermocycleur (Techne Prime®, VWR, États-Unis) en suivant le programme :  

-dénaturation initiale : 94°C, 3 minutes ; 

-amplification (42 cycles) : 

a) séparation des brins : 94°C, 30 secondes, 

b) hybridation des amorces :  55°C, 30sec, 

c) élongation : 68°C, 40secondes ; 

-élongation finale : 72°C, 5 minutes. 

Après amplification, les échantillons (additionné de bleu de charge) migrent par 

électrophorèse (U=90V, I=80mA) dans un gel d’agarose (2% agarose, 1% TBE) placé dans une 

cuve contenant un tampon de migration à 1% de TBE. Une fois le front de migration ayant 

atteint la limite de migration, le gel est observé sous rayonnement ultraviolet dans un imageur 

(E-box, Vilber, France) permettant l’acquisition d’image. 
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Amorce Sens ATTTGCCTGCATTACCGGTC 

Amorce Anti-Sens TCCATGAGTGAACGAACCTG 

Tableau 6 : Séquence des amorces pour la PCR de génotypage de la lignée CamKII-Cre 

2. Vecteurs viraux de surexpression de la hMAOA 

La surexpression de la hMAOA est assurée par l’injection dans la région cible d’un vecteur 

plasmidique. Ce vecteur, qui dérive des virus adéno-associés (AAV) de type 5, intègre un insert 

contenant le transgène (une séquence sans intron du gène humain de la MAO-A couplé au gène 

de la GFP ou le gène de la GFP seul pour l’AAV contrôle), précédé d’un promoteur qui permet 

une expression préférentielle dans un type cellulaire spécifique et terminé par deux séquences 

améliorant l’expression de la hMAOA : 

- un élément de régulation post-transcriptionnel dérivé du virus de l’hépatite de la marmotte 

(Woodchuck hepatitis virus Posttranscriptional Regulatory Element, WPRE) permettant 

l’export nucléaire  du transcrit ; 

- une séquence poly-adénine (hGH pA) augmentant la longévité (et donc la stabilité) du 

transcrit. 

L’ensemble de la cassette est encadré par deux séquences de répétition terminales inversées 

(Inverted Terminal Repeat, ITR) qui permettent de l’intégrer au sein de l’AAV, qui comporte 

aussi deux séquences ITR. 

Deux versions différentes de l’insert contenant le transgène ont été testées, l’une dite “Cre-

dépendant” car nécessitant l’expression de l’enzyme Cre-recombinase pour pouvoir être 

exprimé dans les cellules ciblées, l’autre dite “Cre-indépendante”. 

2.1. Surexpression spécifique dans les neurones 
pyramidaux par un vecteur “Cre-dépendant” 

Le transgène inséré dans le vecteur viral est précédé du promoteur du gène de la Synapsine-

1 humaine (hSyn) ce qui permet une expression de ce transgène dans les cellules neuronales. 

Toutefois, afin de cibler spécifiquement les neurones pyramidaux, un vecteur viral “Cre-

dépendant” a été utilisé. Dans la construction de ce vecteur viral, le promoteur et le transgène 

sont séparés par une séquence du virus simiesque 40 polyA (SV40 pA), bloquant la 

transcription du transgène, flanquée de deux séquences loxFAS clivées par la Cre-

recombinase : seules les cellules exprimant l’enzyme peuvent exprimer le transgène, soit les 
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neurones pyramidaux dans notre cas, car l’enzyme Cre clive les séquences loxFAS permettant 

de supprimer la séquence bloquant la transcription du transgène (Figure 12). 

Les deux gènes contenus dans la cassette du transgène sont séparés par une courte séquence 

“2A self-cleaving peptide” induisant un saut de traduction par le ribosome : le transcrit est 

traduit en deux protéines distinctes. 

 
Figure 12 : Structure complète du transgène “Cre-dépendant” 

Ces vecteurs viraux permettent l’expression de la hMAO-A et du GFP (A) ou de la GFP seul qui sert de 

contrôle (B). 

2.2. Surexpression dans les astrocytes, le vecteur GFAP+ 

Le transgène inséré dans le vecteur viral est précédé du promoteur du gène de la protéine 

acide fibrillaire gliale (GFAP) ce qui permet une expression du transgène dans les astrocytes.  

Les deux gènes contenus dans la cassette du transgène sont séparés par une courte séquence 

“2A self-cleaving peptide” induisant un saut de traduction par le ribosome : le transcrit est 

traduit en deux protéines distinctes. 

 
Figure 13 : Structure complète du transgène ciblant les astrocytes 

Ces vecteurs viraux permettent l’expression de la GFP seule servant de contrôle (A) ou de la hMAO-A et 

du GFP (B). 

3. Chirurgie stéréotaxique 

Les souris sont anesthésiées par injection d’hydrate de chloral (400 mg/kg ; i.p.), puis placées 

sur un cadre stéréotaxique afin de les maintenir immobile grâce aux barres d’oreilles et à l’étau 

buccal (fixant la mâchoire supérieure). Le cadre stéréotaxique (Figure 14) permet le 

déplacement avec une grande précision d’un bras muni de vis micrométriques portant la sonde 

de dialyse dans les trois dimensions (Antéro-postérité, Latéralité et Ventralité). 
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Figure 14 : Cadre stéréotaxique et mise en place de l’animal 

Après l’incision longitudinale de la peau du crâne, celle-ci est écartée et l’os crânien nettoyé 

avec de l’eau oxygénée. Le bregma, point d’intersection des lignes de suture des os du crâne 

est alors visible et sert de point de référence (point “zéro”) antéro-postérité (AP) et latéral (L) 

(Figure 15). Avant chaque opération (injection virale ou implantation de sonde), la position 

horizontale de la tête de l’animal est vérifiée en s’assurant que la différence de hauteur entre le 

bregma et le lambda ne dépasse pas 20μm. A partir de ce point et grâce aux coordonnées 

données par l’atlas stéréotaxique de la souris (AP=+2,2mm, L=±0,25mm), l’os du crâne est 

percé à l’aide d’une vrille diamantée portée par un outils multi-usage rotatif (Dremel®, Etats-

Unis) au-dessus des deux (injection virale) ou d’un seul (implantation de sonde) hémisphère du 

mPFC ; le choix de ne pas réaliser de microdialyse dans les deux hémisphères a été pris en 

raison de la trop grande proximité des deux points empêchant la pose de deux sondes 

simultanément. La surface de la dure-mère constitue le point de coordonnée “zéro” de l’axe 

ventral. 

 
Figure 15: Localisation des points d’injections et d’implantation des sondes de microdialyse 

L’injection tout comme l’extrémité ventrale de la sonde sont situées aux coordonnées AP = +2,2mm, L = 

± 0,25mm et DV = -2,45mm par rapport au Bregma 
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3.1. Injection de vecteur viral 

L’injection des vecteurs est effectuée à l’aide d’un pousse-seringue (Stéréotaxie Legato 130, 

Phymep, France) placé sur le bras du cadre stéréotaxique et portant une seringue Hamilton de 

10µL dont l’embout est muni d’un cathéter en silice (Phymep, France). Une fois la dure-mère 

percée, l’ensemble pousse-seringue – seringue est descendu manuellement et très lentement 

pour limiter les conséquences de la destruction tissulaire jusqu’à une profondeur de 2,5mm pour 

l’extrémité du cathéter d’injection. 

Un délai de 30 secondes est observé pour laisser le parenchyme cérébral s’adapter à 

l’élément exogène. Un volume de 0,2µL de solution virale (1012 gc/ml) est ensuite injectée 

lentement à un débit de 0,2µL/min. Une fois l’injection terminée, le virus est laissé diffuser 

pendant 2 minutes avant de retirer le cathéter d’injection en remontant l’ensemble lentement. 

L’animal est ensuite libéré du cadre stéréotaxique et des points de suture sont réalisés pour 

refermer la peau du crâne. L’animal est replacé dans sa cage d’hébergement pendant 2 semaines 

avant d’être utilisé pour les expérimentations. 

3.2. Implantation de sonde 

La sonde est descendue manuellement et très lentement pour limiter les conséquences de la 

destruction tissulaire jusqu’à une profondeur de 2,5mm, puis collée à l’os crânien avec du 

ciment dentaire (GACD, Paris, France). Après cette étape de chirurgie, les souris sont placées 

isolément dans des cages cylindriques en plexiglas dans lesquelles elles sont libres de leurs 

mouvements et ont un accès ad libitum à l’eau et à la nourriture. Le jour suivant la chirurgie, 

les animaux sont prêts à être utilisés pour les expériences de microdialyse. 

4. Microdialyse 

4.1. Fabrication de sondes pour microdialyse 

Les sondes de microdialyse sont fabriquées au sein du laboratoire (Figure 16). Celles-ci se 

composent d’un tube en acier inoxydable, de cathéters en polyéthylène et en silice (Phymep, 

France) ainsi que d’une membrane en cuprophane capable de laisser passer les molécules d’un 

poids moléculaire inférieur à 6.000 Daltons (Geeaerts, Duranteau et al. 2008). 

Les cathéters d’entrée et de sortie des fluides sont composés de l’assemblage d’un cathéter 

en PE et d’un cathéter en silice (plus court que le tube inox pour l’entrée, plus long pour la 

sortie), maintenus assemblés par de la colle forte. Les deux cathéters sont assemblés avec le 
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tube inox tel que montré sur la Figure 16, l’ensemble étant rendu étanche, toujours par de la 

colle forte. Le cathéter en silice de sortie, dépassant du tube inox d’une longueur permettant 

d’atteindre le centre de la région cérébrale ciblée (soit 4mm dans cette étude), est recouvert de 

la membrane en cuprophane, refermée à son extrémité libre par un point de colle (un mince 

espace est laissé entre ce bouchon et l’extrémité du cathéter en silice pour permettre la sortie 

du dialysat) et maintenue au tube inox par un second point de colle. 

 
Figure 16 : Structure d’une sonde de microdialyse fabriquée au sein du laboratoire 

4.2. Procédure de microdialyse – recueil des échantillons 
de dialysat 

4.2.1. Principe de base de la microdialyse 

Le principe de la microdialyse (Delgado, DeFeudis et al. 1972, Ungerstedt 1991) repose sur 

la loi de diffusion passive de composés de faibles poids moléculaires à travers une membrane 

poreuse du compartiment le plus concentré en neurotransmetteurs (l’espace extracellulaire 

synaptique) vers le compartiment le moins concentré (la sonde de dialyse perfusé avec une 

solution tampon à pH physiologique ne contenant pas de neurotransmetteurs) (Figure 17). La 

microdialyse est réalisée chez la souris éveillée et libre de ses mouvements. Elle permet le 

recueil d’échantillons (dialysats) toutes les 25 minutes avec un débit de 1μl/min. Dans ces 

échantillons sont mesurés la sérotonine (5-HT) et son métabolite, l’acide 5-

hydroxyindolacétique (5-HIAA). Ces molécules sont ensuite quantifiées par chromatographie 
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liquide haute performance (HPLC) couplée à un détecteur électrochimique pour les 

monoamines. Les concentrations de neurotransmetteurs mesurées reflètent l’équilibre 

physiologique entre le mécanisme de libération calcium-dépendant du neurotransmetteur et 

celui de sa recapture par le transporteur sélectif (tel que le transporteur neuronal SERT pour la 

sérotonine). Une étude complète de microdialyse intracérébrale comporte 4 phases : 

(1) l’implantation chirurgicale de la sonde par stéréotaxie sous anesthésie (voir section 

précédente) ; 

(2) le recueil des dialysats 

(3) le prélèvement des cerveaux en vue de la vérification macroscopique précise du site 

d’implantation de la membrane de microdialyse 

(4) l’analyse chromatographique des dialysats. 

 
Figure 17 : Principe de la microdialyse 

Le flux constant de LCRa dans la membrane permet de capter les neurotransmetteurs qui traversent la 

membrane par diffusion passive (gradient de concentration). 

4.2.2. Déroulement de la microdialyse 

Les expériences de microdialyse débutent le lendemain de l’implantation de la sonde. 

L’entrée de celle-ci est reliée à un perfuseur automatique (PHD ULTRA 10 MultiRack, Harvard 

Apparatus) délivrant du liquide céphalorachidien artificiel (LCRa, composition en Tableau 7) 

en continu à un débit de 1 μL/min. Après 1 heure de stabilisation, la collecte des dialysats peut 

commencer avec le même débit de LCR de 1 μL/min (Figure 18), les tubes de dialysats étant 

récupérés toutes les 33 minutes (soit 33µL), séparés en deux aliquots de 21µL et 12µL 

(respectivement destinées au dosage de la 5-HT/DA et du GABA/Glutamate), et 

immédiatement conservés à -20°C pour une analyse proche (-80°C en cas d’analyse retardée). 
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Figure 18 : Dispositif de microdialyse 

L’entrée et la sortie de la sonde cérébrale sont connectées respectivement à la seringue contenant le LCRa 

(positionnée dans le pousse-seringue) et au tube de collecte par deux cathéters en PE. 

Deux protocoles de microdialyse différents sont réalisés : la microdialyse en zero-net flux et 

la microdialyse standard avec injection d’un antidépresseur (Chefer, Thompson et al. 2009). A 

la fin de la séance de microdialyse, les souris sont euthanasiées par perfusion intracardiaque 

(voir section suivante) afin de prélever leur cerveau en vue de réaliser une étude 

immunohistochimique. 

Composants/Ions 
Concentrations 

(en mM) 

NaCl 147 

KCl 3,5 

CaCl2-2 1,26 

MgCl2-6 1 

NaH2PO4 1 

NaHCO3 25 

eau osmosée  

pH 7,4 ± 0,2 

Tableau 7 : Composition du LCRa 

Le LCRa mime les concentrations en sels telles qu’elle sont présentes dans le LCR des animaux. Le pH 

est ajusté par ajout progressif de HCl jusqu’à obtenir le pH recherché. 

4.2.3. Détermination des niveaux basaux de libération de sérotonine : 

la microdialyse en Zero-Net Flux 

Les sondes de microdialyse utilisées ne permettent pas de recueillir les neurotransmetteurs 

avec un rendement de 100%, autrement dit elles ne permettent que d’avoir des valeurs relatives 

aux concentrations exactes présentes dans le parenchyme cérébral. Toutefois, la valeur de cette 

concentration peut être obtenue indirectement par le protocole de microdialyse en Zero-Net 
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Flux (Parsons and Justice 1994). Ce protocole repose sur l’ajout progressif dans le LCRa de 

concentrations croissantes d’un neurotransmetteur précis : la diffusion du neurotransmetteur 

(de concentration Cout) présent dans le milieu extracellulaire à travers la membrane s’équilibre 

en fonction de la concentration en neurotransmetteur dans le LCRa (noté Cin), la concentration 

en neurotransmetteur à la sortie de la sonde étant alors Cin-Cout. Les concentrations dosées 

obéissent alors à l’équation Cin-Cout=f(Cin) permettant alors de calculer une régression linéaire 

dont l’abscisse à l’origine (Cin pour lequel Cin-Cout=0) correspond au zero-net flux, c’est-à-dire 

la valeur exacte de concentration en sérotonine dans le milieu extracellulaire (équilibre des 

concentrations de part et d’autre de la membrane de dialyse sans flux à travers la membrane). 

Après branchement de la sonde au flux de LCRa ([5-HT]in=0), elle est laissée une heure pour 

stabilisation avant de recueillir les 4 premiers dialysats qui donneront la concentration basale 

de chaque souris. Le LCRa est ensuite remplacé par un LCRa contenant de la 5-HT à la 

concentration de 2,5nM : après un équilibrage de 15 minutes, deux dialysats sont recueillis et 

la solution de LCRa remplacée par celle contenant la concentration supérieure en sérotonine. 

Le même enchaînement de phases est répété pour les 3 concentrations successives : 5nM, 10nM 

et 20nM (Figure 19).  

 
Figure 19 : Chronologie d’une expérience de microdialyse en zero-net flux 

4.2.4. Détermination des effets de molécules antidépresseur par 

microdialyse standard 

La sonde est laissée en équilibrage pendant une heure avant de débuter le recueil des 

dialysats. Au cours de cette expérience, 16 tubes de dialysats sont recueillis (Figure 20), tels 

que : 

- les tubes numéros 1 à 4 permettent de doser le niveau basal en neurotransmetteurs ; 

- les tubes numéros 5 à 8 permettent de doser le niveau de neurotransmetteurs répondant à 

une injection de chlorure de sodium (90mg/kg) par voie intrapéritonéale (i.p.) ; 
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- les tubes numéros 9 à 16 permettant le suivi longitudinal après l’injection d’un 

antidépresseur (fluoxétine (18mg/kg, i.p.) ou kétamine (10mg/kg, i.p.). 

 
Figure 20 : Chronologie d’une expérience de microdialyse conventionnelle 

Du NaCl 0,9% est injecté après collecte du 4e tube et l’antidépresseur testé après collecte du 8e tube. 

4.3. Dosage des neurotransmetteurs par HPLC 

La sérotonine et la dopamine sont dosées dans 19μL de dialysat (prélevés dans les 33µL 

recueillis précédemment), par chromatographie liquide à haute pression (HPLC ou High 

Performance Liquid Chromatography) avec une colonne contenant de la silice greffée de 

chaînes aliphatiques de 18 carbones (colonne Nucléodur C18 de 4,6 x 75 mm, particules de 3 

μm ; Machereyet Nagel) couplée à un détecteur ampérométrique (VT03; Antec Leyden, The 

Netherlands) [limite de sensibilité pour 5-HT ≈ 0,5 fmol/échantillon (signal-to-noise ratio = 2)]. 

La composition de la phase mobile est décrite dans le Tableau 8. Le temps de rétention de la 5-

HT dans la colonne oscille entre 12 et 15 minutes et celui de la DA entre 6 et 9 minutes selon 

les conditions ; la quantité en femtomol pour chaque échantillon est calculé à partir de la hauteur 

des pics obtenus en chromatographie rapporté sur une gamme standard d’étalonnage. 

Composants Concentrations 

NaH2PO4 107 mM 

EDTA 140µM 

C8H17NaO3S 770µM 

méthanol 12% 

eau osmosée  

pH 4,1 ± 0,2 

Tableau 8 : Composition de la phase mobile pour le dosage en HPLC de la 5-HT 

La phase mobile utilisée ici permet le dosage à la fois de la 5-HT et de la DA. Le pH est ajusté par ajout 

progressif d’acide orthophosphorique jusqu’à obtenir le pH recherché. 

Le glutamate (Glu) et le GABA sont dosés dans 10µL (prélevés dans les 33µL 

précédemment recueillis) par HPLC avec une colonne greffée en C18 (100 x 1mm, particules 
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de 1,7µm ; Waters) le système ALEXYS Neurotransmitter Analyzer (Antec, Zoeterwoude, 

Pays-Bas). Dans ce système, les 10 µL de dialysat sont additionnés de 1 µL d’une solution de 

dérivatisation dont la composition est décrite dans le Tableau 9. La séparation est effectuée 

grâce à une phase mobile dont la composition est détaillée dans le Tableau 10. La détection est 

effectuée dans un détecteur décade 2 équipée d’une cellule de carbone de 2 mm de diamètre 

(Sencell, Antec, Zoeterwoude, Pays-Bas). La détection et la colonne sont maintenus à une 

température constante de 40°C et le potentiel de détection est de +850mV vis-à-vis d’une 

électrode de référence au KCl. Les concentrations de GABA et de Glu de chaque échantillon 

ont été calculées en mesurant les aires des pics par rapport à une gamme standard. Les limites 

de quantification de ce système sont respectivement de 12nM pour le GABA et de 8nM pour le 

Glu (signal-to-noise ratio = 3). 

Composants Concentrations 

orthophtalaldéhyde 37 mM 

tampon borate 90 mM, pH=10,4 

sulphite de sodium 50 mM 

éthanol 5% 

eau osmosée  

Tableau 9 : Composition de la solution de dérivatisation des échantillons 

Le GABA et le glutamate n’étant pas détectable directement par la cellule électrochimique, il est 

nécessaire d’ajouter un groupement de dérivatisation afin de les détecter. 

Composants Concentrations 

acide orthophosporique 50 mM 

acide citrique 50 mM 

EDTA 100 µM 

acétonitrile 2% 

eau osmosée  

Tableau 10 : Composition de la phase mobile pour le dosage en HPLC du GABA et du glutamate 

4.4. Extraction des cerveaux et contrôle de l’implantation 
de la sonde par coloration au Crésyl Violet 

À la fin de la microdialyse, les animaux sont sacrifiés par élongation cervicale. Leur cerveau 

est prélevé et instantanément congelés en étant plongé dans de l’isopentane refroidi à -20°C. 

Des coupes 35μm d’épaisseur sont réalisées au cryostat et montées sur des lames en verre 

SuperFrost. Les coupes sont ensuite colorées au Crésyl violet selon la succession d’étape 

suivante : 
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(1) fixation des coupes dans un bain de paraformaldéhyde à 4% (1 heure) ; 

(2) rinçage dans deux bains d’eau osmosée (2x2 minutes) ; 

(3) coloration au Crésyl violet 0,5% (1 minute) ; 

(4) rinçage dans trois bains successifs d’eau osmosée (3x10 secondes) ; 

(5) déshydratation des coupes dans cinq bains successifs d’éthanols de concentration 

croissante (70% puis 90% 30 secondes, 95% 1 minute puis 100% 2x2 minute) ; 

(6) rinçage de l’éthanol dans deux bains successifs de xylène (2x2 minutes). 

Les coupes sont ensuite recouvertes d’une lamelle, montée à l’aide d’Eukitt, dont le xylène 

constitue le solvant. 

5. Immunohistochimie 

5.1. Perfusion des animaux et extraction des cerveaux 

La souris est anesthésiée par une injection d’hydrate de chloral (10 mg/kg). L’anesthésie est 

contrôlée en effectuant une pression sur la patte arrière de l’animal : l’absence de réaction 

permet d’entreprendre la chirurgie. 

L’animal est fixé sur une planche en liège, sur le dos. Une incision au niveau médian de 

l’abdomen permet d’introduire les ciseaux de chirurgie et de remonter jusqu’au diaphragme par 

les flancs de l’animal. Le diaphragme sectionné laisse entrevoir le cœur. La peau qui recouvrait 

l’abdomen est rabattue en arrière puis fixée, permettant un accès dégagé jusqu’au cœur. Il est 

primordial d’opérer rapidement l’animal pour conserver la propriété pulsatile du cœur. Cette 

capacité va permettre de rincer et fixer les tissus cérébraux, ce qui est nécessaire pour obtenir 

des marquages sans pollution par des cellules sanguines résiduelles. 

Un cathéter relié à une pompe péristaltique (W40578, Fisher Scientific SAS, France) est 

inséré dans le ventricule gauche du cœur. Cette pompe permet de perfuser en premier lieu une 

solution de NaCl 0.9% conservée froide dans la glace ; cette solution permet de rincer les tissus 

en ôtant les cellules sanguines résiduelles qui risqueraient de contaminer les tissus prélevés. 

Une fois le cathéter en place, une incision de l’oreillette droite va permettre au cœur et à la 

pompe d’évacuer le sang du corps de l’animal. Après 1,5 minutes, on peut constater une 

décoloration de certaines zones du corps de l’animal telles que le foie ou les pattes avant, une 

décoloration qui sert d’indicateur du bon déroulement du processus. Le NaCl 0.9% est alors 

remplacé par une solution de paraformaldéhyde 4% dans 0,2M de solution de Sørensen pendant 

2 minutes. Cette solution va permettre de fixer les tissus et de stopper toute activité cellulaire ; 

durant cette étape, la queue et les pattes de l’animal peuvent se raidir, signe du bon déroulement 

de la perfusion. 
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Le cerveau est ensuite prélevé et conservé pendant la première journée dans une solution de 

paraformaldéhyde 4% à 4°C. Cette solution est ensuite substituée par une solution de tampon 

phosphate (PBS) + sucrose 30% + azide 0.1% à 4° (remplacée trois fois par une solution neuve, 

chaque 24 heures) ce qui permettra de protéger et conserver les tissus jusqu’à leur prochaine 

utilisation. 

5.2. Préparation des coupes cérébrales 

Les cerveaux sont placés à l’envers dans des blocs en plastique individuels préalablement 

remplis avec de l’OCT (Tissue-Tek, Optimal Cutting Temperature). Ainsi préparés, les blocs 

sont plongés dans une boite en polystyrène contenant de la carboglace (-60°C). La propriété de 

l’OCT à se solidifier à basse température va contenir le cerveau dans un bloc. Ils sont ensuite 

démoulés puis conservés au congélateur à -80°C. Le bloc d’OCT est fixé sur une platine 

amovible à l’aide d’OCT, à l’intérieur d’un dispositif réfrigéré à -20°C (Leica CM 3000, Leica 

Biosystems, Allemagne). Cet appareil va permettre de faire des sections du bloc, ici définies à 

35 μm d’épaisseur. On équilibre ensuite le cerveau par rapport à la lame du couteau du cryostat 

de façon à obtenir une morphologie symétrique des structures cérébrales. Après l’identification 

du début du cortex préfrontal et de la zone du tronc cérébral contenant le raphé à l’aide de l’atlas 

pour Souris (mPFC : Bregma +2,8 à +1,94mm, raphé : Bregma -4,04 à -5,02mm ; Franklin et 

Paxinos, 2007), chaque section du cortex préfrontal puis des noyaux du raphé est collectée. 

Le stockage des coupes de cerveaux se fait à l’aide d’une boîte de 24 puits. Chaque ligne 

correspond à un cerveau. Les puits sont remplis par une solution de PBS + sodium azide (0.1%) 

qui préservera les tissus d’une éventuelle dégradation par les bactéries ou champignons. Le 

cortex préfrontal se subdivisera par 6 à 8 séries (en moyenne) de 6 coupes. Dans chaque puit, 

nous retrouvons donc 1/6 du cortex préfrontal et du tronc cérébral, et chaque section est espacée 

de la suivante par 210μm. 

5.3. Immunomarquage et observation microscopique 

Les coupes sont en premier lieu incubées 30 minutes dans une solution de PBS contenant 

1% de sérum d’âne (Normal Donkey Serum (NDS), Jackson ImmunoResearch) et 0,3% de 

Triton. Cette solution vise à la fois à perméabiliser la membrane des cellules pour permettre le 

passage des anticorps et à bloquer les sites antigéniques aspécifiques et donc à diminuer le bruit 

de fond au moment de la révélation du signal lié au marquage de la hMAO-A. Les coupes sont 

ensuite incubées à 4 °C sous agitation toute la nuit dans une solution d’anticorps anti-MAOA 



 85 

(anticorps primaire de lapin recombinant) dilués au 1:100 dans du PBS et contenant 1% de NDS 

et 0,3‰ de triton (solution Ab). Le lendemain, les coupes sont à nouveau rincées 3 fois 5 

minutes dans de la solution Ab ne contenant pas d’anticorps avant d’être incubées 1 heure 

l’anticorps secondaire (CyTM3 AffiniPure Donkey Anti-Rabbit IgG (H+L), Jackson 

ImmunoResearch) dilué au 1:500 dans la solution Ab. Après 3 nouveaux rinçages à la solution 

Ab, cette fois-ci dans le noir, les coupes sont incubées 30 minutes avec une solution de Hoechst 

afin de marquer les noyaux des cellules. Les coupes sont une dernière fois lavées 3 fois puis 

montées entre « lame et lamelle » à l’aide d’un milieu de montage Fluoromount (Sigma-

Aldrich). Les neurones exprimant hMAO-A sont quantifiés sur 1/6 du mPFC par visualisation 

au microscope multiphoton en épifluorescence (Leica TCS SP8) en utilisant le filtre approprié. 

6. Biochimie 

6.1. Extraction des régions cérébrales 

Une fois les tests comportementaux achevés, les souris sont sacrifiées par élongation 

cervicale en vue de récupérer le cerveau. Pour se faire, la peau du crâne est incisée puis la 

jonction entre la moelle épinière et le tronc cérébral coupée et, toujours à l’aide de la paire de 

ciseaux, l’arrière de la boîte crânienne coupé. Après ouverture aux ciseaux chirurgicux de la 

boîte crânienne, enfoncés en amont du Bregma et ouverts pour écarter les plaques osseuses, ces 

dernières sont retirées à la pince. Les ciseaux sont ensuite délicatement passés en-dessous du 

cerveau pour servir de levier afin de l’extraire de la boîte crânienne. 

Le cerveau est ensuite placé dans une matrice à stries coronales afin d’isoler une coupe de 

1mm d’épaisseur au niveau du cortex prélimbique (≃+1,7 à +2,7 du Bregma) et des noyaux du 

raphé (≃-4,02 à -5,02 du Bregma). Les coupes sont ensuite re-découper pour ne conserver que 

la région médiane du PFC médian (Figure 21). Les noyaux du raphé et un hémisphère du PFC 

médian sont utilisés pour l’analyse transcriptomique tandis que le second hémisphère du PFC 

médian est utilisé pour le dosage de la MAO-A par Western Blot. 

L’ensemble des expériences de biochimie qui suivent sont réalisées sur glace afin de 

ralentir/éviter la dégradation des macromolécules (ARNm et protéines). 
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Figure 21 : Début et fin des coupes effectuées et régions prélevées pour les analyses biochimiques 

Les zones extraites sont encadrées (PFC) ou entourées (tronc cérébral) en rouge. L’analyse des noyaux 

du raphé dans le tronc cérébral permet d’étudier l’effet de la surexpression de la hAMO-A dans le coprs 

des noyaux sérotoninergiques. 

6.2. Détermination de l’effet de la surexpression de la 
MAO-A sur la transcription des gènes associés à la voie 
des monoamines 

6.2.1. Extraction et purification des ARNm 

Les régions cérébrales extraites sont immergées dans du Trizol® (Invitrogen, life 

technologies, États-Unis) avant d’être broyées à l’aide d’une seringue munie d’une aiguille de 

18G puis de 23G : les aller-retours du tissu avec le Trizol® homogénéise le tissu. Un volume 

de chloroforme équivalent au cinquième de celui de Trizol® est ajouté et l’ensemble 

vigoureusement agité. Les échantillons sont ensuite centrifugés 15 minutes à 10.000G pour 

récupérer le surnageant qui contient l’ensemble des ARN (dont les transcripts messagers). Le 

volume de solution est complété par de l’isopropanol (de volume équivalent à la moitié du 

volume initial de Trizol®) ; les échantillons sont ensuite vigoureusement agités. Les 

échantillons sont laissés au repos toute une nuit à -20°C. 

Le lendemain, les échantillons sont centrifugés 15 minutes à 12.000G. Le surnageant est 

alors éliminé délicatement pour conserver le culot qui est deux fois rincés à l’éthanol 75% : 

après centrifugation, le culot est repris et resolubilisé dans 0,2mL d’éthanol 75% avant d’être 

centrifugé 5 minutes à 10.000G. Après le deuxième rinçage, les culots sont laissés à sécher 10 

minutes, le tube renversé restant ouvert et étant placé pour ne pas décrocher le culot. Le culot 

est ensuite repris et solubilisé dans 100µL d’eau distillée ionisée. 



 87 

6.2.2. Dosage et contrôle qualité des ARNm 

Le dosage de la quantité d’ARN extraite est réalisé par spectrophotométrie grâce au 

NanoDrop 2000 (ThermoFisher Scientific, États-Unis). Pour ce faire, 1 μL d’échantillon ARN 

est déposé sur l’électrode inférieure du NanoDrop puis l’électrode supérieure rabattue sur 

l’échantillon et le dosage effectué. 

 
Figure 22 : Contrôle qualité des ARNm 

Après dosage au NanoDrop, un extrait des ARNm est déposé dans une puce nano, placée dans le 

BioAnalyser qui effectue une électrophorèse capillaire : les ARN sont séparés et le ratio de 28S et 18S 

calculé pour déterminer le RIN. 

L’intégrité des ARN est ensuite évaluée par électrophorèse capillaire sur puce à l’aide du kit 

RNA 6000 Nano LabChip sur Bioanalyser 2100 (Agilent Technologies, États-Unis). Les 

réactifs du kit de contrôle qualité sont, au préalable, équilibrés à température ambiante pendant 

30 minutes. La matrice du gel, fournie dans le kit, est préparée par centrifugation pendant 10 

minutes à 1.500 g à travers un filtre rotatif. Pour la préparation du gel pour une puce (16 puits, 

Figure 22), 65μL de la matrice sont mélangés à 1μL du concentré de teinture bleu fourni dans 

le kit, après agitation de cette teinture durant 10 secondes. Ce mélange est agité puis centrifugé 

pendant 10 minutes à 13.000 g. En parallèle, l’échelle de poids moléculaire est dénaturée par 

chauffage à 70°C durant 2 minutes. Les échantillons d’ARN ne sont en revanche pas dénaturés, 

du fait du faible volume disponible et du phénomène d’évaporation qui se produit lors du 

chauffage. L’échelle et les échantillons sont maintenus au froid sur glace. La préparation de la 

puce est réalisée sur une station d’amorçage munie d’une seringue : après centrifugation, 9 μL 

du gel contenant la teinture est déposés dans le puit prévu à cet effet puis réparti sur l’ensemble 
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de la puce grâce à l’application d’une pression reproductible à l’aide de la seringue maintenue 

par son clip durant 30 secondes. Les deux puits de réserve de gel sont également remplis de 

9µL de gel chacun. Un volume de 5µL du marqueur moléculaire contenu dans le kit est déposé 

dans les puits devant accueillir les échantillons ainsi que l’échelle. Un volume de 1µL 

d’échantillon et de l’échelle sont déposés dans les puits prévus à cet effet ; la concentration des 

échantillons doit être comprise entre 2 et 250ng/µL, ceux dont la concentration est supérieure à 

250ng/µL étant alors dilués. La puce est vortexée 1 minute, durée pendant laquelle les 

électrodes du Bioanalyser 2100 sont nettoyées en étant plongée dans une solution de RNaseZAP 

(1 minute), rincées à l’eau exempte d’ARN (10 secondes) puis séchées à l’air libre durant 10 

secondes. La puce est alors placée dans le Bioanalyser 2100 (Figure 22) qui sépare les ARNm 

par électrophorèse capillaire, permettant la visualisation des fragments d’ARN 18S et 28S. Au 

cours de cette étape, un facteur d’intégrité de l’ARN (RIN, RNA Integrity Number) est 

déterminé pour chaque échantillon : les ARN sont considérés de bonne qualité pour l’obtention 

de résultats exploitables pour la RT-qPCR lorsque le RIN est égale ou supérieur à 8. 

6.2.3. Transcription inverse – synthèse des ADNc 

La transcription inverse de l’ARN en ADN complémentaire (ADNc) est réalisée avec le kit 

pour RT-PCR quantitative Maxima First Strand cDNA Synthesis (ThermoFisher Scientific, 

Etats-Unis). Le mélange de réaction et la transcriptase inverse (Maxima Reverse Transcriptase) 

fournis avec le kit sont mélangés, suivit de l’ajout de 1µg d’ARN. Après une agitation délicate 

et une centrifugation des échantillons, la réaction de transcription inverse est effectuée au 

thermocycleur en suivant le programme préconisé par le kit : 10 minutes à 25 °C, puis 15 

minutes à 50 °C et enfin 5 minutes à 85 °C. Les échantillons d’ADNc obtenus sont dilués au 

1/5 (volume final de 100µL). Les échantillons d’ADNc sont conservés à -20°C jusqu’à 

utilisation pour la PCR quantitative. 

 

 

6.2.4. Quantification des ARNm cibles par amplification PCR 

L’amplification de l’ADN par PCR quantitative en temps réel est réalisée à l’aide du CFX 

Connect Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad, États-Unis) qui mesure la fluorescence 

émise à chaque cycle par le SYBR Green dans les 96 puits de la plaque. Deux mélanges 

réactionnels ont été utilisés : un mélange “maison” (Tableau 11) et le mélange SsoAdvanced 

Universal SYBR Green Supermix (Bio-Rad). Le mélange réactionnel, la paire d’amorce et 
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l’échantillon d’ADNc sont déposés dans les puits selon un plan de plaque établi. Pour chaque 

échantillon, l’expression de trois gènes référence, l’actine, la glycéraldéhyde-3-phosphate 

déshydrogénase (GAPDH) et la cyclophiline A (cycloP), ont été évaluées en plus de 

l’expression des gènes étudiés. L’évaluation de l’expression de gène est réalisée à partir d’un 

triplicat (3 puits par gène) pour chaque échantillon. 

Les plaques, placées dans le CFX, sont soumises au programme :  

- dénaturation initiale : 95°C, 2 minutes ; 

- amplification (40 cycles) : 

a) dénaturation : 95°C, 10 secondes, 

b) hybridation des amorces : 59°C, 10 secondes 

c) élongation : 72°C, 10 secondes ; 

- élongation terminal : 65°C, 5 secondes puis 95°C, 5 secondes. 

A chaque fin de cycle d’amplification, la quantité d’ADN est mesurée grâce au niveau de 

fluorescence correspondant à l’incorporation de l’intercalant SYBR Green. Le suivi de cette 

fluorescence permet d’obtenir la valeur d’un cycle de quantification (Cq) durant lequel la 

quantité d’ADN amplifiée double à chaque cycle. En coordonnées logarithmiques, cette phase 

est représentée par une droite. Plus le Cq est faible, plus le gène est fortement exprimé, ce qui 

indique que la quantité initiale d’ADNc présente est d’autant plus importante. 

Le niveau d’expression de chaque gène est normalisé par différence du Cq moyen obtenu 

pour ce gène avec le Cq moyen obtenu avec les gènes de référence. Cette différence est calculée 

entre le gène et l’actine, entre le gène et la GAPDH et entre le gène et la cycloP Une moyenne 

géométrique de ces trois Cq est calculé pour obtenir le ΔΔCq du gène considéré. 

Composants Concentrations 

MgCl2 3mM 

dNTP 0,2mM/chacun 

Mix pour PCR 1:10 

Taq* 0,025u/µL 

SYBR green* 1:20 

eau osmosée  

Tableau 11 : Composition du milieu réactionnel “maison” pour qPCR 

Les deux derniers composant (*) sont ajoutés au dernier instant (lors de la préparation de la plaque). Le 

mélange commercial SsoAdvance contient les mêmes composants. 
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6.3. Détermination des niveaux protéiques de la MAO-A 
par Western Blot 

6.3.1. Extraction des protéines et dosage 

L’échantillon de PFC médian immergé dans une solution de RIPA/inhibiteurs de protéases 

refroidi et broyé au Potter mécanique, puis 3 secondes par ultrasons (sonicateur Branson 450 

Digital Sonifier, Marshall Scientific, États-Unis) ; les cellules sont lysées par action du RIPA 

à+4°C sous agitation pendant 2 heures. Après centrifugation (13.000G, 20 minutes, 4°C), le 

surnageant contenant entre autre les protéines est collecté. 

Afin de déposer la même quantité de protéines dans chaque puits, les protéines de chaque 

échantillon sont quantifiées par un dosage de Bradford. Cette technique combine la réaction de 

Biuret avec une détection colorimétrique hautement sensible et sélective des ions cuivre en 

utilisant un réactif contenant l’acide bicinchoninique (Thermo Scientific Pierce BCA Protein 

Assay Kit, Pierce Biotechnology, États-Unis). 

6.3.2. De la migration des protéines à leur détection par un marquage 

anticorps, technique du Western Blot 

L'électrophorèse est réalisée dans un gel fabriqué au laboratoire (Tableau 12) de 

polyacrylamide additionné de 10% de laurylsulfate de sodium (SDS-PAGE) pendant 3h sous 

une tension de 80 V. Les protéines sont ensuite transférées sur une membrane de polyvinylidène 

difluoride (PVDF, 0,45µm, AmershamTM HybondTM, Life Science, GE Healthcare, États-Unis) 

dans du tampon de transfert pendant 1h sous une tension de 100V à 4°C. La présence de protéine 

est vérifiée en plaçant brièvement la membrane PVDF dans du rouge Ponceau. Après une série 

de rinçages et le blocage des sites non spécifiques au Régilait®, les membranes sont incubées 

avec l’anticorps primaire pour détecter la quantité totale en MAO-A. L’anticorps anti--actine 

permet de détecter et doser directement la -actine afin de normaliser les résultats obtenus pour 

la MAO-A. 

Composants 
Proportion 

(gel de séparation) 

Proportion 

(gel de concentration) 

Trisaminométhane 20,2% 10,1% 

Acrylamide 25,2% 10,1% 

Sodium dodécylsulfate 0,5% 0,5% 

Per sulfate d’amonnium 0,5% 0,5% 

TEMED 0,1% 0,2% 

eau osmosée 53,5% 78,6% 
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Tableau 12 : Composition du gel de Western Blot 

La solution de trisaminométhane est au pH de 8,8 pour le gel de séparation et de 6,8 pour le gel de 

concentration. 

L’anticorps primaire est détecté grâce à des anticorps secondaires couplés à la HRP 

(horseradish peroxydase). Lors de la revelation, du réactif ECL (ECLTM Prime Western Blotting 

Detection Reagent, AmershamTM, Life Science, GE Healthcare) est dépose sur la membrane 

PVDF et le signal est quantifié grâce au système ChemiDoc XRS (Bio-rad, Marnes-La-

Coquette, France). 

Les images de révélation sont acquises en utilisant le logiciel Image Lab, et les bandes 

quantifiées en utilisant le logiciel Image (Daravinejad). 

Anticorps primaire Dilution Espèce hôte Référence Fournisseur 

MAO-A 1:1000 lapin Ab126751 Abcam 

b-actine 1:5000  SC47778 Santa Cruz Biotechnologies 

Anti-Ig lapin 1:5000 âne #7074 Cell Signaling Technology 

Tableau 13 : Liste des anticorps utilisés pour le Western Blot 

6.4. Détermination de l’activité enzymatique MAO-A 

6.4.1. Extraction de la fraction membranaire et dosage des protéines 

L’échantillon de PFC médian est immergé dans de la solution H (Tableau 14) et broyer au 

Potter mécanique puis aux ultrasons (5 fois 2 secondes, les deux fois l’échantillon étant refroidi 

dans de la glace). Après centrifugation (20.000G, 5 minutes, +4°C), le culot est re-suspendu 

dans 150µL de tampon phosphate salin (PBS). 

Afin de déterminer précisément l’activité enzymatique par quantité de protéines, les 

protéines sont quantifiées par un dosage de Bradford (confère ci-dessus). 

Composants Concentrations 

EGTA 0,2mM 

TES 5,5mM 

sucrose 300mM 

eau osmosée  

pH 7,2 

Tableau 14 : Composition de la solution H 

La solution H permet d’extraire les protéines membranaires sans dénaturer leur structure afin que les 

enzymes conservent leur activité, permettant ainsi que mesurer cette dernière. Le pH est ajusté par ajout de 

KOH. 
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6.4.2. Mesure de l’activité enzymatique MAO-A 

La mesure de l’activité enzymatique de la MAO-A est effectuée en utilisant un kit 

(OxiselectTM Monoamine Oxidase Assay Kit (Colorimetric), MyBioSource, États-Unis). Cette 

mesure repose sur le dosage de la production de péroxyde d’hydrogène (H2O2) par la MAO 

lorsqu’elle oxyde la tyramine ; la concentration en H2O2 est dosée par réaction colorimétrique. 

La mesure de l’absorbance, qui permet de calculer la concentration en H2O2, est effectuée sur 

un volume de 50µL d’échantillon par un lecteur de plaque (Multiskan FC, ThermoFischer, 

États-Unis) à différents temps (5, 10, 20, 30 minutes et 1 heure) afin de déterminer une cinétique 

de la réaction. 

La valeur de l’activité enzymatique est calculée à partir de la concentration en H2O2 à l’aide 

de la formule : 

𝑎𝑐𝑡𝑖𝑣𝑖𝑡é 𝑀𝐴𝑂 = ቆ
[H2O2]

𝑡𝑒𝑚𝑝𝑠 𝑑𝑒 𝑙𝑎 𝑟é𝑎𝑐𝑡𝑖𝑜𝑛
ቇ × 𝑓𝑎𝑐𝑡𝑒𝑢𝑟 𝑑𝑒 𝑑𝑖𝑙𝑢𝑡𝑖𝑜𝑛 𝑑𝑒 𝑙′é𝑐ℎ𝑎𝑛𝑡𝑖𝑙𝑙𝑜𝑛 

Cette valeur d’activité, exprimée en unité arbitraire par volume (U/L), est normalisée en la 

rapportant à la quantité en protéines pour permettre l’analyse statistique entre les groupes. 

7. Comportement 

7.1. Le test en champ ouvert 

L’animal est placé dans une enceinte étrangère en plexiglas (43 x 43 cm). Le nombre 

d’entrées ainsi que le temps passé dans le centre (32 x 32 cm) sont les paramètres évalués 

pendant 30 minutes, grâce à un système par infrarouge (Ugo Basile, Italie) (Figure 23). Une 

caméra placée au-dessus du dispositif et reliée à un logiciel de suivi (Any-Maze, Dublin, 

Ireland) permet l’enregistrement des déplacements, le logiciel Any-Maze permettant aussi de 

calculer les paramètres étudiés (temps et nombre d’entrée dans les bras ouverts). En général, 

les animaux présentent un haut degré d’évitement de l’aire centrale, par rapport à la périphérie. 

Le test en champ ouvert (Open Field, OF) est un test permettant de mesurer à la fois l’anxiété 

de l’animal (notamment pendant les 5-10 premières minutes du test), ainsi que l’activité 

ambulatoire (lorsque le test est réalisé sur 30 minutes). L’administration aigue d’un 

anxiolytique, tel qu’une benzodiazépine, ou l’administration chronique d’un antidépresseur 

augmentent le nombre d’entrées et le temps passé dans le centre de l’enceinte.  
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Figure 23 : Test en champs ouvert 

Les mouvements de la souris dans le labyrinthe sont tracés par vidéo et les données analysées pour 

calculer le nombre d’entré et le temps passé dans les zones périphérique et centrale. 

7.2. Labyrinthe de la croix surélevée 

Le labyrinthe EPM (Ugo Basile, Italie) se compose de deux bras ouverts et de deux bras 

fermés reliés par une plateforme centrale, située à 50cm au-dessus du sol et éclairé par une 

faible puissance (20 watts). Lors de son passage, chaque souris est placée sur la plateforme 

centrale, face à un bras ouvert ; elle peut alors explorer librement l’ensemble du labyrinthe 

pendant 5 minutes. Une caméra placée au-dessus du dispositif et reliée à un logiciel de suivi 

(Any-Maze, Dublin, Ireland) permet l’enregistrement des déplacements, le logiciel Any-Maze 

permettant aussi de calculer les paramètres étudiés (distances parcourues et temps de 

mobilité/immobilité). 

 
Figure 24 : Test de la croix surélevée 

Les mouvements de la souris dans le labyrinthe sont tracés par vidéo et les données analysées pour 

calculer le nombre d’entré et le temps passé dans chaque zone. 

Le test du labyrinthe en croix surélevé (ou Elevated Plus Maze, EPM) permettant d’évaluer 

le phénotype anxieux d’un animal. La mesure du nombre total d’entrées ainsi que de la distance 

parcourue dans les 4 bras est mesuré, afin de corriger les résultats en fonction de l’activité de 
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l’animal dans ce test. Un phénotype anxieux se caractérise par une diminution du temps passé 

dans les bras ouverts par rapport au temps passé dans les bras fermés. 

7.3. Test d’alimentation supprimé par la nouveauté 

Le test de l’alimentation supprimé par la nouveauté (Novelty Suppressed Feeding Test, 

NSFT) est un test prédictif d’une activité mixte anxiolytique/antidépressive des antidépresseurs. 

Ce test induit une situation de motivation conflictuelle entre l’envie d’aller se nourrir et la peur 

de s’aventurer au centre de l’enceinte, qui est fortement éclairée (Figure 25). L’animal à jeun 

depuis 24 heures est placé dans un coin d’une enceinte (55 x 40 x 18 cm), où en son centre 

fortement éclairé une croquette de nourriture a été posée sur un cercle de papier blanc. Le temps 

de latence que la souris met pour mordre manifestement la croquette est mesuré. L’animal est 

ensuite replacé dans sa cage d’origine avec une croquette : on mesure alors le temps de latence 

et la consommation de nourriture pendant 5 minutes, afin de vérifier que l’appétence des souris 

n’est pas affectée par le traitement à la fluoxétine (David, Samuels et al. 2009). 

 
Figure 25 : Test de l’alimentation par la nouveauté 

Après 24h de jeûne, l’animal est placé dans une arène fortement éclairée (milieu anxiogène) au centre de 

laquelle se trouve une croquette. On mesure alors sur 10 min la latence avant que l’animal ne croque dans 

la croquette. 

7.4. Test d’aspersion (Splash Test) 

Le test d’aspersion (Splash Test, ST) est assimilé au caractère dépressif puisqu’il met en 

œuvre la capacité de toilettage chez le rongeur. Les animaux d’une même cage sont placés 30 

à 60 minutes dans une nouvelle cage (dite cage de pré-test). Au moment du test, une solution 

de sucrose à 10% est vaporisée en une seule fois et de manière modérée sur le cou et le dos de 

l’animal. Cette solution est à la fois collante (permettant d’initier le toilettage chez le rongeur) 

et appétante. L’animal est directement introduit dans sa cage d’hébergement sans nourriture ni 

eau pour la durée du test, soit 5 minutes. Un chronomètre est lancé simultanément. Plusieurs 
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paramètres sont mesurés : la latence à initier un toilettage (qui doit durer plus de deux secondes 

et comprend une action des pattes sur la face ou un léchage du pelage ventral ou dorsal), le 

temps total ainsi que la fréquence de toilettage sur la période du test. A la fin du test, la souris 

est introduite dans une nouvelle cage temporaire (dite cage post-test), le temps que les autres 

souris de la même cage aient effectuées le test (Figure 26). 

 
Figure 26 : Test d’aspersion (ou Splash Test) 

Après aspersion de l’animal par de l’eau sucrée (10%), le temps de toilettage est mesuré et le nombre 

d’épisode de toilettage compté. 

7.5. Le test de préférence d’eau sucré 

Le test de préférence d’eau sucré (Sucrose Preference Test, SPT) est un test prédictif d’un 

effet anéhdonique reposant sur la différence de consommation d’eau neutre (eau du robinet) et 

d’eau sucrée : les rongeurs ont une appétence supérieure pour les aliments et boissons sucrées. 

La réalisation de ce test implique l’isolement de chaque animal afin de pouvoir mesurer avec 

précision la consommation de chaque animal. 

Durant les premières 24 heures du test chaque souris a accès à deux biberons contenant de 

l’eau, afin de déterminer si les animaux ont une préférence de place vis-à-vis des biberons. Pour 

les 48 heures qui suivent, chaque animal a accès à un biberon contenant de l’eau et un biberon 

contenant une solution de sucrose à 2%. Au début du test et toutes les 24 heures les deux 

biberons sont pesés, les biberons d’eau et de sucrose étant inversés au bout de 24 heures afin 

d’éviter une habituation de place des animaux. La consommation de chaque boisson (en mL) 

correspond à la différence de poids (en g) pour chaque biberon.  

7.6. Calcul du score d’émotionalité (Z-score) 

A l’image de l’échelle d’Hamilton, questionnaire composé de plusieurs items qui permet 

d’évaluer quantitativement la sévérité de la pathologie, le score d’émotionalité (ou « 



 96 

emotionality score ») est un outil préclinique qui permet d’évaluer l’état anxio-dépressif de 

l’animal en prenant en compte l’ensemble des résultats obtenus lors de l’étude 

comportementale, et ce de façon à diminuer la variabilité intrinsèque de chaque test (Guilloux, 

Seney et al. 2011). En effet, il existe plusieurs causes de variabilités des résultats : le jour ou le 

moment de la journée où le test est effectué, les conditions du test (bruit, etc…) qui peuvent 

influer sur le comportement animal. Un animal peut présenter un phénotype anxieux fort dans 

un test, et un phénotype moins prononcé dans un second test réalisé quelques jours plus tard. 

Cette méthode permet ainsi de normaliser les paramètres des différents tests correspondant au 

comportement d’anxiété-dépression, par une standardisation de type « z ». Cette normalisation 

des résultats obtenus à des moments différents et de différentes cohortes, permet ainsi leur 

comparaison et leur compilation. 

 

La formule de normalisation des résultats par z-normalisation est la suivante : 

𝑧 =  
𝑋 −  m

s
 

 X : valeur du paramètre observé 

 μ : moyenne du groupe véhicule (contrôle) 

 s : écart-type du groupe véhicule (contrôle) 

 z : score d’émotionalité 

On obtient de cette façon le z-score pour chaque paramètre considéré comme marqueur d’un 

phénotype anxio-dépressif dans chaque test (OF : temps dans le centre et distance ratio. EPM : 

Temps dans les bras ouverts, ratio d’entrées dans les bras ouverts/entrées totales. NSF : latence 

à aller se nourrir. ST : Durée de toilettage). On moyenne ensuite tous les z-paramètres d’un test 

pour calculer le z-score du test considéré. Enfin, on réalise une moyenne tous les « z-scores » 

de chaque test (ZOF, ZEPM, ZNSF et ZST) pour obtenir le score d’émotionalité global de 

l’expérience. Ce score nous permettra notamment d’évaluer si une souris présente un phénotype 

anxio-dépressif stable dans chaque test. Plus le score est élevé, plus le comportement des souris 

sera considéré comme anxio-dépressif. Nous considérerons que les souris ont répondu au 

traitement si on observe une diminution d’au moins 50% du score après administration d’un 

antidépresseur. 
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8. Vérification des étapes du cycle menstruel chez la 
femelle 

Les altérations comportementales (anxiété-dépression) peuvent être associées à une 

dérégulation de l’axe hypothalamo-hypophysaire et donc une augmentation des concentrations 

plasmatiques de corticostérone chez les animaux (Grippo, Sullivan et al. 2005). Une partie de 

notre étude étant réalisée chez la femelle, il est important d’évaluer l’état du cycle menstruel 

chez ces animaux afin d’exclure des variations de comportement interindividuelles qui 

pourraient être dues à la variation du cycle. En effet, le comportement chez la souris peut varier 

en fonction des états de leur cycle ovarien, celui-ci pouvant être sujet à des changements liés à 

l’activité de l’axe hypothalamo-hypophysaire (ter Horst, de Kloet et al. 2012). 

Une façon d’évaluer le cycle ovarien de manière non-invasive est d’observer les 

changements de la structure des cellules épithéliales vaginales (Goldman, Murr et al. 2007, 

Caligioni 2009). Des frottis vaginaux sont ainsi réalisés en introduisant une pipette contenant 

15μl de NaCl 0.9% dans l’orifice vaginal de la souris (Figure 20). Le frottis ainsi obtenu est 

déposé sur une lame, recouvert d’une lamelle avant d’être observé au microscope 

(grossissement x10), sans coloration. Chez les rongeurs, le cycle dure de 4 à 5 jours et comporte 

4 stades qui se différencient par la proportion des 3 types de cellules observées (cellules cornées, 

cellules épithéliales et leucocytes) : prœstrus, œstrus, metœstrus et diœstrus. 

L’état du cycle est vérifié après chaque test comportemental afin de l’intégrer comme facteur 

dans nos analyses statistiques. Ainsi, pour toute analyse chez les femelles, une ANOVA à 2 

facteurs (facteurs traitements et cycles) a été réalisée. 

9. Analyses statistiques 

Les résultats des études comportementales et biochimiques sont présentés sous la forme de 

moyenne ± erreur standard à la moyenne (SEM). 

Les données obtenues dans les différentes expériences sont dans un premier temps traitées 

sur Excel afin de calculer les valeurs finales qui sont ensuite utilisées pour les tests statistiques. 

Les données sont ensuite analysées à l’aide du logiciel de statistique GraphPad Prism 9. La 

normalité des groupes est testée par un test de Shapiro-Wilk. Selon les conditions, différents 

tests statistiques sont utilisés : 

- un test de Student (t-test) lorsque les deux groupent suivent une loi Normale ou un test de 

Wilcoxon-Mann-Whitney (test non-paramétrique) lorsqu’au moins un des deux groupes ne suit 

pas la loi Normale ; 
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- une ANOVA à 2 facteurs est appliquée pour la comparaison des groupes GFP et hMAOA 

en tenant compte du sexe des individus ; 

- une analyse de survie de Kaplan-Meier est réalisée pour le test comportemental du NSF, 

du fait que la distribution des données ne suit pas une loi Normale, puis le test du log-rank de 

Mantel-Cox a été utilisé pour comparer les courbes de survie 

Le seuil de significativité statistique est fixé à p < 0,05. 
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Résultats 



 100 

  



 101 

1. Mise au point d’un modèle murin de surexpression 
et d’augmentation de l’activité de la MAO-A 

1.1. Localisation de la surexpression de la MAO-A 

L’immunomarquage de la hMAO-A sur des coupes de cerveau au niveau du PFC 

(approximativement entre +2,3 et +2,1 mm en antérieur du Bregma) montre que l’injection du 

vecteur viral dit « Cre-dépendant » permet une expression de la hMAO-A au niveau du site 

d’injection (Figure 27 b). Au niveau cellulaire, le marquage est observé au niveau du corps 

cellulaire des neurones mais aussi faiblement dans les axones (Figure 27 c et d). Par ailleurs, 

outre les cellules au niveau du point d’injection, l’immunomarquage marque aussi faiblement 

les cellules situées le long du passage du cathéter d’injection laissant supposer une légère 

migration de la solution virale lors de la remontée du cathéter ou peu après. 

 
Figure 27 : Localisation par immunohistochimie de la hMAO-A synthétisée à partir du vecteur viral « Cre-

dépendant » 

L’immunohistochimie pour détecter la localisation précise de la surexpression de la hMAO-A a été 

réalisée dans le mPFC sur des coupes de cerveau situées vers la coordonnée de +2,2 mm par rapport au 

Bregma (a). Le grossissement x4 (b) permet de localiser la zone où la hMAO-A est surexprimée à partir 
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des vecteurs viraux ; les grossissement x10 et x40 (c et d respectivement) des zones d’expression du vecteur 

permettent de confirmer que l’expression est neuronale. 

Un second vecteur viral ciblant les neurones de manière non spécifique (car ne possédant 

pas de séquence Sv40pA flanquée de séquences Lox) et dit “Cre-indépendant” a également été 

testé. L’immunomarquage montre également une expression de la hMAO-A aux coordonnées 

d’injection (Figure 28 b), mais l’intensité de ce marquage est beaucoup plus faible que pour 

celui des coupes du PFC (Figure 28 b-d) issues des souris injectées avec le vecteur « Cre-

dépendant ». Du fait de la faible efficacité du vecteur viral à induire une surexpression de la 

hMAO-A, il a été décidé de ne pas poursuivre avec ce modèle. 

 
Figure 28 : Localisation par immunohistochimie de la hMAO-A synthétisée à partir du vecteur viral « Cre-

indépendant » 

L’immunohistochimie pour détecter la localisation précise de la surexpression de la hMAO-A a été 

réalisée dans le mPFC sur des coupes de cerveau situé vers la coordonnée de +2,2 mm par rapport au 

Bregma (a). Le grossissement x4 (b) permet de localiser la zone où la hMAO-A est surexprimée à partir 

des vecteurs viraux ; les grossissement x10 (c et d) des zones d’expression du vecteur permettent de 

confirmer que l’expression est neuronale. 
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1.2. Détermination des niveaux d’expression suite à la 
transfection virale 

Afin de confirmer que l’injection des vecteurs viraux dans le mPFC entraînait une 

augmentation d’expression de la hMAO-A, l’ARNm et la protéine de la MAO-A ont été 

quantifiés. Le Ct, inversement corrélé à la quantité d’un ARNm donné, est significativement 

réduit chez les animaux ayant été injectés avec le vecteur contenant le transgène de la hMAO-

A par rapport aux animaux ayant reçu le vecteur viral contrôle (Figure 29 a, p-value = 0,032) : 

CthMAOA = 20 (±1,8) contre CtGFP = 27 (±1,2).  

 
Figure 29 : Expression de la hMAO-A dans les neurones pyramidaux après injection du vecteur viral dans 

le mPFC 

Le niveau d’expression transcriptomique de la hMAO-A chez les souris injectées avec le transgène du 

GFP (n = 4 ou 6) ou le transgène de la hMAO-A (n = 5 ou 10)  a été déterminé par RT-qPCR (a) et la 

quantité en protéine résultant de cette surexpression par Western Blot (b). Les résultats de la RT-qPCR sont 

représentés en Ct, autrement dit plus la valeur est élevée et plus la quantité en ARNm est faible. Les 

résultats sont exprimés en moyenne ± SEM. 

L’injection du vecteur viral contenant le transgène de la hMAO-A est aussi responsable 

d’une augmentation significative de 97% (Figure 29 b, p-value = 0,024) : ratio MAO-

A/actinehMAO-A = 8,9 contre ratio MAO-A/actineGFP = 4,5. 

1.3. Détermination de l’activité enzymatique suite à la 
transfection virale 

Afin de déterminer le niveau d’activité de l’enzyme MAO-A dans le mPFC des souris ayant 

été transfectées soit avec le transgène du GFP soit avec celui de la hMAO-A, nous avons mesuré 

la quantité de H2O2 produite par la MAO-A. Ainsi, la surexpression de MAO-A est responsable 



 104 

d’une augmentation significative (Figure 30a, p-value = 0,046) moyenne de 42% de la 

production de H2O2 (Figure 30a, [H2O2]GFP = 3,8µM ± 0,32 contre [H2O2]hMAO-A = 5,4 µM ± 

0,73). 

 
Figure 30 : Activité enzymatique de la MAO-A dans le mPFC suite à l’injection d’un vecteur viral 

contenant le transgène de la hMAO-A 

L’activité enzymatique de la MAO-A dans le mPFC (b) a été déterminé à partir de la production de H2O2 

(a) dans la fraction de protéines membranaires du mPFC de souris ayant reçu le vecteur viral contenant soit 

le transgène du GFP seul (n= 9) soit le transgène hMAO-A (n = 7). Le dosage de H2O2 produit par la MAO-

A a également été réalisé en présence d’un inhibiteur spécifique de la MAO-A, la clorgyline (b). Les 

résultats sont exprimés en moyenne ± SEM. 

L’augmentation de production de H2O2 est un reflet de l’augmentation de l’activité de la 

MAO-A. En effet, suite à la surexpression de la hMAO-A, l’activité enzymatique est 

significativement augmentée de 66,7% (Figure 30 b, p-value = 0,0296) : groupe hMAO-A : 

0,025µM.min-1.µg-1 de protéines ± 0,014, groupe GFP : 0,015µM.min-1.µg-1 de protéines ± 

0,0037. Toutefois, afin de confirmer que cette augmentation de production de H2O2 est liée à 

une augmentation d’activité de l’enzyme, nous avons aussi mesurer la production de H2O2 en 

présence d’un inhibiteur sélectif de la MAO-A (Figure 30 c) : l’ajout de clorgyline diminue 

significativement l’activité enzymatique (p-value = 0,0012). En revanche, l’activité de la MAO-

A des échantillons issus des souris surexprimant la hMAO-A traités avec la clorgyline ne diffère 

pas de l’activité enzymatique dans les échantillons des souris contrôles, que ces échantillons 

soient traités ou non avec l’inhibiteur de la MAO-A. 
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2. Effets biochimiques et comportementaux de 
l’augmentation d’expression et d’activité de la 
MAO-A 

2.1. Surexpression de la hMAO-A dans les cellules 
pyramidales glutamatergiques du cortex préfrontal 
médian 

2.1.1. L’augmentation d’activité de la MAO-A réduit l’homéostasie de la 

sérotonine dans le mPFC 

La surexpression de la hMAO-A dans les neurones pyramidaux du mPFC est responsable 

d’une diminution significative des niveaux extracellulaires basaux en 5-HT (Figure 31 b, p-

value = 0,025). Toutefois, la sonde de microdialyse ayant un rendement inférieur à 100%, afin 

de déterminer avec précision les niveaux réels en 5-HT dans le parenchyme du mPFC, le 

protocole de microdialyse en Zero-Net-Flux a été utilisé. Ainsi, la surexpression de la hMAO-

A est responsable d’une diminution significative de la concentration en 5-HT dans le LCRa à 

l’équilibre (Figure 31 a, p-value < 0,01). 

Par ailleurs, la pente de la régression linéaire des valeurs du Zero-Net Flux est un reflet de 

l’activité de SERT. Ainsi, la surexpression de la hMAO-A dans les neurones pyramidaux du 

mPFC n’induit pas de variation significative de la pente de la régression linéaire (Figure 31 c, 

p-value = 0,55 ) avec des pentes de régression linéaire moyenne de 0,8 et 0,7 respectivement 

pour les souris contrôles et surexprimant la hMAO-A : par conséquent, l’activité de recapture 

de la 5-HT par SERT n’est pas différente entre les deux groupes. De ce résultat, il est possible 

de considérer que la diminution des niveaux extracellulaires en 5-HT est probablement due à 

une dégradation de celle-ci par le niveau élevé en hMAO-A. 
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Figure 31 : Diminution des niveaux basaux en 5-HT dans le mPFC de souris surexprimant la hMAO-A 

dans les neurones pyramidaux 

Le niveau basal en 5-HT dans le mPFC des souris contrôles (n=8) et surexprimant la hMAO-A (n=11) a 

été déterminé en recourant au protocole de microdialyse en Zero-Net Flux. Ce protocole a permis de 

déterminer le Not-Net Flux (a), autrement dit la concentration de 5-HT dans le LCRa à l’entrée de la sonde 

en équilibre avec la concentration endogène en 5-HT dans le mPFC. Le niveau basal en 5-HT (b) a été 

déterminé. La pente de la régression linéaire (c) des valeurs obtenues en Zero-Net Flux est utilisé comme 

reflet de l’activité du transporteur SERT. L’ensemble des résultats sont exprimés en moyenne ± SEM. 

2.1.2. Effets de la surexpression de la hMAO-A sur le comportement 

émotionnel 

La surexpression de la hMAO-A dans les neurones pyramidaux du mPFC n’a pas d’effet sur 

le comportement des animaux dans les tests de l’Open Field (Figure 32 a-b), de l’EPM (Figure 

32 c-d) et du NSF (Figure 32 e). En revanche, la surexpression de la hMAO-A est responsable 

d’une diminution de 14% du temps de toilettage (185 secondes pour le groupe GFP contre 159 

secondes pour le groupe hMAO-A) dans le splash test (Figure 32 f, p-value = 0,014). 
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Figure 32 : Effets comportementaux de la surexpression de la hMAO-A dans les neurones pyramidaux du 

PFC 

Le comportement émotionnel des animaux a été étudié 3 semaines après l’administration des vecteurs 

viraux dans 4 tests comportementaux successifs, permettant de déterminer 6 paramètres associés à 

l’émotionnalité des animaux : le nombre d’entrées (a) et le temps passé (b) dans la zone centrale de l’Open 

Field, le temps passé dans les bras ouverts (c) et le ratio entre le nombre d’entrées dans les bras ouverts et 

le nombre d’entrée dans l’ensemble des bras (d) dans l’EPM, le temps de latence avant de manger le pellette 

de nourriture (e) lors du test du NSF ainsi que le temps total de toilettage (f) lors du test d’aspersion. Les 

résultats sont exprimés en moyenne ± SEM ;  : groupe GFP (n=14),  : groupe hMAO-A (n=15). 
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Après normalisation des résultats de chaque paramètre étudié, le score d’émotionnalité est 

calculé à l’aide de la moyenne des normalisations de chaque paramètre. Aucune différence 

significative du score d’émotionnalité n’est détectée entre les groupes des souris contrôles et 

des souris surexprimant la hMAO-A que cela soit d’un point de vue global (Figure 33 a) ou en 

séparant mâles et femelles (Figure 33 b). 

  
Figure 33 : Score d’émotionnalité suite à la surexpression de la hMAO-A dans les neurones pyramidaux 

du PFC 

Les normalisations des résultats obtenus pour chacun des paramètres dans les 4 tests comportementaux 

sont additionnés ou soustraits entre eux, selon respectivement qu’une haute valeur ou une faible valeur soit 

synonyme d’un effet anxiogène/«dépressiogène». Le score d’émotionnalité est calculé pour chaque groupe 

(a) ou en fonction de chaque groupe et du sexe (b). Les résultats sont exprimés en moyenne ± SEM. 

La différence de temps de toilettage entre les groupes GFP et hMAO-A ne semble pas avoir 

d’incidence sur le score global. De ce fait, nous avons émis l’hypothèse que la différence 

observée dans le test d’aspersion serait non pas due à un effet dépressiogène mais à un effet 

anhédonique de l’augmentation d’activité de la MAO-A. Nous avons alors réalisé un test de 

préférence de sucrose (Sucrose Preference Test ou SPT) pour déterminer si cette différence 

pouvait être due à un effet anhédonique. Dans ce test, les deux groupes démontrent une 

consommation d’eau sucrée de 81% (± 1,4% et 1,3% respectivement pour les groupes GFP et 

hMAO-A) marquant une préférence forte pour l’eau sucrée pour les souris contrôles (Figure 34 

b, p-value < 0,0001) et les souris surexprimant la hMAO-A (Figure 34 c, p-value < 0,0001). En 

revanche, aucune différence de consommation d’eau sucrée entre les deux groupes n’est mise 

en évidence (Figure 34 a). 



 109 

 
Figure 34 : Effet sur le comportement hédonique de la surexpression de hMAO-A dans les neurones 

pyramidaux du PFC 

(a) Proportion de la consommation d’eau sucrée par rapport à la consommation totale ; (b) proportion 

d’eau brute et d’eau sucrée consommée par les animaux contrôles ; (c) proportion d’eau brute et d’eau 

sucrée consommée par les animaux surexprimant la hMAO-A dans les neurones pyramidaux du PFC. Les 

résultats sont exprimés en moyenne ± SEM. 

Les résultats présentés en Figure 32 regroupent mâles et femelles, ne permettant pas de 

déterminer si le sexe pouvait avoir une incidence sur les paramètres étudiés. Par conséquent, 

les valeurs obtenues ont été comparées en séparant les mâles des femelles dans les analyses 

statistiques. La séparation entre mâles et femelles ne permet pas de détecter de différence liée 

au sexe dans les 3 premiers tests que sont : l’open field (Figure 35 a-b), l’EPM (Figure 35 c-d) 

ou encore le NSF (Figure 35 e-f). 

L’analyse ANOVA à deux facteur du temps de toilettage dans le Splash Test (Figure 35 g) 

montre à la fois un effet de la surexpression de hMAO-A (p-value < 0,01) et du sexe (p-value 

< 0,01), sans qu’il n’y ait d’effet de l’interaction entre ces deux paramètres (p-value = 0,94). Si 

les comparaisons multiples confirment que la surexpression de la hMAO-A entraîne une 

diminution du temps de toilettage chez les mâles (p-value = 0,024) comme chez les femelles 

(p-value = 0,027), elles ne confirment pas significativement un effet sexe au sein de chaque 

groupe. 
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Figure 35 : Effets comportementaux de la surexpression de la hMAO-A dans les neurones pyramidaux du 

PFC 

Le comportement émotionnel des animaux a été étudié 3 semaines après l’administration des vecteurs 

viraux dans 4 tests comportementaux successifs, permettant de déterminer 6 paramètres associés à 

l’émotionnalité des animaux : le nombre d’entrées (a) et le temps passé (b) dans la zone centrale de l’Open 

Field, le temps passé dans les bras ouverts (c) et le ratio entre le nombre d’entrées dans les bras ouverts et 
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le nombre d’entrées dans l’ensemble des bras (d) dans l’EPM, le temps de latence avant de manger le 

pellette de nourriture pour les mâles (e) et pour les femelles (f) lors du test du NSF ainsi que le temps total 

de toilettage (g) lors du test d’aspersion. Les résultats sont exprimés en moyenne ± SEM ;  : groupe 

GFP mâle (n=7),  : groupe GFP femelle (n=7),  : groupe hMAO-A mâle (n=8),  : groupe 

hMAO-A femelle (n=7). 

2.1.3. Modulation de l’expression d’autres gènes associés aux voies 

monoaminergiques en réponse à la surexpression de la MAO-A 

En vue de déterminer si la surexpression de la MAO-A pouvait affecter l’expression d’autres 

gènes impliqués dans les voies monoaminergiques, l’expression transcriptomique d’un grand 

nombre de gènes impliqués dans ces voies a été quantifiée par RT-qPCR. Il est ainsi possible 

de constater que la surexpression de la hMAO-A dans le mPFC entraînait la diminution 

significative de la valeur du Ct pour l’ARNm codant pour le récepteur 5Htr1b (Figure 36 a, 

p-value = 0,035). De manière similaire, il a été observé une tendance à la diminution du Ct 

pour l’ARNm codant pour le récepteur 5Htr2a (Figure 36 b, p-value = 0,08). 

La surexpression de la hMAO-A est aussi responsable dans le mPFC d’une augmentation du 

Ct pour les ARNm codant l’enzyme de synthèse DBH (Figure 36 c, p-value = 0,012) et le 

cytochrome P450 (Figure 36 d, p-value = 0,04). En revanche, cette surexpression de la hMAO-

A n’engendre pas d’adaptation de l’expression du gène endogène de la MAO-A, ni de celui de 

la MAO-B (Tableau 15, p-value(moMAO-A) = 0,42 et p-value(moMAO-B) = 0,35). 
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Figure 36 : Modulation de l’expression de gènes des voies monoaminergiques dans le mPFC en réponse à 

la surexpression neuronale de la hMAO-A dans le mPFC. 

Le niveau d’expression de différents gènes impliqués dans les voies monoaminergiques a été déterminé 

chez les animaux contrôles (n = 5) et surexprimant la hMAO-A (n = 6 ou 7) par RT-qPCR. Des variations 

d’expression ont été observées pour les gènes du 5Htr1b (a), du 5Htr2a (b), de la DBH (c) et du cytochrome 

P450 2D11 (d). 

Les corps des neurones sérotoninergiques étant localisés dans les noyaux du raphé, 

l’expression de l’ensemble des gènes étudiés ci-dessus a également été quantifiée dans cette 

région. La RT-qPCR a ainsi permis d’identifier deux gènes pour lesquels la valeur du Ct était 

diminuée, traduisant une augmentation de la quantité initiale d’ARNm pour ces deux gènes : 

l’expression de l’enzyme DBH est augmentée de 28,5% (Figure 37 a, p-value =0,009) et celle 

du transporteur SLC6A2 (aussi nommé NET) est augmentée de31,25% (Figure 37 b, p-value = 

0,008). 
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Figure 37 : Modulation de l’expression de gènes des voies monoaminergiques dans les noyaux du raphé 

en réponse à la surexpression neuronale de la hMAO-A dans le mPFC 

Le niveau d’expression de différents gènes impliqués dans les voies monoaminergiques a été déterminé 

chez les animaux contrôles (n = 5) et surexprimant la hMAO-A (n = 7) par RT-qPCR. Des variations 

d’expression ont été observées pour les gènes de la DBH (a), et du transporteur NET / SLC6A2 (b). 

L’expression transcriptomique des autres gènes des voies monoaminergiques étudiés n’est 

pas modifiée par la surexpression et la hausse d’activité de la MAO-A dans les neurones 

pyramidaux du mPFC. Les différences de Ct entre les souris contrôles et les souris surexprimant 

la MAO-A, ainsi que les p-values sont indiquées dans le Tableau 15. 

L’ensemble des gènes étudiés interviennent de différentes manières dans les voies des 

monoamines : il a ainsi été étudié des facteurs de transcription connus pour réguler l’expression 

du gène de la MAO-A, des enzymes de synthèse des monoamines, des récepteurs aux 

monoamines, des transporteurs et des protéines de la recapture ainsi que des enzymes de 

dégradation des monoamines. 
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Nomenclature Nom 
mPFC Noyaux du raphé 

Ct p-value Ct p-value 

Régulation de l’expression génique de la MAO-A (facteurs de transcription) 

CDCA7L (R1) Cell division cycle associated 7 like 0,11 0,77 -0,65 0,52 

FOXO1 Foxhead box O1 -0,12 0,4 0,17 0,62 

KLF11 Kruppel-like factor 11 0,13 0,33 -0,11 0,7 

SIRT1 Sirtuin 1 -0,73 0,08 -0,07 0,79 

SP1 Trans-acting transcription factor 1 0,44 0,24 -0,34 0,6 

Synthèse des monoamines 

AANAT Arylalkylamine N-acetyltransferase -0,49 0,23 0,61 0,16 

CYP2C29 Cytochrome P450 family 2, subfamily c, polypeptide 29 -1,59 0,11 0,9 0,49 

CYP2D9 Cytochrome P450 family 2, subfamily d, polypeptide 9 -0,35 0,28 0,25 0,53 

CYP2D10 Cytochrome P450 family 2, subfamily d, polypeptide 10 -0,5 0,25 0,19 0,51 

CYP2D11 Cytochrome P450 family 2, subfamily d, polypeptide 11 -0,84 0,03 -0,05 0,87 

DBH Dopamine -hydroxylase -2,07 0,01 3,7 0,02 

DDC Dopa decarboxylase 1,06 0,32 -0,07 0,93 

IDO1 Indolamine 2,3-dioxygenase 1 0,74 0,23 2,9 0,29 

TH Tyrosine hydroxylase 0,54 0,45 0,64 0,45 

TPH1 Tryptophane hydroxylase 0,48 0,31 0,55 0,60 

Signalisation neuronale (récepteurs aux monoamines) 

5HTR1B Serotonin 1B receptor 1,6 0,04 -0,05 0,93 

5HTR2A Serotonin 2A receptor 1,25 0,08 0,06 0,93 

DRD2 Dopamine D2 receptor 0,05 0,96 -0,09 0,89 

Transport et recapture 

SLC6A2 (NET) Solute carrier family 6 member 2 -1,2 0,18 4,24 0,004 

SLC6A3 (DAT) Solute carrier family 6 member 3 -0,44 0,33 -0,77 0,32 

SLC6A4 (SERT) Solute carrier family 6 member 4 -1,83 0,17 2,84 0,18 

SLC18A2 (VMAT) Solute carrier family 18 member 2 -0,37 0,19 -0,13 0,87 

SLC22A1 (OCT1) Solute carrier family 22 member 1 0,04 0,95 0,28 0,44 

SLC22A2 (OCT2) Solute carrier family 22 member 2 -0,44 0,32 0,01 0,99 

SLC22A3 (OCT3) Solute carrier family 22 member 3 1,14 0,12 0,61 0,16 

SLC29A4 (PMAT) Solute carrier family 29 member 4 -1,51 0,26 0,47 0,56 

Dégradation des monoamines 

hMAO-A Monoamine oxidase type A (human gene) 3,54 0,03 - - 

COMT Catechol-O-methyltransferase 0,41 0,35 -0,32 0,65 

moMAO-A Monoamine oxidase type A (murin gene) 0,07 0,42 0,03 0,9 

MAO-B Monoamine oxidase type B -0,15 0,35 0,31 0,45 

SOD1 Soluble superoxide dismutase 1 -0,66 0,18 0,39 0,25 

SOD2 Soluble superoxide dismutase2 1,19 0,13 0 0,99 

SOD3 Soluble superoxide dismutase3 -0,26 0,25 -0,23 0,36 

Tableau 15 : Différence des niveaux d’ARNm des gènes impliqués dans les voies monoaminergiques. 
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La valeur du Ct représente la différent de Ct entre les souris contrôles et les souris surexprimant la 

MAO-A (Ct(GFP) - Ct(hMAO-A)), une valeur positive indiquant un niveau d’expression des ARNm plus élevé 

chez les souris du groupe hMAO-A et une valeur négative indiquant un niveau d’expression des ARNm 

plus élevé chez les souris du groupe contrôle (GFP). 

2.2. Surexpression de la hMAO-A dans les astrocytes du 
cortex préfrontal médian : effets sur le comportement 
émotionnel 

De manière similaire à ce qui été observé chez les souris modélisant une surexpression 

neuronale de la hMAO-A, la surexpression de la hMAO-A dans les astrocytes du mPFC 

n’affecte pas le comportement des animaux dans le test de l’Open Field, le temps passé et le 

nombre d’entrée dans la zone centrale ne différant pas de celui des animaux contrôles (Figure 

38 a-b), ni le comportement dans le test du NSF (Figure 38 e). De plus, la surexpression de la 

hMAO-A au niveau astrocytaire n’induit plus d’effet anhédonique lors du Splash Test (Figure 

38 f) en comparaison de ce qui était observé lorsque la surexpression avait lieu dans les 

neurones pyramidaux. 

En revanche, la surexpression de la hMAO-A dans les astrocytes est responsable d’un 

comportement de type anxieux dans le test de l’EPM. En effet, le temps de présence dans les 

bras ouverts des souris surexprimant l’enzyme est diminué en comparaison des souris contrôles 

(Figure 38 c, p-value <10-4) ; de plus, le ratio des entrées dans les bras ouverts sur la somme 

des entrées dans tous les bras est également significativement réduit chez les animaux en 

comparaison des animaux contrôles (Figure 38 d, p-value = 0,011). 
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Figure 38 : Effets comportementaux de la surexpression de la hMAO-A dans les astrocytes du PFC 

Le comportement émotionnel des animaux a été étudié 3 semaines après l’administration des vecteurs 

viraux dans 4 tests comportementaux successifs, permettant de déterminer 6 paramètres associés à 

l’émotionnalité des animaux : le nombre d’entrées (a) et le temps passé (b) dans la zone centrale de l’Open 

Field, le temps passé dans les bras ouverts (c) et le ratio entre le nombre d’entrées dans les bras ouverts et 

le nombre d’entrée dans l’ensemble des bras (d) dans l’EPM, le temps de latence avant de manger le pellette 

de nourriture (e) lors du test du NSF ainsi que le temps total de toilettage (f) lors du test d’aspersion. Les 

résultats sont exprimés en moyenne ± SEM ;  : groupe GFP (n= 8),  : groupe hMAO-A (n= 9). 
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Comme précédemment (cf § 2.1.2), le score d’émotionnalité a été calculé pour les animaux 

surexprimant la hMAO-A dans les astrocytes du mPFC et les animaux contrôles. Nous pouvons 

ainsi constater que la surexpression de la hMAO-A au niveau astrocytaire dans le mPFC 

entraînait une augmentation du score d’émotionnalité (Figure 39 a, p-value = 0,004), 

caractéristique d’un phénotype émotionnel de type anxieux-dépressif. En séparant mâles et 

femelles pour les deux groupes, et en normalisant à partir de la moyenne du groupe contrôle 

des mâles, l’augmentation du score d’émotionnalité chez les mâles surexprimant la hMAO-A 

est retrouvée (Figure 39 b, p-value = 0,034) ; en revanche, les trop faibles effectifs pour les 

deux groupes de femelles ne permettent pas de conclure sur l’effet de la surexpression au niveau 

du comportement émotionnel. 

 

 
Figure 39 : Score d’émotionnalité suite à la surexpression de la hMAO-A dans les astrocytes du PFC 

Les normalisations des résultats obtenus pour chacun des paramètres dans les 4 tests comportementaux 

sont additionnés ou soustraits entre eux, selon respectivement qu’une haute valeur ou une faible valeur est 

synonyme d’un effet anxiogène/«dépressiogène». Le score d’émotionnalité est calculé pour chaque groupe 

(a) ou en fonction de chaque groupe et du sexe (b). Les résultats sont exprimés en moyenne ± SEM. 

Nous nous sommes aussi intéressés à l’effet d’une surexpression de la hMAO-A sur 

l’appétence envers une boisson sucrée. Ainsi, comme nous avons pu constater précédemment 

(cf §2.1.2), les souris du groupe contrôle comme les souris du groupe hMAO-A ont une 

appétence plus élevée pour l’eau sucrée à 2% que pour l’eau conventionnelle (Figure 40 b, p-

value = 0,01 ; Figure 40 c, p-value < 10-4). De plus, et de manière similaire à la cohorte 

surexprimant la hMAO-A dans les neurones pyramidaux, aucune différence de proportion de 

consommation d’eau sucrée n’est détectée entre les animaux contrôle et les animaux 

surexprimant la hMAO-A dans les astrocytes (Figure 40 a). 
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Figure 40 : Effet sur le comportement hédonique de la surexpression de hMAO-A dans les astrocytes du 

PFC 

(a) Proportion de la consommation d’eau sucrée par rapport à la consommation totale ; (b) proportion 

d’eau brute et d’eau sucrée consommée par les animaux contrôles ; (c) proportion d’eau brute et d’eau 

sucrée consommée par les animaux surexprimant la hMAO-A dans les astrocytes du PFC. Les résultats 

sont exprimés en moyenne ± SEM. 

Comme précédemment (cf 2.1.2), les résultats présentés dans la Figure 38 correspondent aux 

résultats obtenus dans les différents tests comportementaux en regroupant mâles et femelles : 

les analyses statistiques ont donc été réalisées dans un second temps en séparant mâles et 

femelles. 

La séparation entre les mâles et les femelles confirme pour chaque sexe ce qui est observé 

dans les résultats globaux (Figure 41) : aucune différence de comportement n’est observée dans 

les tests de l’open field (Figure 41 a-b), du NSF (Figure 41 e-f) et du Splash Test (Figure 41 g) 

tandis qu’une diminution du temps passé dans les bras ouverts chez les mâles comme les 

femelles est observée dans l’EPM (Figure 41 c, p-value = 10-4 et 1,7.10-2 respectivement pour 

les mâles et les femelles). De manière étonnante, lorsque l’on calcule le ratio du nombre 

d’entrées dans les bras ouverts reporté à celui dans l’ensemble des bras, on constate que la 

diminution n’est retrouvée que pour les mâles (Figure 41 d, p-value = 1,8.10-2) mais plus pour 

les femelles. 
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Figure 41 : Effets comportementaux de la surexpression de la hMAO-A dans les astrocytes du PFC 

Le comportement émotionnel des animaux a été étudié 3 semaines après l’administration des vecteurs 

viraux dans 4 tests comportementaux successifs, permettant de déterminer 6 paramètres associés à 

l’émotionnalité des animaux : le nombre d’entrées (a) et le temps passé (b) dans la zone centrale de l’Open 

Field, le temps passé dans les bras ouverts (c) et le ratio entre le nombre d’entrées dans les bras ouverts et 

le nombre d’entrée dans l’ensemble des bras (d) dans l’EPM, le temps de latence avant de manger le pellette 
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de nourriture pour les mâles (e) et pour les femelles (f) lors du test du NSF ainsi que le temps total de 

toilettage (g) lors du test d’aspersion. Les résultats sont exprimés en moyenne ± SEM ;  : groupe GFP 

mâle (n = 6),  : groupe GFP femelle (n = 2),  : groupe hMAO-A mâle (n = 5),  : groupe hMAO-

A femelle (n= 3). 

3. Effets de l’augmentation d’expression et d’activité 
de la MAO-A sur la réponse à des antidépresseurs 

3.1. Réponse à un ISRS 

L’administration de Flx à la dose de 18mg/kg de masse corporelle induit chez les souris 

contrôles (ayant reçu le transgène de la GFP seul) une augmentation des niveaux 

extracellulaires de 5-HT qui n’est pas retrouvée chez les souris surexprimant la hMAO-A dans 

les neurones pyramidaux. De plus, il apparait que le niveau extracellulaire basal en 5-HT chez 

les souris surexprimant la hMAO-A est inférieur à celui mesuré chez les animaux contrôles, 

confirmant les résultats obtenus lors de la microdialyse avec le protocole de Zero-Net Flux. 

Pour la DA, le calcul des AUC met en évidence une augmentation du niveau de DA libérée 

dans le parenchyme cérébral du mPFC suite à l’administration de Flx chez les souris contrôles 

qui n’est pas retrouvé chez les souris surexprimant la hMAO-A dans les neurones pyramidaux. 

Toutefois, cette augmentation n’est pas retrouvée lorsque l’on compare les concentrations à 

chaque point temporel (Figure 42d). Dans le cas du glutamate et du GABA, aucune variation 

des niveaux n’est observée suite à l’injection de Flx. 

Il est à noter que l’injection de NaCl (et donc le geste d’injection en i.p. en lui-même) n’a 

pas d’effet significatif sur les niveaux des différents neurotransmetteurs étudiés.  
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Figure 42 : Réponse neurochimique à un traitement aiguë par la Flx après surexpression de hMAO-A dans 

les neurones pyramidaux 

Les niveaux extracellulaires de la 5-HT (a), de la DA (d), du glutamate (g) et du GABA (j) ont été 

déterminés à partir des dialysats dans une condition de repos (état basal), suite à l’administration d’une 

solution de NaCl puis de l’administration de Flx chez des souris contrôles (n=6) et surexprimant la hMAO-

A dans les neurones pyramidaux (n=5). Le calcul des AUC des courbes suite à l’injection de NaCl ou de 

Flx pour chaque neurotransmetteur étudié (5-HT : b et c, DA : e et f, glutamate : h et i, GABA : k et l) 

indépendamment pour les souris contrôles (b, e, h et k) et celles exprimant la hMAO-A (c, f, i et l). Les 

dosages des neurotransmetteurs ont été dosés en fmol dans 19µL pour la 5-HT et la DA et en nM pour le 

glutamate et le GABA ; les AUC après injection de NaCl et de Flx sont exprimés en pourcentage par rapport 

à l’AUC du niveau basal (baseline). L’ensemble des résultats sont exprimés en moyenne ± SEM ;  : 

groupe GFP,  : groupe hMAO-A. 
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Chez les souris ayant reçu un vecteur viral ciblant les astrocytes, l’administration de Flx 

entraîne une augmentation des niveaux extracellulaires en 5-HT dans le mPFC des souris du 

groupe contrôle qui n’est pas retrouvée chez les souris surexprimant dans les astrocytes la 

hMAO-A. De manière surprenante, aucune différence de niveau basal en 5-HT n’est détectée 

entre les deux groupes de souris. 

De la même manière que précédemment, aucune variation significative des niveaux de DA 

n’est observée après administration aiguë de Flx, que ce soit chez les souris contrôles ou chez 

les souris surexprimant la hMAO-A. 

 

 
Figure 43 : Réponse neurochimique à un traitement aiguë par la Flx après surexpression de hMAO-A dans 

les astrocytes 

Les niveaux extracellulaires de la 5-HT (a) et de la DA (d) ont été déterminés à partir des dialysats dans 

une condition de repos (état basal), suite à l’administration d’une solution de NaCl puis de l’administration 

de Flx chez des souris contrôles (n=10) et surexprimant la hMAO-A dans les astrocytes (n=11). Le calcul 

des AUC des courbes suite à l’injection de NaCl ou de Flx pour chaque neurotransmetteur étudié (5-HT : 

b et c, DA : e et f) indépendamment pour les souris contrôles (b et e) et celles exprimant la hMAO-A (c et 

f). Les dosages des neurotransmetteurs ont été dosés en fmol dans 19µL ; les AUC après injection de NaCl 

et de Flx sont exprimés en pourcentage par rapport à l’AUC du niveau basal (baseline). L’ensemble des 

résultats sont exprimés en moyenne ± SEM ;  : groupe GFP,  : groupe hMAO-A. 
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3.2. Réponse à un antidépresseur non-monoaminergique, 
la kétamine 

L’administration de kétamine chez les souris contrôles (exprimant uniquement la GFP dans 

les neurones pyramidaux) induit une augmentation significative de l’AUC moyenne de la 

courbe des concentrations en 5-HT (Figure 44 b, p-value : 0,002). En revanche, aucune 

variation significative n’est observée chez les animaux surexprimant la hMAO-A dans les 

neurones pyramidaux (Figure 44 c). De manière surprenante, si le calcul des AUC montre une 

variation de [5-HT]ext uniquement pour les souris contrôles et pas les souris surexprimant la 

hMAO-A, aucune différence significative de concentration n’est détectée en comparaison 

directe à chaque temps de mesure (Figure 44 a). 

Tout comme ce que nous avions observé lorsque l’on administrait de la Flx, la kétamine 

n’induit pas de variation significative des niveaux extracellulaires de DA, de GABA ou de 

glutamate (Figure 44 d-l). 
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Figure 44 : Réponse neurochimique à un traitement aiguë par la Ket après surexpression de hMAO-A dans 

les neurones pyramidaux 

Les niveaux extracellulaires de la 5-HT (a), de la DA (d), du glutamate (g) et du GABA (j) ont été 

déterminés à partir des dialysats dans une condition de repos (état basal), suite à l’administration d’une 

solution de NaCl puis de l’administration de Ket chez des souris contrôles (n=6) et surexprimant la hMAO-

A dans les neurones pyramidaux (n=7). Le calcul des AUC des courbes suite à l’injection de NaCl ou de 

Ket pour chaque neurotransmetteur étudié (5-HT : b et c, DA : e et f, glutamate : h et i, GABA : k et l) 

indépendamment pour les souris contrôles (b, e, h et k) et celles exprimant la hMAO-A (c, f, i et l). Les 

dosages des neurotransmetteurs ont été dosés en fmol dans 19µL pour la 5-HT et la DA et en nM pour le 

glutamate et le GABA ; les AUC après injection de NaCl et de Flx sont exprimés en pourcentage par rapport 

à l’AUC du niveau basal (baseline). L’ensemble des résultats sont exprimés en moyenne ± SEM ;  : 

groupe GFP,  : groupe hMAO-A. 

L’administration de kétamine chez les animaux contrôles comme chez les animaux 

surexprimant la MAO-A dans les astrocytes n’induit pas de variation du niveau de 5-HT ni du 

GABA. En revanche, et contrairement à ce qui était observé chez les animaux contrôles de 
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l’expérience précédente, l’administration aiguë de kétamine induit une augmentation de la 

concentration extracellulaire en DA dans le mPFC, hausse qui n’est pas retrouvée chez les 

animaux surexprimant la hMAO-A dans les astrocytes. De la même manière, une augmentation 

significative de la concentration extracellulaire en glutamate est observée à la fois chez les 

animaux du groupe contrôle et chez les animaux surexprimant la hMAO-A, avec toutefois un 

effet plus marqué chez les animaux contrôles. Toutefois, aucune différence significative n’est 

détectée entre les groupes lorsque le ration GABA/glutamate (mais cela semble davantage 

s’expliquer par des écart-types importants pour les valeurs obtenues chez les animaux 

surexprimant la hMAO-A). 

 
Figure 45 : Réponse neurochimique à un traitement aiguë par la Ket après surexpression de hMAO-A dans 

les astrocytes 
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Les niveaux extracellulaires de la 5-HT (a) et de la DA (d) ont été déterminés à partir des dialysats dans 

une condition de repos (état basal), suite à l’administration d’une solution de NaCl puis de l’administration 

de Ket chez des souris contrôles (n=11) et surexprimant la hMAO-A dans les astrocytes (n=9). Le calcul 

des AUC des courbes suite à l’injection de NaCl ou de Flx pour chaque neurotransmetteur étudié (5-HT : 

b et c, DA : e et f) indépendamment pour les souris contrôles (b et e) et celles exprimant la hMAO-A (c et 

f). Les dosages des neurotransmetteurs ont été dosés en fmol dans 19µL ; les AUC après injection de NaCl 

et de Ket sont exprimés en pourcentage par rapport à l’AUC du niveau basal (baseline). L’ensemble des 

résultats sont exprimés en moyenne ± SEM ;  : groupe GFP,  : groupe hMAO-A. 
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Le TDC constitue le trouble mental le plus fréquent et la principale cause d’invalidité dans 

le monde selon l’OMS. Bien que les mécanismes neurobiologiques et cellulaires précis 

impliqués dans la survenue de la pathologie ne soient pas identifiés, une des hypothèses de 

l’émergence du TDC est une déplétion en neurotransmetteurs monoaminergiques (5-HT, NA, 

DA), par une augmentation d’expression et d’activité de la MAO-A. 

Mon projet a donc consisté à étudier les effets neurochimiques, neurobiologiques et 

comportementaux d’une surexpression de ladite enzyme. 

1. La surexpression de la MAO-A augmente l’activité 
de l’enzyme 

Comme nous l’avons dit précédemment, les troubles dépressifs (TDC, post-partum, choc 

posttraumatique, etc…) se caractérisent par une augmentation des niveaux en MAO-A, que cela 

soit chez les patients ou dans les modèles in vivo. De ce fait, afin de déterminer les conséquences 

induites par une augmentation de l’activité de la MAO-A sur le comportement comme au niveau 

cellulaire, il était nécessaire de mettre au point un nouveau modèle expérimental reposant sur 

la surexpression de la MAO-A, aucun modèle permettant cette augmentation d’expression 

n’ayant été développé à ce jour. La surexpression est induite par un vecteur injecté dans la 

région cérébrale étudiée contenant une version humaine sans intron du gène de la MAO-A 

précédé d’un promoteur spécifique, constitutivement actif. L’usage d’un vecteur viral, outre 

une meilleure praticité que la création d’une lignée transgénique, a permis de cibler 

spécifiquement un type cellulaire (neurones pyramidaux ou astrocytes) pour la surexpression. 

Pour induire la surexpression de la hMAO-A dans les neurones du mPFC, deux vecteurs 

viraux différents ont été développés, l’un contenant un transgène permettant la surexpression 

de la hMAO-A dans l’ensemble des neurones exprimant la synapsine 1 (Syn+), le second ne 

permettant son expression que dans les neurones pyramidaux (par utilisation d’une lignée de 

souris exprimant la recombinase Cre). Après immunomarquage, il s’est avéré que le vecteur 

ciblant spécifiquement les neurones pyramidaux permettait une meilleure expression de la 

hMAO-A transgénique en comparaison du vecteur viral ciblant l’ensemble des neurones Syn+. 

De ce fait, il fut décidé de poursuivre l’étude dans les neurones du PFC en recourant au vecteur 

viral ciblant les neurones pyramidaux. 

L’expression de la hMAO-A transgénique suite à l’injection du vecteur viral a été confirmée 

par analyse transcriptomique (RT-qPCR) et Western Blot, montrant une augmentation 

d’expression protéique de la MAO-A de 97%. Ce quasi-doublement de la quantité d’enzyme 
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produite au sein des neurones pyramidaux du mPFC est associé à une augmentation d’activité 

enzymatique de 67% (et non un doublement de cette activité). Cette différence pourrait 

s’expliquer par une variabilité méthodologique : si l’analyse de l’activité enzymatique est 

quantitative, la détermination des niveaux protéiques par Western Blot demeure semi-

quantitative. 

Par ailleurs, il est à noter que lors de la RT-qPCR les amorces permettant d’amplifier 

l’ARNm codant la hMAO-A transgénique ont également permis la production d’un produit 

d’amplification dans les extraits de mPFC des souris contrôles, n’ayant pas reçu le transgène 

de la MAO-A humaine. Cette amplification pourrait s’expliquer par un manque de spécificité 

suffisant des amorces qui auraient permis, dans une moindre mesure, d’amplifier également les 

ARNm codant pour la MAO-A endogène. La détection par qPCR des ARNm codant 

spécifiquement pour la MAOA humaine et murine est difficile du fait d’une forte homologie de 

séquence (86%). Des tests d’amorces sont en cours afin de pouvoir tenter de les détecter 

séparément. 

2. La surexpression neuronale de la MAO-A affecte 
l’homéostasie de la 5-HT 

La dépression, trouble psychiatrique le plus fréquent et première cause d’invalidité dans le 

monde, a longtemps été associée à un déficit en neurotransmetteurs de type monoaminergique 

(Freis 1954). Plus récemment, il a été constaté que l’expression et l’activité de la MAO-A, 

enzyme responsable de la dégradation de la 5-HT et de la NA, étaient augmentées dans les 

régions cérébrales associées à la régulation de l’humeur chez les patients souffrant de TDC 

(Meyer, Ginovart et al. 2006), cette augmentation d’activité étant par ailleurs corrélée au degré 

de sévérité de la pathologie (Chiuccariello, Houle et al. 2014). 

Les analyses neurochimiques effectuées chez les souris surexprimant la hMAO-A ont mis 

en évidence que cette surexpression était à l’origine d’un déficit en 5-HT dans la région-même 

où l’activité enzymatique de la MAO-A était augmentée. Toutefois, et ce même si l’un des 

substrats de l’enzyme est la 5-HT, d’autres mécanismes pourraient expliquer une diminution 

des niveaux extracellulaires en 5-HT, la microdialyse n’apportant un reflet que de la 

concentration en neurotransmetteurs présents dans l’environnement externe aux cellules et non 

stockés au sein de leur cytoplasme. L’activité et l’expression du transporteur qui assure la 

recapture de la 5-HT, le transporteur SERT, ont donc également été étudiées. L’activité de 

SERT, approchée de manière indirecte par une valeur obtenue en microdialyse par Zero-Net 
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Flux, n’est pas modulée par la hausse d’activité MAO-A ; de la même manière, l’expression (à 

tout le moins transcriptomique) de SERT n’est pas impactée par cette hausse. Par conséquent, 

la déplétion en 5-HT extracellulaire observée suite à la hausse d’activité de la hMAO-A est, a 

fortiori, due à l’action directe de l’enzyme : la surexpression de l’enzyme permet la prise en 

charge des monoamines par une plus grande quantité d’enzymes et donc la dégradation d’une 

plus grande quantité de neuromédiateurs. 

3. Réponse cellulaire à une augmentation d’activité 
de la MAO-A 

L’augmentation d’activité de la MAO-A induite par la surexpression de l’enzyme est 

responsable d’une modification de l’activité transcriptomique de plusieurs gènes participant 

aux voies des monoamines, et notamment dans la signalisation induite par la 5-HT (récepteurs 

5HT1B et 5HT2A) ainsi que dans le métabolisme des monoamines (voie de synthèse, recapture 

et dégradation, affectant l’expression de DBH, du cytochrome 2D11 et NET). 

 

Les récepteurs 5HT1B et 5HT2A sont associés aux effets antidépresseurs, que cela soit par 

leur activation ou leur inhibition. Ainsi, l’absence d’expression de l’autorécepteur 5HT1B 

(récepteur exprimé sur les neurones présynaptiques, assurant un rétrocontrôle inhibiteur en cas 

de hausse de la libération de 5-HT) est associée à une diminution des comportements de type 

anxio-dépressif (Nautiyal, Tritschler et al. 2016) tandis que l’activation de l’hétérorécepteur 

post-synaptique de 5HT1B engendre un effet antidépresseur (Chenu, David et al. 2008). De 

manière similaire, l’inhibition de l’expression du récepteur 5-HT2A engendre un effet 

antidépresseur (Sibille, Sarnyai et al. 1997). Ces différentes observations et le rôle que joue ces 

récepteurs dans les effets antidépresseurs suggèrent un possible rôle également dans les 

mécanismes associés à l’émergence de la dépression. 

L’augmentation d’expression de ces deux récepteurs en réponse à la hausse d’activité de la 

MAO-A serait un mécanisme de compensation à la baisse des niveaux extracellulaires en 5-

HT : l’augmentation de la densité en récepteurs permettrait d’augmenter la probabilité de fixer 

la 5-HT libre dans la fente synaptique afin de limiter la réduction du signal post-synaptique 

engendrer à la suite de la perte de 5-HT. 

 

La hausse d’expression de la MAO-A induit également une légère diminution de la 

transcription du gène du cytochrome 2D11. La précédente étude menée sur les cytochromes de 
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la famille 2D (famille impliquée dans les voies de synthèse de la 5-HT et de la DA) ne 

démontrait pas de modification de l’activité de ces cytochromes dans le modèle UCMS dans la 

plupart des régions cérébrales, à l’exception de l’hippocampe où elle était augmentée (Haduch, 

Rysz et al. 2018). Les cytochromes de la sous-famille 2D pouvant également intervenir dans la 

synthèse des neurotransmetteurs de type monoamine en parallèle des TH et TPH (Haduch, 

Bromek et al. 2023), la surexpression de l’isoforme 2D11 suggère une hausse d’activité de ce 

dernier en vue de tenter de palier au déficit en 5-HT lié à sa dégradation suite à la surexpression 

de la MAO-A. Ce mécanisme apparait par ailleurs comme une compensation pour la synthèse 

de 5-HT en absence de réponse de la TPH-1, principale enzyme impliquée dans la synthèse de 

la 5-HT. 

 

Outre le système sérotoninergique, le système noradrénergique apparait lui aussi impacté par 

la surexpression et la hausse d’activité de la MAO-A. En effet, l’expression de la DBH, enzyme 

produisant de la NA à partir de la DA, est sous-exprimée au niveau du mPFC mais davantage 

exprimée dans le cerveau postérieur, surexpression associée à une hausse des niveaux de 

transcript du transporteur NET. L’analyse approfondie de la littérature montre que l’activité de 

la DBH a été observée diminuée dans le plasma de patients souffrant de dépression, tant chez 

les enfants (Paclt, Koudelova et al. 2009) que chez les adultes (Puzynski, Rode et al. 1983). 

Les éléments à notre disposition n’étant pas suffisants pour construire une théorie solide sur 

ces variations de DBH, on peut émettre l’hypothèse que la diminution de DBH au niveau du 

mPFC pourrait s’expliquer par une diminution de la signalisation sérotoninergique, entraînant 

donc une réponse des neurones post-synaptiques amoindrie (et donc une production moindre 

de neurotransmetteur par les projections synaptiques de ces derniers) tandis que la hausse 

d’expression de DBH (et de NET) dans le cerveau postérieur pourrait traduire un mécanisme 

de compensation du déficit en 5-HT. Toutefois, il resterait à analyser les niveaux en NA libérée 

dans les différentes régions suite à l’augmentation d’activité de la MAO-A dans le mPFC et 

analyser l’activité neuronale par électrophysiologie. 

4. Surexpression de la MAO-A et rôle dans 
l’émergence du comportement anxieux-dépressif 

La hausse d’activité de la MAO-A dans le mPFC, consécutive à la surexpression de cette 

même enzyme, induit un effet comportemental et émotionnel qui dépend du type cellulaire dans 

lequel ladite augmentation d’expression a lieu. En effet, la surexpression dans les neurones 
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pyramidaux est associée à une baisse du temps de toilettage lors du Splash Test, ce qui est 

associé à un effet de type “dépressiogène” tandis que la surexpression de la MAO-A induite 

spécifiquement dans les astrocytes engendre une diminution du temps passé dans les bras 

ouverts et du ratio d’entrée dans les bras ouverts sur les entrées dans l’ensemble des bras, 

signature d’un effet anxiogénique de cette hausse d’activité de la MAO-A. Cette différence 

d’incidence laisse suggérer une implication différente des deux types cellulaires dans le rôle 

joué par la MAO-A dans la survenue de la dépression. 

 

La diminution du temps de toilettage dans le Splash Test (“grooming duration”) est 

principalement traduite comme lié à un phénotype comportemental de type “dépressif”. 

Toutefois, en raison de l’utilisation d’eau sucrée pour la conduite de ce test, le Splash Test 

pourrait être aussi un moyen d’accéder à l’état hédonique des animaux, et donc, dans le cas 

d’une diminution du temps de toilettage, à une perte d’appétence pour le sucre (ou tout autre 

substance apportant un certain plaisir à la consommation), parfois observé chez les patients 

souffrant de dépression (American Psychiatric Association 2013). Les animaux surexprimant 

la MAO-A dans les neurones pyramidaux présentant une réduction du temps de toilettage dans 

le Splash Test, il était possible d’émettre l’hypothèse que l’activité accrue de l’enzyme dans ce 

type cellulaire pouvait engendrer un effet anhédonique. Afin de le confirmer, une nouvelle 

cohorte d’animaux surexprimant la MAO-A dans les neurones pyramidaux du mPFC -ainsi que 

les animaux contrôles correspondants- a été soumise au test de préférence au sucrose (SPT). 

Toutefois, la conduite de ce test n’a pas permis de mettre en évidence une quelconque perte 

d’appétence pour la consommation de nourriture et de boisson sucrée pour les souris 

surexprimant la MAO-A. La première hypothèse pouvant être émise serait une absence d’effet 

anhédonique engendré par la hausse d’expression et d’activité de la MAO-A, la diminution du 

temps de toilettage lors du Splash Test étant alors uniquement due à un comportement 

“dépressiogène” n’impliquant pas d’effet anhédonique : on pourrait rapprocher cela à un 

comportement de négligence volontaire de soi ou self-neglect, l’animal s’intéressant moins à 

l’intégrité de son pelage qu’un animal contrôle. Mais si cette hypothèse apparait comme étant 

la plus vraisemblable, la série de tests comportementaux et le SPT ayant été réalisé chez deux 

cohortes différentes, il persiste l’hypothèse que la surexpression de la hMAO-A apportée par 

les vecteurs viraux ait été différente entre les deux cohortes avec une quantité différente, soit 

par une réponse plus faible pour la seconde cohorte à cette surexpression. 
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La hausse d’activité de la MAO-A dans les astrocytes du mPFC est responsable, chez les 

souris présentant ce phénotype, de l’émergence d’un comportement de type anxieux. L’étude 

approfondie de la littérature a montré une implication de l’activité astrocytaire dans les 

mécanismes associés à la dépression ; en effet, la modélisation d’un comportement “dépressif” 

par stress environnemental (UCMS) chez des rongeurs entraîne une diminution de l’expression 

de la GFAP, mettant en évidence une probable altération de la morphologie et du 

fonctionnement des astrocytes au cours de la dépression (Banasr, Chowdhury et al. 2010). Par 

ailleurs, la lésion des astrocytes par de l’acide L--aminoadipique tout comme le blocage de la 

recapture du glutamate par injection locale d’acide dihydrokaïnique sont responsables d’un 

comportement émotionnel proche de celui observé dans des modèles de dépression (Banasr and 

Duman 2008, John, Smith et al. 2012) ; cette inactivation astrocytaire est également à l’origine 

d’un effet anhédonique décrit soit comme une diminution de la consommation globale de 

sucrose (Banasr and Duman 2008) soit comme une augmentation de la latence avant la première 

consommation de sucrose (John, Smith et al. 2012). Cette anhédonie n’est pas retrouvée dans 

les expériences menées ici ; toutefois, il est possible de supposer que la surexpression de la 

MAO-A dans les astrocytes n’induit pas de dysfonctionnement desdites cellules, contrairement 

aux “lésions” induites dans les expérimentations conduites par Banasr et par John : l’anhédonie 

observée chez les animaux mimant la dépression serait alors induite par un dysfonctionnement 

des astrocytes supérieur à la simple hausse d’activité de la MAO-A. 

5. Intervention de l’activité de la MAO-A dans la 
résistance aux ISRS 

Le mécanisme d’action de la plupart des traitements antidépresseurs pharmacologiques 

repose sur une augmentation de la quantité disponible en monoamines. La plupart des molécules 

utilisées en première et deuxième intention assurent l’augmentation des taux synaptiques en 5-

HT par inhibition de la recapture de cette dernière (famille des ISRS et des inhibiteurs mixtes 

de la 5-HT et de la NA). Toutefois, une proportion importante de patients traités par des ISRS 

développent une dépression résistante au traitement. Une des explications qui peut être avancée 

serait liée à la surexpression et la hausse d’activité enzymatique de la MAO-A observée chez 

les patients souffrant de TDC : en raison de la hausse de l’activité de l’enzyme, le turn-over des 

monoamines et plus particulièrement de la 5-HT est augmenté dans le sens du catabolisme et 

par conséquent la disponibilité en 5-HT diminuerait au niveau des synapses sérotoninergiques 

de sorte que même en bloquant la recapture, la quantité en 5-HT libérable diminuerait. 
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L’un de mes objectifs, après l’identification du rôle de la surexpression de la MAO-A dans 

la survenue de la dépression, a donc consisté à déterminer une possible participation de celle-

ci dans les mécanismes de non-réponse aux antidépresseurs, notamment au travers de 

l’hypothèse évoquée au paragraphe précédent. Pour cela, les niveaux extracellulaires en 5-HT, 

mais aussi en DA, ont été mesurés grâce à la microdialyse chez des animaux contrôles et des 

animaux surexprimant la hMAO-A dans les 3 heures précédent et les 3 heures succédant 

l’administration en aiguë d’un ISRS, la fluoxétine. 

Chez les animaux ne présentant pas d’augmentation de l’activité catalytique de la MAO-A, 

le niveau extracellulaire en 5-HT augmentait suite au traitement par la fluoxétine, ce qui était 

attendu (Bymaster, Zhang et al. 2002, Koch, Perry et al. 2002). En revanche, l’administration 

de ce même ISRS chez des animaux pour lesquels l’expression de la MAO-A a été 

artificiellement augmentée ne permettait plus de retrouver cette hausse en 5-HT, et ce que cela 

soit chez les animaux surexprimant l’enzyme dans les neurones pyramidaux comme chez ceux 

la surexprimant dans les astrocytes. De manière intéressante, la baisse du niveau basal cortical 

en 5-HT et observé précédemment (§2), confirmé chez les animaux pour lesquels l’induction 

d’une forte expression en hMAO-A avait lieu dans les neurones, n’était pas retrouvée dans le 

cortex des animaux pour lesquels cette hausse d’expression était induite dans les cellules 

gliales/astrocytaires ; s’il n’est pas pour l’heure possible de la confirmer, il peut être émis 

l’hypothèse d’une intervention de la MAO-A dans la dégradation de la 5-HT dépendante du 

type cellulaire : la MAO-A neuronale cataboliserait les monoamines stockées par les neurones 

présynaptiques ou internalisés avec leur récepteurs par les neurones post-synaptiques, là où la 

MAO-A exprimée par les astrocytes participerait plutôt à la dégradation des monoamines 

recapturées après libération par les neurones présynaptiques. Toutefois, cette apparente absence 

de réduction des niveaux basaux en 5-HT chez les animaux ayant une activité de la MAO-A 

accrue dans les astrocytes reste à confirmer par le protocole plus précis de Zero-Net Flux. 

Les niveaux extracellulaires en DA dans le mPFC ressortent également comme affectés par 

l’accroissement de l’expression de la MAO-A dans les neurones pyramidaux. En effet, chez les 

animaux contrôles, une hausse de la concentration extracellulaire en DA est observée après 

traitement par la fluoxétine. Cette hausse des niveaux en DA en réponse à l’administration d’un 

ISRS a déjà été décrite mais exclusivement pour la fluoxétine (Bymaster, Zhang et al. 2002, 

Koch, Perry et al. 2002), cet effet n’étant pas retrouvé pour d’autres ISRS tels que le citalopram 

ou la sertraline. L’auteur de l’étude mettant en évidence ce phénomène l’explique par un 

potentiel blocage de la recapture des catécholamines induit spécifiquement par la fluoxétine. 

Toutefois, ce résultat doit être considéré avec prudence dû au fait qu’il n’est retrouvé que chez 
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les groupes contrôles pour la surexpression dans les neurones pyramidaux mais absents chez 

ceux présentant une surexpression astrocytaire. Cette hausse des niveaux de DA dans le mPFC 

ne se produit pas chez les animaux qui surexpriment la hMAO-A lorsqu’ils sont traités par 

fluoxétine. 

Que l’activité catalytique de la MAO-A soit augmentée dans les neurones pyramidaux ou 

dans les astrocytes du mPFC, celle-ci est responsable d’une forme de résistance d’un point de 

vue neurochimique à l’action d’un antidépresseur de la famille des ISRS lorsqu’il est utilisé en 

aiguë. Les résultats obtenus dans le cadre de ce projet constituent des arguments forts allant 

dans le sens d’une implication de l’enzyme MAO-A, et notamment de la hausse de son activité 

dans la résistance thérapeutique.  

 

Parmi les nouvelles thérapeutiques antidépressives mises en place ces dernières années, la 

kétamine apparait comme intéressante, notamment par son action pharmacologique directe 

indépendante des voies monoaminergiques et son action antidépressive rapide. De ce fait, l’effet 

de la hausse d’activité et d’expression de la MAO-A a aussi été étudié chez des animaux traités 

par la kétamine. 

Le traitement en aiguë par la kétamine est responsable d’une augmentation des 

concentrations extracellulaires, et donc de la libération, en 5-HT et en DA dès les premières 

heures après administration. Cette augmentation de libération était attendue, et déjà décrite dans 

la littérature, que cela soit pour la 5-HT (Nishitani, Nagayasu et al. 2014, Pham, Mendez-David 

et al. 2017, Lopez-Gil, Jimenez-Sanchez et al. 2019) comme pour la DA (Lindefors, Barati et 

al. 1997) ; les précédentes études menées au sein du laboratoire ont par ailleurs mis en évidence 

que cette hausse des niveaux de 5-HT dans la synapse perdurait au-delà de 24 heures après 

l’injection aiguë de kétamine (Pham, Mendez-David et al. 2017), ce qui n’a cependant pas été 

investigué dans notre cas. L’administration en aiguë à la dose thérapeutique antidépressive de 

kétamine n’induit pas d’augmentation de libération de GABA, et ce contrairement à ce qui a 

été précédemment observé au sein du laboratoire dans le cadre d’une autre étude (Nguyen, 

Defaix et al. 2023) ; cependant, cette étude s’intéressait davantage aux effets neurochimiques 

induits 24 heures après l’injection de kétamine et non pas aux effets immédiats de cette injection 

comme dans la présente étude. 

Afin de réunir l’ensemble des travaux auxquels j’ai participé durant ma thèse, il est 

également envisagé de poursuivre l’étude des ECS au sein du modèle de surexpression de la 

MAO-A. En effet, les ECT étant la stratégie thérapeutique de référence chez les patients 

pharmaco-résistants, l’objectif sera de déterminer l’impact des ECS chez les animaux 
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présentant une augmentation de la MAOA et ne répondant pas à la fluoxétine. L’hypothèse est 

que les ECS conserveront leurs effets sur le comportement émotionnel quel que soit le niveau 

d’expression de la MAOA.  

6. Limites et perspectives 

Dans ce projet, les paramètres d’injection du vecteur viral (essentiellement le volume injecté) 

sont à l’origine d’une augmentation d’expression de 97% ce qui correspond à près du double 

de ce qui était observé chez l’être humain par imagerie par Meyer et son équipe (Meyer, 

Ginovart et al. 2006). Cependant l’augmentation de l’activité catalytique correspond à ce qui 

est observé en clinique. Une étude dose-réponse de différentes concentrations virales sera 

réalisée pour modéliser au mieux les observations cliniques. 

De plus, les études cliniques et précliniques précédentes ont montré que la surexpression de 

la MAO-A chez les patients dépressifs et les animaux mimant la pathologie touchait différentes 

régions cérébrales, pour la plupart impliquées dans la régulation de l’humeur et des émotions. 

Inversement mon étude ne s’est intéressée pour le moment qu’à caractériser une surexpression 

et une hausse d’activité de l’enzyme dans une seule région (le mPFC) et dans un seul type 

cellulaire (neurones ou astrocytes). Il apparait clair que ce modèle, bien que très pertinent d’un 

point de vue mécanistique, ne permet pas de représenter la réalité de la situation pathologique. 

Il conviendrait donc, dans un futur relativement proche, de modéliser cette surexpression dans 

l’entièreté du cerveau ; pour cela, il est envisagé d’injecter les vecteurs viraux chez des animaux 

en période néo-natale (au stade développement post-partum P1 à P5) afin de permettre au virus 

de diffuser dans un plus grand nombre de régions. Ce protocole permettrait aussi de reproduire 

davantage la réalité clinique en ce qui concerne les patients ayant une surexpression induite par 

la génétique (notamment en raison de la forme longue de l’uVNTR du promoteur du gène). 

De manière intéressante, les études comportementales que j’ai effectuées dans le cadre de 

mon projet ont été réalisées chez des animaux naïfs vis-à-vis d’une situation 

anxiogénique/dépressiogénique, ce qui signifie que je me suis dans un premier temps intéressé 

sur le rôle direct de la MAO-A comme déclencheur potentiel de la pathologie (avec 

probablement d’autres facteurs dans la réalité clinique). Mais la hausse d’activité de la MAO-

A pourrait aussi jouer un rôle dans la survenue du TDC comme facteur prédisposant et 

aggravant de ce dernier. Afin de questionner cette possibilité parallèle à celle d’un rôle plus 

direct, il faudrait tester et caractériser l’impact de la surexpression de l’enzyme dans un modèle 

établi de dépression ; si le choix du modèle UCMS pourrait être intéressant (de par le fait de 
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tester l’interaction entre le phénotype cellulaire et l’influence environnemental), ce modèle 

souffre (comme je l’évoque dans la section dédiée au projet annexe) d’un taux important de 

résistance au stress, le choix du modèle pharmacologique par administration chronique de 

corticostérone serait par conséquent à privilégier. 

L’étude présentée dans ce manuscrit conclut à un probable rôle de la hausse d’activité de la 

MAO-A dans la résistance au traitement de type ISRS. Toutefois, cette théorie, et bien qu’elle 

repose sur des arguments solides, n’a été testée que dans le cadre d’un traitement en aiguë et 

uniquement au niveau neurochimique sans considération comportementale. Il apparait 

clairement nécessaire de poursuivre l’analyse de la réponse aux antidépresseurs chez des sujets 

surexprimant l’enzyme lorsque ces antidépresseurs sont administrés de manière chronique 

(mimant par la même la réalité clinique). De plus, il serait pertinent de confirmer ces 

observations pour d’autres ISRS (afin de déterminer si l’effet ne se produit pas uniquement 

pour la fluoxétine) ainsi que des antidépresseurs appartenant à d’autres classes thérapeutiques 

(notamment ne ciblant pas les voies monoaminergiques). 

Nous avions évoqué plus haut (cf §1.3.8) que l’activité des MAOs, et notamment de la MAO-

B participait activement à la production d’énergie dans les neurones dopaminergiques (Graves, 

Xie et al. 2020). De ce fait, il serait intéressant de déterminer les effets de la surexpression de 

la MAO-A sur le métabolisme énergétique et le métabolisme mitochondrial des cellules 

surexprimant cette enzyme, d’autant plus que les résultats préliminaires in vitro obtenus par nos 

collaborateurs établissent une altération du potentiel énergétique des mitochondries (cf. 

Introduction §4.2.3). Par ailleurs, la réaction catalysée par la MAO-A étant génératrice de H2O2 

(Cohen and Kesler 1999), il pourrait être pertinent d’analyser les niveaux de production 

d’espèces réactives de l’oxygène in cello et leur impact sur le fonctionnement des 

mitochondries. 

Enfin, si le recourt à la microdialyse nous apporte des informations sur les niveaux 

extracellulaires en 5-HT, le protocole de Zero-Net Flux ne nous donne de manière indirecte 

accès qu’à l’activité de recapture par le transporteur SERT et la cinétique de la 5-HT dont sa 

recapture par d’autres transporteurs (à l’instar de PMAT et des OCT) demeure inaccessible par 

ce biais. Les seules informations obtenues par RT-qPCR démontre l’absence d’adaptation d’un 

point de vue expression génique des différents acteurs de cette homéostasie ; il est donc 

envisagé d’étudier cet aspect à l’aide de GRAB-sensors spécifiques de la 5-HT. Cette technique, 

outre d’étudier la cinétique et l’homéostasie de la 5-HT, permettra aussi de déterminer l’effet 

de la surexpression de la MAO-A dans un type cellulaire sur l’homéostasie et la cinétique 

métabolique de la 5-HT au niveau des autres types cellulaires de la région cérébrale étudiée. En 
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effet, en réponse à la surexpression de la MAO-A dans les neurones et donc à la hausse de la 

dégradation de la 5-HT, on peut supposer qu’un mécanisme compensatoire par augmentation 

de la recapture par différents transporteurs (tels que PMAT et OCT) pourrait se mettre en place, 

appauvrissant l’environnement extracellulaire en 5-HT et affectant donc les imports en 5-HT 

dans les cellules gliales (une hypothèse similaire pouvant être formulée dans le cas de la 

surexpression de l’enzyme dans les cellules gliales). 

7. Conclusion générale 

Plusieurs études ont mis en évidence, que cela soit chez des patients souffrant de dépression 

ou dans des modèles murins mimant l’anxiété-“dépression”, qu’une hausse de l’expression et 

de l’activité de la MAO-A était associée avec l’étiologie de la dépression. Toutefois, mis à part 

un lien de corrélation entre les niveaux d’expression/activité de la MAO-A et la pathologie, 

aucun lien causal n’a été à ce jour établi. Le projet de recherche présenté dans ce mémoire s’est 

intéressé à l’effet d’une augmentation de l’expression et de l’activité de la MAO-A, notamment 

sur la survenu d’un phénotype de type “dépressif”, mais aussi sur la résistance aux traitements 

antidépresseurs, phénomène responsable d’un échec de la prise en charge d’un tiers des patients 

souffrant de TDC. 

Les premières observations obtenues démontrent que cette hausse d’activité participerait à 

l’induction de différentes composantes comportementales impliquées dans la dépression selon 

le type cellulaire affecté par cette augmentation d’activité. Entre autres, la surexpression de 

l’enzyme dans les neurones pyramidaux post-synaptiques du cortex préfrontal semble être à 

l’origine de la déplétion en 5-HT observée chez les patients souffrant de dépression. Par ailleurs, 

cette surexpression de la MAO-A engendre la variation de l’expression de certains gènes déjà 

identifiés comme associés au TDC, et notamment deux récepteurs à la 5-HT. 

Par ailleurs, cette hausse d’activité apparait comme fortement impliquée dans la résistance 

aux antidépresseurs qui ciblent la recapture des neurotransmetteurs monoaminergiques, puisque 

d’un point de vue neurochimique l’élévation de l’activité MAO-A empêche la hausse de 5-HT 

en réponse à un traitement à la fluoxétine.
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1. Introduction 

Comme nous l’avons évoqué en prélude du principal projet de recherche mené dans le cadre 

de ma thèse, le TDC se caractérise par un taux élevé de résistance aux traitements 

antidépresseurs de type pharmacologique (environ 30%). Dans le cadre de mon projet principal, 

je me suis intéressé sur la possibilité que la surexpression et par conséquent l’augmentation 

d’activité de la MAO-A puisse intervenir dans les mécanismes à l’origine de cette 

pharmacorésitance aux antidépresseurs : il apparaissait alors clairement que cette surexpression 

diminuait fortement la réponse à la fluoxétine. 

Si la MAO-A apparait comme l’un des mécanismes à l’origine de la pharmacorésistance 

d’un tiers des patients souffrant de dépression, les effets indésirables sévères engendrés par les 

I-MAOA en restreignent l’utilisation. Pour améliorer la prise en charge des patients souffrant 

d’une dépression pharmacorésistante, d’autres stratégies thérapeutiques sont à l’étude depuis 

de nombreuses années. Outre le recours à des molécules n’intervenant pas sur le système 

monoaminergique (à l’instar de la kétamine que j’ai également étudié dans mon modèle de 

surexpression de la MAO-A), des techniques reposant sur des mécanismes physique 

(stimulation électromagnétique ou courant électrique) sont également intensivement étudiées.  

C’est le cas, entre autre, de l’électroconvulsivo-thérapie (ECT) et anciennement connue sous 

le nom « d’électrochoc » connue depuis les années 1950 comme un traitement antidépresseur 

efficace. Cet effet antidépresseur est par ailleurs confirmé par les nombreuses études 

précliniques menées chez les rongeurs et non rongeurs (mini-porc et singe rhésus) à l’aide de 

la modélisation des ECT chez l’animal de laboratoire et appelé stimulation électroconvulsivante 

(ECS). Ces études ont également permis de définir que les ECS avaient pour effet de compenser 

les modifications moléculaires et physiologiques induites par un état d’anxiété-dépression dans 

des modèles comportementaux (UCMS, CSD), pharmacologique (modèle CORT) ou encore 

génétiques (rats des lignées Wistar Kyoto et FSL). Certaines de ses études se sont par ailleurs 

focalisées sur l’étude des effets indésirables mnésiques de l’utilisation des ECS (et par 

conséquent des ECT pour l’être humain). 

L’article qui suit, actuellement en soumission sur BioRXiv (https://www.biorxiv.org) et en 

fin de préparation pour une soumission à Journal of ECT, constitue une revue exhaustive à jour 

des recherches précliniques sur le domaine des ECS administrés en chroniques. 
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ABSTRACT 

 

Major Depressive Disorder (MDD) is the most prevalent psychiatric disease, affecting 

especially more women. First-line pharmacological treatments for depression, such as Selective 

Serotonin Reuptake Inhibitors (SSRIs) – e.g., Fluoxetine (Flx) - are commonly prescribed. 

Nevertheless, despite their proven effectiveness AD treatment presents several drawbacks, 

including a lack of response in one third of patients and also resistance to a second line of 

treatment defining treatment-resistant depression (TRD). To address this challenge, alternative 

therapies including electrical stimulations (vagus nerve stimulation, transcranial magnetic 

stimulation) have been explored. Among these treatments, electroconvulsive therapy (ECT) 

presents high efficacy and the highest remission rates in treating individuals with TRD. ECT is still 

one of the most effective treatment methods, especially in the acute phase of depression. In 

everyday clinical practice, ECT usually accompanies pharmacological treatment. Nevertheless, 

ECT is associated with memory-related adverse effects. Despite that ECT are recognized and 

clinically used since the 1930s, biological mechanisms underlying its therapeutic and adverse 

effects remains poorly understood. The present review aims at offering a comprehensive summary 

of over fifty years of research on electroconvulsive seizure (ECS) in rodents, the experimental 

counterpart of ECT in animal models of anxiety/depressi!on, shedding light on its effects and 

mechanisms. 
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1 Introduction 

Major Depressive Disorder (MDD) is the most prevalent psychiatric disorder, affecting 

approximately 264 million subjects worldwide, according to World Health Organization. The 

Diagnostic and Statistical Manual of Mental Diseases1 highlights that women are1.5 to 3  times 

more likely to be diagnosed with MDD than men, and young adult aged  18 and 29 years-old are 

being particularly vulnerable. Beyond the social impact, MDD is an invalidating illness with 

everyday life consequences and a high rise of suicide2. 

The first line treatment for MDD treatments are pharmacological antidepressant drugs mainly 

selective serotonin reuptake inhibitors (SSRIs -escitalopram-) or serotonin and norepinephrine 

reuptake inhibitors (SNRI -venlafaxine-). However, response rates to these initial treatments 

vary widely from 30 to 60% depending on the studies, while remission rates in the first step of 

the STAR*D study being around3-5. Treatment resistant depression (TRD) is defined as the lack 

of response to two consecutive and different antidepressant drugs prescribed at adequate doses 

and f duration6,7. TRD occurs in 20% to 30% of MDD8  particularly those with melancholic and 

psychotic features and is associated with longer episode duration , longer lifetime hospitalization, 

higher  comorbidity with panic disorder  and an increased risk of suicide. While classic 

augmentation or combined pharmacotherapies have been proposed in TRD9-12, recent research 

has focused mainly on fast-acting antidepressant drugs such as esketamine13 or psychedelic-

based therapies14.  

Numerous brain stimulation therapies have been investigated and applied in the treatment of 

TRD: repetitive Transcranial Magnetic Stimulation, Deep Brain Stimulation, Vagus Nerve 

Stimulation. Electroconvulsive therapy (ECT) is yet the most used and effective treatment strategy 

in TRD. ECT consists in inducing a transient controlled seizure. ECT is well tolerated and was 

shown to be associated with response rates of 60% to 80%15-19, aside from transient cognitive 

adverse effects after repeated treatments20 leading to retrograde21 and anterograde22 amnesia 

which are generally reversible in 3 to 6 months23.  

While beneficial effects of ECT in treating TRD are well documented24,25, its precise mechanism 

of action remains to be fully determined. The mechanism are complex, involving multifactorial 

changes in neurotransmitters levels26 and in brain regions volume/activity25. 

To confirm or propose new hypotheses supporting the mechanism of action of ECT, there is a 

critical need for improved animal models that accurately reflect anxiety/depression-like behavior. 

Furthermore, a greater overview of preclinical research conducted over the past 20 years is 
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necessary, In this context, studies often utilize electroconvulsive seizure (ECS), also referred to 

as electroconvulsive stimulation, as an animal model to mimic human ECT. 

Here we propose an up-to-date review of the effects of ECS, from the behavioral to the cellular 

level, based on preclinical research published in 174 studies. While we believe that to ensure 

translational clinical validity of preclinical research, the latter should be performed in animal 

models of MDD, most of the studies presented here have been performed in naïve animals.  

2 Studies included 

The use of ECT to treat psychotic and depressive disorders in patients began at the end of the 

1930’s. However preclinical studies aiming at understanding its effects started only at the end of 

the 1970’s27. For the first twenty years, few studies were conducted on chronic ECS (cECS). In 

1999, only 22 publications were listed, but a significant shift occurred in 2000 with an exponential 

increase in publications concerning the effects of cECS (see Fig. 1). 

The studies on cECS are led principally in rodent healthy or anxiety/depression models 

accounting for 97% of pre-clinical research (see Fig. 2A and Supplementary Table 1), and most 

especially in Rats. For the few studies not involving rodents, ECS were administered in healthy 

non-human primates (NHP) or minipigs.  

Given the ethical considerations surrounding the use of animal models28, we need to test the 

effects of ECS in animal models of the disease, that mimics some of the endophenotypes 

observed in MDD and/or in TRD. Unfortunately, as shown in Fig. 2B, most studies used naïve 

animals with only a few publications performed in animals displaying an anxio-depressive-like 

behavior. All these studies have been performed in innate animal models, such as the Wistar-

Kyoto line, the Flinders Sensitive Line (FSL) or, indirectly, the Gunn line as well as in stress-

induced - (chronic mild stress or restrain stress) or corticosterone-induced altered emotional 

behavior.  

The greater prevalence of MDD in women compared to men represents one of the most 

consistently replicated epidemiological findings in psychiatry, even after accounting for differences 

in individual reporting and symptom dimensions. Unfortunately, despite the well-documented sex 

differences in emotionality and response to antidepressant treatment29, the preclinic literature in 

this specific topic continues to exhibit sex-biased30 with over 90% of the studies conducted in male 

rodents (see Fig. 2C). 
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3 ECS Protocols 

 The number of ECS administrations varies across studies, ranging from 3 to more than 14 

sessions, with a maximum observed at 24 sessions over a period of 6 weeks. However, the 

majority of ECS protocols recommend 5 or 10 sessions (see Fig. 3A). Approximatively a quarter 

of studies published used an anesthetic as in clinical procedures (see Fig. 3B), the most used 

being gaseous anesthesia (halothane or isoflurane). 

While the administered dose can be expressed in millicoulombs representing the total charge 

delivered to rodents, most of the literature only focused on detailing intensity, frequency and pulse 

width of the ECS. Thus, different combinations of these parameters may result in similar total 

charge, but induce various effects. The current intensity for ECS is adapted to each species: in 

mice, the intensity of administered ECS is set at or below to 50mA (see Fig. 3D), while for rats, it 

is usually at or above 55mA (see Fig. 3C). The stimulation frequency describes the recovery time 

allowed to the neurons between pulse administered and seems independent of the species, as 

frequencies used in rats are either 50 Hz or 100 Hz in majority (≈30% each, see Fig. 3E), while 

mice are treated preferentially with a frequency of 100 Hz (>50% of studies, see Fig. 3F). Pulse 

width describes the duration for which the neurons are stimulated during each pulse, with settings 

for ECS in rats and mice at mainly 0.5 ms (see Fig. 3G-H). The ECS duration denoting the total 

number of stimulatory pulse, rarely exceeds 1s (see Fig. 3I-J). While some authors have tested 

the effects of various ECS settings on seizure thresholds or seizure durations in rats31, little is 

known on these parameters' benefits or adverse effects on emotional or cognitive behavior. 

4 Effects of ECS on emotional behavior 

Behavioral alterations (such as anhedonia, resignation or loss of interest) are major 

components of MDD. Overall, studies in rodents have shown that ECS can reverse partially or 

totally these alterations (see Table 1). 

The Forced Swim Test (FST), as the Tail Suspension Test (TST) are used for the screening of 

antidepressant drug activity and to characterize depressive-like behaviors in mice and Rats (see 

further discussion follows in the next paragraph). An increase in immobility duration in these 

tests has been associated in the literature with an helplessness or “depressed-like” behavior and 

observed across various animal models including genetic models  (such as rodent strains naturally 

anxious, 32) environmental models (e.g., chronic mild stress, CMS33-35) or neuro-endocrine models 
36). Chronic administration of ECS (cECS) has been shown to reduce immobility duration in these 
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models, but also in naïve models37,38, associated with an increase in the time spent climbing39,40 

This last parameter is considered as an indicator of the motivation mediated by an increase in the 

noradrenergic activity41. 

However, behavioral results in the FST can be questionable as mobility duration does not 

reflect resignation-like behavior or depressive-like behavior42-46. 

Two studies performed the TST to evaluate the motivation and resignation behavior and 

observed a reduction in immobility duration following cECS administration, similar to the FST. 

Nevertheless, the same criticism applicable to the FST holds for this test, especially considering 

Steru’s description of this paradigm as a test to screen antidepressant drugs. This indicates that 

treatments without antidepressant effects (such as atropine and amphetamine) can produce 

similar outcomes47. 

Anhedonia in rodents can be assessed by monitoring sucrose preference (SPT), which is 

decreased either after a chronic stress48,49 or in genetic models49. This symptom is either reversed 

partially48,50 or totally after a single cECS exposure49,51. Interestingly, the effect size cECS seems 

greater in stress models compared to genetic ones49. Moreover, the recovery of animals subjected 

to cECS depends on the charges of cECS and anesthetized animal have a greater increased rate 

of sucrose consumption than alert animals50. More recently, Neyazi and his collaborators52 have 

shown that electrode localization impact the SPT results, as the  anhedonic effect of CMS can be 

reversed more efficiently with cortical electrodes rather than with auricular electrodes. 

Three studies used the Novelty Suppress Feeding Test (NSF) to assess the antidepressant-

like effect of cECS39,53,54. In their studies using the corticosterone model of altered emotional 

behavior, cECS reduced the latency to feed compared to control mice, confirming the 

antidepressant properties of ECS. 

Only three studies used the Elevated Plus Maze (EPM) or its derivate the elevate o-maze to 

test the anxiolytic effects of cECS55-57, and all three showed an increase in the time spent in the 

open arms of the maze in cECS-treated animals. 

Chronic ECS induces similar behavioral effects in both depressive-like and naive rodent 

models. Consequently, the question of the hyper-locomotor effect of ECS can be asked. cECS in 

naïve rats did not affect locomotion58. In contrast, models of depressive-like disorders, such as 

UCMS and the Wistar Kyoto models, display a decreased locomotor activity in the open field 

compared to naïve models49. 
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In our last study, cECS effects were tested in a mouse model of non-response to antidepressant 

drug treatment in order to replicate clinical practices for addressing TRD56. Mice that did not 

respond to a 4-week SSRI treatment received 7 ECS sessions over 2 weeks. We demonstrated 

that cECS could reverse the endocrine-induced depressive-like phenotype in mice that did not 

respond to a SSRI59. 

Overall, behavioral studies in rodents led on repeated electroconvulsive stimulation agree with 

the human clinical observation and confirm the usage of ECT to treat MDD and TRD 

symptomatology due to antidepressant effects of ECT. 

5 ECS electrodes localization and ECS effects 

The impact of electrode placement on the outcomes of cECS effects has been questioned by 

several authors. Positioning electrodes on the auricle leads to tonic seizures, whereas placing 

them on the cortex induces a clonic seizures38 associated with a lower decrease in immobility 

duration in the FST38,52. Moreover, rodents receiving cortical cECS exhibited greater weight gain 

compared to those treated with auricular cECS52, the latter even showing a weight loss38. Distress 

calls emitted by rats in both Theilmann and Neyazi studies post-cECS with auricular electrodes 

highlight fear-related behaviors. Theilmann et al. suggested that greater antidepressant efficacy 

of cortical cECS might be due to a recruitment of different brain regions than auricular cECS. 

However, this study was performed without anesthesia introducing a confounding variable in the 

assessment of emotional behavior. 

6 Electroconvulsive seizure effects on cognition  

While ECS can correct emotional behavior changes induced in depression-like models, they 

are also responsible for memory impairments (see Table 2), mimicking retrograde amnesia 

observed in some patients treated by ECT21,22. 

During the restitution phase of the Morris Water Maze (MWM), cECS-treated rats displayed 

more time to find the escape platform and spent less time in the target quadrant, suggesting 

deficits in spatial learning and cognitive flexibility60,61. Interestingly, prior anesthesia with ketamine 

in rats during ECS administration has been shown to diminish the amnesic effects of ECS, 

suggesting an interest in this coadministration60. However clinical studies do not support these 

observation62. 
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Similarly, cECS-treated rats failed to recall an adverse event occurring in the Columbia 

Obstruction Box63. In this test, the latency for rats to enter a dark box where they were priorly 

exposed to an electric shock was reduced in rats receiving cECS. Whether modulation of ECS 

parameters may affect their amnesic effect in this behavioural task has been questioned64 and 

revealed that changing configurations of cECS stimulation parameters (but with the same finale 

charge in Coulomb) have no significant differences on latency to enter the dark box. 

7 Impact of ECS on signaling pathways and gene expression 

Electroconvulsive stimulations profoundly alter the expression of a wide variety of genes in a 

brain-region-dependent manner65-67. A summary of the studies assessing the effects of cECS on 

gene/protein changes and performed in animal models of MDD is provided in Table 3. These 

variations induced by ECS may be sustained by epigenetic mechanisms and activation of some 

signal transduction pathways. 

7.1 Chronic ECS modulates epigenetic regulation of genes: 

Among epigenetic regulations, methylation is generally considered as the most stable68,69. An 

acute ECS stimulation is responsible for the methylation of 1,531 genes 4h post-administration in 

the dentate gyrus (DG) of the hippocampus, with 30% remaining methylated after 24 hours70. 

These genes are primarily involved in synaptic functions, protein phosphorylation and neuronal 

differentiation. However, DNA methylation is not the only sustainable epigenetic regulation 

affected by cECS, as it also alters the expression of histone acetyltransferases and deacetylases 

(HAT and HDAC respectively) as well as histones methyltransferases and demethylases71. These 

different expressions profile is responsible for a reduction in histone acetylation, mainly of histones 

H3 and H4, which leads in promoting the transcription of several genes72. 

7.2 Signaling pathways are differentially activated by cECS: 

In addition to epigenetic regulation, cECS modifies signaling pathways involved in gene 

expression regulation. ECS stimulation induced the phosphorylation of the most part of the protein 

component of the MAP kinase pathway. Chronic ECS increases levels of ERK1/2 and MEK1/2 

levels starting 5 days after the last session and reaching their maximum on the10th day73. It also 

increases p3874, JNK, SEK-1 and MKK-6 in rat hippocampus and cerebellum75. This 

phosphorylation cascade activates the MAP kinase pathway involved in mitosis activation, through 

c-Fos, whose expression is also enhanced after a chronic treatment with ECS in rats76.  
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Similarly, cECS induces the activating phosphorylation of AKT and PKC in rodents, resulting 

in the inhibitory phosphorylation of GSK-3. Inhibition of GSK-3 increases the stability of -

catenin77 which then translocates into the nucleus to regulate its target genes. The -catenin 

pathway is also activated by up-regulation of Wnt pathway actors: the expression of the ligand 

Wnt77, its receptor Freezled67 and the terminal effector -catenin77 are all over-expressed in the 

hippocampus after cECS sessions. 

The AKT and MAP kinase pathways both activate the transcription factor CREB. cECS also 

promote the expression of CREB, amplifying the effect of cECS on these pathways78. 

Finally, cECS leads to the overexpression of other transcription factors, such as Arc79 and 

Egr176. 

7.3 The BDNF and ECS, a long story in ECS research: 

Brain-derived neurotrophic factor (BDNF) is one of the most investigated genes in the context 

of mental health and neurodegenerative diseases. BDNF, a neurotrophic factor, that preferentially 

binds to its high affinity TrkB receptor, is secreted among other in the brain, promoting the neuronal 

plasticity and synapse remodeling80. Studies consistently show an increase in Bdnf mRNA 

expression in rats subjected to ECS81,82 and BDNF protein levels in several brain regions such as 

the frontal cortex, thalamus and hypothalamus, and mainly in the DG of the hippocampus49,83 as 

well as increase in TrkB mRNA84. 

Moreover, the cECS-induced overexpression of Bdnf could be under the regulation of ERK1/2 

pathway, as inhibition of these kinases reduces the expression of Bdnf and Tph285. 

Studies have shown that blood and brain levels of BDNF are correlated86. An equilibrium 

between brain tissue and blood levels of BDNF seems to be reached one week after the last ECS 

session, and the brain tissue peak of BDNF which occur few time after ECS86, a delay that could 

be explained by an active transport of BDNF through the blood brain barrier87. The use of serum 

BDNF levels to monitor the alteration of central neurotrophin levels could be of interest, although 

likely with a modest correlation with depressive state88. A review on the effects of 

electrostimulation on central and peripheral BDNF levels in preclinical and clinical studies 

confirmed that central BDNF levels increase in Rodents after ECS89, in a dose dependent manner.  

Bdnf transcription is regulated by 9 different promoters leading to 20 different Bdnf transcripts 

isoforms that all encode for the same BDNF protein90. The different expressed transcripts have 

different subcellular localizations and thus functions, allowing a fine tuning of BDNF delivery 

(Gabriele Baj et al, 2011). ECS seems to exert specific effects on the different Bdnf transcript 
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isoforms, with a -regional/subregional increase pattern for each isoform. In naïve rats, cECS 

increased exons I, II, III and IV expression in the DG, exon I in the piriform and motor cortex, and 

exon II throughout cortex regions and amygdala91. Interestingly, another study performed in an 

animal model based on corticosterone-induction of altered emotional behavior92, Bdnf exons I and 

IV increased in the cingulate cortex following cECS treatment, confirming prior observation of 

effect of acute ECS on Bdnf transcript expression93.  

7.4 cECS regulate the expression of a large variety of genes: 

Besides Bdnf, cECS are known to modulate the expression of genes involved in various cellular 

functions. 

7.4.1 The Sonic Hedgehog pathway actors 

Among the genes altered by cECS are components of the Sonic HedgeHog (Shh) pathway94, 

a pathway involved, among other, in the maturation of brain and neuronal tissues during the 

embryogenesis and the maintenance of neuronal stem cell niches until adulthood. cECS affect 

more precisely actors involved in the transduction and the regulation of this pathway rather than 

the principal effector of the pathway (Shh): cECS up-regulate the expression of the receptor Patch 

(Ptc) and downregulate Smoothened (Smo) expression in adult rat hippocampus94, enhancing the 

activity of the Shh pathway. The administration of cyclopamine, an inhibitor of Shh signaling, 

prevents the proliferative effects of cECS in the DG, comforting the role of the Shh pathway in the 

cECS neuronal proliferative effects.  

7.4.2 Membrane and vesicle structure proteins 

ECS has been shown to enhance the expression of proteins involved in cellular membrane 

trafficking, and particularly in endocytosis: Enomoto et al. showed that clathrin, flotillin-1 and 

caveolin-1 protein levels are increased in rat hippocampus following 10-day ECS95. Moreover, 

these proteins are located in lipid rafts of the hippocampal neuron membrane, reinforcing the 

hypothesis of the vesicle trafficking involvement in ECS effects on the hippocampus. 

Synaptophysin (SYP), another vesicle protein participating in the presynaptic neurotransmitter 

membrane, is also impacted by ECS48. cECS can reverse the chronic stress-induced decrease in 

SYP expression in the hippocampus at the mRNA and protein levels. Hippocampal 

electrophysiological recordings in the same animals showed similar variations of effects of stress 

and cECS on long-term potentiation. Overall this suggests that cECS improves the synaptic 

functional status in the hippocampus, through changes in SYP expression. 
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cECS modifies the expression of proteins related to the structure of membranes and vesicles 

in neuronal cells, this effect being also visible in blood cells. cECS is responsible of the 

deregulation of Cavin1, Cc2d1b and Sh3glb2, three proteins promoting the endocytosis. 

7.4.3 p11 

p11, a member of the S100 protein family, partners with calcium-dependent lipid--binding 

protein annexin A2- and interacts with ion channels and promotes the expression of 5-HT 

receptors in neurons96,97. p11 has been involved in depression-like states and monoaminergic-

based antidepressant drug response 98. cECS in rodents has been shown to increase the 

methylation of the p11 gene promoter and, consequently, p11 expression in, but this increase 

does not occur in all animals, only in those responding to cECS52. In rats resistant to conventional 

antidepressant drugs, gene promoter methylation and expression of p11 in the prefrontal cortex 

correlated with the antidepressant-like effect of ECS. Interestingly, the use of p11 promoter 

methylation as a human biomarker for ECT efficiency in MDD subjects was explored, showing a 

sensitivity and specificity of 70% and 73%, respectively, in identifying responders52. 

7.4.4 Dopamine and cAMP Regulated Phosphoprotein-32 (DARPP-32) 

The expression of DARPP-32, an inhibitor protein of the protein phosphatase-1, is affected by 

ECS. Indeed, Rosa and her team99 observed a transient increase of the DARPP-32 expression in 

the hippocampus and striatum after cECS and in the cortex following an acute ECS session. The 

increase in DARPP-32 was shown after chronic antidepressant administration100 and stimulation 

of 5-HT1B and 5-HT6 receptors led to increased phosphorylation of DARPP-32101 potentially 

contributing to treatment response. However, studies in knockout mice for DARPP-32 suggest its 

involvement in memory processes102. Whether DARPP32 may participate in side effects of cECS 

has been proposed, however, memory dysfunction has been associated with DARPP-32 decrease 

or clevage102,103.  

Mughal et al104 observed a similar increase in DARPP-32-immunolabeled cell numbers in a 

mouse model of Huntington's disease following cECS, compared to sham-treated animals104. 

7.4.5 Glial Fibrillary Acidic Protein (GFAP) 

The effects of cECS on neuroimmune response have been detailed in a recent review105. GFAP 

levels have been shown to decrease in animal models of altered emotional behavior106. Many 

studies highlighted the activation of astrocytes in response to ECS. The first study investigating 

the effect of cECS on GFAP expression showed that cECS exposure increase the expression of 

GFAP in hippocampus, amygdala and piriform cortex 107. Interestingly, another study presented 
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conflicting findings, showing that chronic cECS did not elevate GFAP expression in the 

hippocampus or cortex, but did observe an increase in the cerebellum108 . However, these 

opposite results might be explained by different ECS protocols, as well as the timing of GFAP 

levels after the last ECS administration, suggesting that GFAP expression increase is probably 

transient and occurs in a short time after ECS. This hypothesis has been confirmed in a 

longitudinal study109. showing a transient increase of the GFAP expression following cECS, the 

increase being maximal 2 hours  post-session and returning to baseline levels approximately 24 

hours later. 

7.4.6 Circadian genes 

Circadian genes are other targets of cECS effects. Among these genes, many are regulated in 

the same direction in mRNA and protein expression (Rev-erb, Ror, Bmal1 and Per1). 

Conversely, other genes are expressed in opposite directions between mRNA and protein levels 

(Cry1 and Cry2, Clock and Per2 (see Table 4)110. 

Electroconvulsive seizures modify the cyclic expression of circadian genes, shifting earlier the 

acrophase of Rev-erb, Bmal1, Per1, Per2, Cry1 and Cry2. Interestingly, while the expression 

levels of Per2 seems to be unaffected by cECS, the cycle is shifted to nearly half a day: the 

acrophase and bathyphase as well as the increase and decrease in the circadian cycle are 

reversed compared to untreated mice110. 

7.4.7 GPR-56 

The G protein-coupled receptor 56 (GPR56) plays a pivotal role in the diverse neurobiological 

processes, including cortical formation, oligodendrocyte development 111An increase in Gpr56  in 

the blood has been associated with treatment response, while GPR56 expression  in the medial 

prefrontal cortex has been observed in subjects  who died by suicide112. A 10-days cECS treatment 

increases GPR56 mRNA and protein expression in the subventricular zone (SVZ) in adult rat brain 
113, one of the two main regions where neurogenesis occurs in adult rodents.  These findings 

suggest that the GPR56 may be involved in the signaling of the neuronal plasticity in the SVZ. 

7.4.8 Thrombospondin-1 

Thrombospondin-1 (TSP-1) is a protein firstly identified to regulate the platelet aggregation. 

However, TSP-1 is also expressed in astrocytes and its expression is affected by ECS109. Indeed, 

cECS increases TSP-1 expression, both at the mRNA and protein levels in the hippocampus in 

rats chronically treated (acute ECS increases only Tsp-1 mRNA). Moreover, they showed that the 

ECS-induced expression of Tsp-1 is regulated by astrocytes activity: the expression of GFAP 
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transcript and protein occur simultaneously with Tsp-1 expression during the first hours after ECS 

treatment109. 

Interestingly, the overexpression of Tsp-1 seems to be specific to ECS exposure, as 

pharmarological interventions (desipramine or paroxetine) induced no changes in its expression. 

7.4.9 Erythropoietin, a potential endogen antidepressant overexpressed by ECS 

In 2009, it was observed that cECS increase the expression of erythropoietin (EPO) in the 

hippocampus, particularly in the DG114. Interestingly, the same study highlighted that the 

intraperitoneal injection of EPO has antidepressant effects in their rat model114, as EPO injection 

decreased the immobility time in the FST and the latency to feed in the Novelty-Induced 

Hypophagia test. 

Girgenti also showed an increase in the expression of the transcription factor Hif1 (hypoxia-

induced factor alpha), which could facilitate the EPO gene transcription through binding to the 

EPO gene promoter. Overall, these results suggest that the antidepressant effect of cECS involves 

a neurotrophic signaling cascade in which EPO and Hif1 participate. 

7.4.10 Aquaporine-4 

Aquaporine-4 (AQP-4) is a water-selective channel localized in the membrane in astrocytic 

endfeet in contact to blood vessels and participates to the hydric homeostasis within the brain. In 

2013, Rajkowska observed a decrease in the blood vessel coverage endfeet of astrocytic 

expressing AQP-4 in post-mortem MDD115. 

In a model of depressive-like rats, cECS reversed the phenotypic reduction in AQP-4 coverage 

in the astrocytic endfeet membrane to the blood brain vessel observed in this model 116. These 

results are in line with observations  that a fluoxetine treatment increase the AQP-4 astrocytic 

endfeet117. 

Both studies suggest an effect of various antidepressant strategies on AQP-4. Moreover, the 

blockade of AQP-4 expression, using miRNA, prevents the AD effects of fluoxetine117, suggesting 

a role of AQP-4 in antidepressant response. 

7.4.11 Tamalin 

cECS increases the expression of Tamalin, a protein important for neuronal and brain ECS 

effects118. Indeed, knocking-out the Tamalin gene results in a weaker neuroblast proliferation, 

neuron differentiation and dendrite growth compared to wild-type animals.  
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The effects of cECS are also observed in the periphery, especially in peripheral blood 

mononuclear cells (PBMCs), which can serve as a surrogate for investigating brain changes119. 

Indeed, cECS induces the alteration of the expression of 33 proteins in the PBMCs56 some of 

which have been involved in MDD (App, Akap5, Hsg, Prep, Strn and Talin2) or other psychiatric 

disorders (Adss) at the brain level. Moreover, these proteins are associated with three pathways 

(Pi3/Akt, NRF2-mediated oxidative stress and glucocorticoid receptor signaling) activates in 

depressive disorders. 

8 Effects of ECS on adult hippocampal neurogenesis (AHN) 

As defined by Kempermann in a recent review, “Adult hippocampal neurogenesis (AHN) is a 

unique and exceptional process in the mammalian brain that in a lifelong and activity-dependent 

way generates new excitatory principal neurons”120. This process encompasses three stages: cell 

proliferation, cell survival and cell maturation into neurons. 

Some papers mention effects of ECS on neurogenesis in other parts of the brain, however the 

use of the term “neurogenesis” is still debated. Full characterization should be performed using 

multiple co-labelling, as DCX alone has been shown to be a versatile marker of neurogenesis121.  

8.1 Effect of ECS on cell proliferation 

Chronic ECS is responsible for an increased cell proliferation in the subganular zone of the DG of 

the hippocampus in rats122-126, mice127 and non-human primates128. Additionally, these effects are 

dependent on the number of ECS sessions performed125. While these reports were conducted in 

naïve rodents, other studies showed similar increases in animal models of 

anxiety/depression39,129. Moreover, cECS rescues the decrease in cell proliferation after 

pharmacological stress induced by corticosterone administration130-132. The effects of cECS have 

been tested in animals iwhere whole brain irradiation has been performed, resulting in a 60% 

decrease in cell proliferation133. In these animals, cECS reversed the irradiation-induced decrease 

in cell proliferation. 

This neuronal proliferation is promoted and supported by ECS-induced increase in BDNF levels 

and the activation of BDNF-transduction pathway (see Section 7.3). The inhibition of Flk-1, a 

VEGF receptor, blocks the ECS-induced proliferation of neural precursors134. This suggests that 

VEGF-Flk-1 signal is necessary for pro-neurogenic action of ECS. Segi-Nishida also hypothesize 

that ECS, through VEGF-Flk-1 signaling, induce a symmetric division of quiescent neural 
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progenitors in early phase, and their maturation into amplifying neural precursors which proliferate 

asymmetrically in a later phase to produce immature neurons134. 

 

8.2 Effect of ECS on cell survival 

The first observation of the effects of cECS on cell survival in the DG of the hippocampus effects 

was obtained by the Duman’s team, showing that both conventional antidepressant drug 

treatment (fluoxetine) and cECS increase cell survival in rats124, a finding corroborated by other 

study39,122,125,127,132. One study looked at the effect of cECS (4 sessions) performed at different 

stages of cell differentiation (D7-14, D14-21 and D21-28) and found no effects of this protocol on 

cell survival127. In non-hunman primates, cECS was also shown to promote cell survival128. 

In a more recent study in rats, authors have shown that Brdu-incorporating cells were still 

detected in the hippocampus one year incorporating BrdU in their DNA are always present in the 

brain 1 year after the last session of cECS35. 

Additionally, cECS reduces cell death and apoptosis, as indicated by decreased cleavage of 

caspase-3, a marker of the apoptosis process135. 

 

8.3 Effect of ECS on neuronal maturation 

In physiological conditions, most of the stem cells will differentiate into neurons while the little 

proportion of the other cells differentiate in glial cells and oligodendrocytes or new stem cells136,137. 

Nearly of 80% of the new-born cells (BrdU+) generated after cECS are co-labelled with NeuN125. 

In another study where neurogenesis was monitored 3 months after the last ECS session, 90% of 

the BrdU+ labelling cells were also NeuN+, strongly suggesting that the majority of new-born cells 

after cECS differentiate into neurons138. Yanpallewar observe an increase in neuroblasts after 

cECS, as indicated by an increase in DCX labeled cells118, however, as previously mentioned, 

relying solely on DCX may not be adequate for monitoring neurogenesis121.  

 

8.4 Effect of ECS on cell fate 

In the hippocampus, the fate of new-born cells seems to be unaffected following ECS. Madsen 

observed that the percentage of new oligodendrocytes (BrdU+/Rip+) remained similar for sham 

and ECS-treated groups139. Similarly, Hellsten noticed that 80% of all newly generated cells 

differentiated into neurons in untreated rats, while about 70% did so in both acutely and chronically 



 158 

 

Preclinic effects of ECS – Page 16/39 

ECS-treated rats, irrespective of whether the animals were naïve or modeled to exhibit depressive-

like states132.  

Interestingly, a study described a cell population characterized by the expression of the chondroitin 

sulfate proteoglycan NG2, for which the proportion of new-born cells decreased 3 weeks after the 

last ECS session. The authors hypothesized that this cell population dies over time or 

tdifferentiates, thereby loosing NG2 expression136. 

Besides AHN, Imoto and his team demonstrated that ECS induce a decrease in hippocampal 

neurons in a mature state, and most especially granular cells of the DG140. Indeed, markers of 

mature neurons, i.e. Calb1, Tdo2 or Dsp and Il1r1 are less expressed in the neuronal cells of the 

DG after ECS, an effect also observed with chronic SSRI treatment. Synaptic transmission was 

altered as well, with increased excitability of the GC in the DG, resulting in a decrease in EPSP in 

the pyramidal cells in the CA3 of the hippocampus. However, the “dematuration” of the neurons 

was partial, Imoto indicating that these neurons kept a mature input resistance and membrane 

capacitance, normally increased in native immature neurons. 

 

9 ECS promote neuroplasticity by synapse modulation 

Electroconvulsive stimulation also promotes neuroplasticity, by modulating neuronal structures 

involved in the synapse structure. First, ECS increases the sprouting of mossy fiber in the sub-

granular zone (SGZ), resulting in an increase of Timm score in SGZ after chronic ECS 

session82,141.  

Concerning neuroplasticity, ECS also promotes the enhancement of the dendritic spine density. 

In the CORT model of anxio-depressive -like behavior, mice exposed to chronic corticosterone 

administration showed an increase in the proportion of short dendritic spines, and smaller spine 

heads92. These corticosterone-induced defects in spine morphology were reversed by chronic 

ECS treatment. Additionally, the crucial involvement of the exon-I isoform of BDNF mRNA to the 

ECS effect on spine size has been revealed in animal models: ECS in BDNFexon-1 KO mice results 

in a reduction of spine density compare to BDNFexon-1 HZ mice142.  

Neuroplasticity in mature neurons involves also the remodeling of the cellular membrane: ECS 

administration in Rats led  to an increase in choline, a marker of phospholipase A2 activity and 

membrane turnover143. This membrane turnover can be associated with mossy fiber sprouting, 

neurogenesis, and synaptic plasticity, supported by the increase in BDNF expression. 
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10 Electroconvulsive stimulation modulates the neuro-immune system and glial 

cells 

10.1 Activation of astrocytes and microglia 

We previously mentioned that a chronic exposure to ECS increases the expression of GFAP, an 

intermediate filament of astrocytes serving as a marker of astrocyte activity107,109. This increase in 

astrocyte activity seems due to an increase in the intrinsic activity of preexisting astrocytes rather 

than an increase in astrocyte number130. 

The antidepressant neurogenic effects of cECS in hippocampal DG seem to require the activation 

of the microglia. Indeed, microglia depletion (using a CSF-1 receptor or minocycline) in mice 

submitted to UCMS decreased in sucrose preference in SPT and increases in immobility in FST 

after cECS in comparison to microglia non-depleted mice144. Moreover, in non-depleted mice, 

UCMS decreases the number and alters the morphology of microglial cells in the DG, an effect 

reversed by cECS.  

10.2 Electroconvulsive seizure activates AMPK pathway and thus autophagy 

Recently, Kim and its collaborators145 have described the modulation of AMPK pathway by ECS. 

In rodents treated with ECS, AMPK and other mediators of this pathway (such as TAK-1 or 

CaMK-4) are more phosphorylated, leading to activation of the pathway, without modifying the 

quantity of proteins in the cell. This pathway is involved in cell growth and autophagy146. 

ECS have been shown to enhance autophagy in rodents. Indeed, LC3-II and the ATG5-ATG12 

conjugate, two markers of autophagosomes147, are overexpressed after ECS treatment135,145, 

strongly suggesting an increase  in the autophagosome formation. This hypothesis was confirmed 

by an increase in the autophagosomes number in cortical neurons cytoplasm by electronic 

microscopy. According to the authors, ECS-induced autophagy might correct the impairment in 

autophagy process report in psychiatric disorders148. 

11 Angiogenesis is modulated by ECS 

Neurons and glial cells are not the only cells in the brain whose proliferation is enhanced under 

the influence of ECS treatment. Indeed, mitosis and differentiation of endothelial progenitors are 

enhanced by ECS treatment in the DG of the hippocampus. This phenomenon occurs in naïve 

rodents and anxio-depressive models, in which ECS partially reverses the corticosterone-induced 
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decrease in endothelial cell fraction118. However, just like for newborn neuronal cells, the 

proportion of new endothelial cells relative to all newly born cells remains unchanged139. 

 

This angiogenesis is at the origin of an increase in the length and the density of vessels in the 

hippocampus149,150. Thus, it can be hypothesized that this blood vessels elongation in the 

hippocampus, where the ECS-induced neurogenesis occurs, allows the influx of nutrients and 

circulating factors for the proper functioning and development of the newborn cells. 

12 Brain alteration induced by ECS 

Electroconvulsive stimulation is responsible of an epilepticus-like seizure similarly to chemical-

induced seizure (after kainic acid/kainate or pilocarpine injection), with many biochemical 

processes in common, such as increase in neurogenesis151, or in increase in newborn neurons 

expressing calretinin128. 

However, while chemical seizures induced by kainic acid are associated with neuronal lesions and 

cell death, no injury has been observed after a chronic ECS session. More precisely, studies in 

Macaca mulatta brain showed no change in brain total volume, neuronal and glial density as well 

as number of neurons and glial cells after the application of electrical stimulation152. Interestingly, 

Dwork previously reported that the immunolabelling of GFAP is greater in the superior frontal gyrus 

of ECS treated monkeys, suggesting a transient astrocytic activation153. 

13 Neurotransmission changes during and after ECS treatment 

Depending on the studies, ECS has been shown to alter serotonergic neurotransmission. Using 

mice in lacking TPh2, the gene coding for tryptophan hydroxylase, a key enzyme for 5-HT 

synthesis, authors showed ECS antidepressant-like effect was lost in KO mice compared to WT, 

associated with a decreased neurogenic effect of ECS57. 

 

5-HT2 receptor binding has been studied using [18F]setoperone, a 5-HT2 receptor ligand with a 

greater affinity for 5-HT2A receptors. Decrease in 5-HT2 receptor binding has been observed after 

chronic ECS in non-human primates154. In comparison, Landau et al described an increase in 5-

HT2A receptor binding in cortical and hippocampal regions in minipigs using [11C]MDL100,907155. 

These discrepancies may suggest species-dependent effects of ECS on 5-HT2 regulation. Another 

possibility accounting for these differential results is the selectivity of the radiolabelled compound 

MDL100,907 display greater selectivity toward 5-HT2A receptors compared to setoperone. 
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Interestingly, this study in minipigs confirms prior studies in Rats using [11C]MDL100,907 which 

observed an increase in 5-HT2A binding after chronic ECS156. 

 

The ECS effects also involve dopaminergic neurotransmission: antagonists of the dopamine D1 

receptor have been shown to importantly reduce the ECS effects in the FST40. Moreover, chronic 

ECS increases dopamine D3 receptor mRNA expression and binding in the nucleus accumbens 

and the islands of Callejas157, but also the interstitial level of dopamine is increased in the striatum 

and in the frontal cortex following repeated ECS treatment158,159. 

 

Electrophysiological studies (see Table 5) report that repeated -ECS greatly reduces the amount 

of LTP that can be elicited in the DG of the hippocampus when measured by recording the 

percentage change in EPSP slope and spike amplitude in response160,161. This reduction in LTP 

may indicates that LTP-like synaptic efficacy changes are incrementally induced during repeated 

ECS and the authors proposed that ECS tends to 'saturate' hippocampal synaptic plasticity such 

that the capacity for change is reduced. Interestingly, the same team compared the effects of ECS 

and chronic fluoxetine administration and showed similar effects of both strategies on EPSP 

slope61. Li and colleagues confirm the increase in EPSP slope and add that this effect is in 

opposition to the effects of stress in a depressive-like model (unpredictable chronic middle stress), 

in which EPSP is decreased48.  

14 Conclusion 

This work reviewed various protocols for assessing the effects of chronic ECS protocols in rodents, 

and their effects on emotional behavior, and the molecular and cellular changes induced by this 

procedure in naïve animals and animal models of the disease (see Fig. 4). At the behavioral level, 

ECS reproduces the behavioral effects of the electroconvulsive therapy ECT in humans. ECS 

treatment regulates gene expression and increases AHN. Among the genes regulated by ECS, 

an increase in the expression of neurotrophic and growth factors has been shown in a similar 

manner to conventional antidepressant drug treatment. The pathophysiology of depression 

includes processes in the hippocampus such as a decrease in AHN and synaptic plasticity, that 

can be reversed with antidepressant treatment or ECT, associated with increased angiogenesis. 

Nevertheless, ECS in rodents is also responsible for memory and learning impairments as ECT 

induces human retrograde and anterograde amnesia in humans, confirming the validity of this 

experimental model. The combination of ketamine with ECT emerges as a particularly promising 
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Legends 

 
Figure 1: Number of studies investigating the effects of chronic ECS (cECS) in preclinical 
models. 
Distribution of the studies included in this review selected through a search on PubMed using the 
terms “Electroconvulsive Seizure” or “ECS” in combination with “depressive disorder” or “MDD” 
as keywords, spanning the years 1979 to 2023. 
 
Figure 2: Characteristic studies including animals to study the effects of cECS. 
(A) Proportion of studies depending on the species used in cECS studies (NHP: Non-human 
primates). (B) Proportion of studies depending on the animal model used. (C) Proportion of studies 
including males, females, or both sexes in their protocols.  
 
Figure 3: Protocols used in preclinical studies evaluating at the effects of ECS 
This figure analyzed the parameters used for ECS administration in the 174 reviewed studies: (A) 
Proportion of studies depending on the number of ECS sessions administered to animals. (B) 
Proportion of studies in function of the type of anesthesia administered to animals during ECS 
administration. (C-J) Electrical parameters of ECS administered in Rats (left) or Mice (right): (C-
D) frequency, (E-F) intensity, (G-H) pulse width and (I-J) ECS duration. 
 
Figure 4: Effects of cECS in animal models 
(A) Cellular brain effects of ECS: cECS in animal models increases the proliferation of neural and 
endothelial precursor cells and differentiation of neurons, glial cells and oligodendrocyte. 
Moreover, cECS modulates signaling pathways, gene regulation and gene expression, 
contributing to its cellular effects. (B) Global effects of cECS on behavior, biochemistry and brain 
cells: ECS treatment modulates gene regulation and gene expression enhancing cell proliferation 
(e.g., neurogenesis, gliogenesis, oligodendrogenesis, astrogenesis and angiogenesis) and 
synaptogenesis associated with synaptic remodeling and modulation of neuronal current. This 
enhancement of cell number may participate in increasing hippocampal volume. From the 
behavioral point of view, ECS reduces phenotypes associated with “depressive-like” behavior but 
also induces transient amnesia. 
 
Table 1 
Effects of ECS on emotional behavior in animal models of anxio-depressive-like behavior and in 
controls 
 
Table 2 
Effects of ECS on cognitive behavior in animal models of anxio-depressive-like behavior and in 
controls 
cECS are responsible of a memory impairment, seeing in three different test: the Morris Water Maze, 
Columbia Obstruction Box and Spontaneous Alternation Behaviour 
 
Table 3 
Effects of ECS on gene/protein expression 



 173 

 

Preclinic effects of ECS – Page 31/39 

 
Table 4 
Effect of cECS on circadian genes expression. 
(1) designate genes for which mRNA and protein expression changes are in the same direction, (2) designate 
gene and protein expression are observed in opposite direction. 

 
Table 5: 
Electrophysiological effects of cECS on depressive or healthy animal model 
LTP: long-term potentiation, EPSP: excitatory post-synaptic potential, CA1/3: cornu Ammonis 1 or 3. 

 
Supplementals: 
Table S1: List of the articles analyzed in this review. 
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Test 
Animal 

Anaesthesia cECS effects on animal behavior References 
Model Specie 

Forced Swimming Test 

Healthy 
Mice 

no 

ECS ↘  immobility time 
Suzuki, and Masuda, 1999; Chang et al, 2018 

Rats 

O’Donovan et al, 2012 ; Theilmann et al, 2014 

FSL 

ECS reverse ↘  of immobility time 

and ↘  climbing 

Kaae et al, 2012162 

CRS Olosen et al, 2015 ; Olesen et al 2017 ; Hageman et al 2009 

Wistar Kyoto Kyeremanteg et al, 2014 

CORT injection 
O’Donovan et al, 2014 

Mice isoflurane 

Jonkheere et al, 2018 

ACTH injection 
ACTH inhibits ECS ↘  immobility 

time 
Kobayashi and Sei-Nishida, 2019163 

Novelty Suppress 

Feeding Test 

CORT injection 
Mice isoflurane 

ECS reverse ↘  model-induced 

eat latency time 

Schloesser et al, 2015 ; Jonkheere et al, 2019 

gene KO Jonkheere et al, 2018 

Locomotion in Open 

Field 

CORT injection Mice isoflurane no effect Jonkheere et al, 2018 

CUMS 

Rats 

propofol & 

ketamine ECS reverse ↘  distance and 

rearing in stress group 

Zhang, Huang and Zhu, 2019 

propofol 

Li et al, 2012 ; Luo et al, 2012 

CUMS + Wistar Kyoto Luo et al, 2015 

Wistar Kyoto 
ECS reverse stress-induced ↘  

locomotion  
Kyeremanteg et al, 2014 

Healthy no 
no effect of ECS, cocaine 

injection ↘  locomotion 
Park et al, 2011 

Sucrose Preference 

Test 

CMS 

Rats 

no 
ECS ↘  sucrose consumption 

(reverse ↘  by stress) 

Henningsen, Woldbye and Wiborg, 2013 

CUMS 
propofol 

Li et al, 2012 ; Luo et al, 2012 

CUMS + Wistar Kyoto Luo et al, 2015 

Table 1 
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Test 
Animal 

Anaesthesia cECS effects on animal memory References 
Model Specie 

Morris Water Maze 

Healthy 

Rats 

no 

ECS ↘  platform research time and ↘  time in the 

platform quadrant 

Svensson et al, 2017164 

Sorge, Garozzo and Mollica, 1977165 

PBA reverse ECS effects Yao et al, 2015 

halothane 
ECS ↘  platform research time and ↘  time in the 

platform quadrant 
Stewart and Reid, 2000 

CUMS 
propofol & 

ketamine 

↘  escape time and swimming distance in 

ketamine+ECS group 
Zhang, Huang and Zhu, 2019 

Conditionning Fear Paradigm Healthy 

no 

No effect Warner-Schmidt, Madsen and Duman, 2008 

Columbia Obstruction Box Healthy 

ECS ↘  latency time Nagaraja et al, 2007 

ECS ↘  latency time in comparison of control but 

any variation between the tested ECS 

parameters 

Andrade, Suresh et al, 2002 

Spontaneous Alternation Behavior 

(Y-maze) 
CMS ECS reverse ↘  alternation ratio stress-induced Henningsen, Woldbye and Wiborg, 2013 

Table 2 
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Gene expression: 

Up-regulation Down-regulation 

Monoamine neurotransmission : 

- 5-HT transporter 166 

- 5-HT receptors 167 

- D3 receptor 157 

 

Other neurotransmission : 

- Neuropeptide Y 168 

- Galanine 169 

 

Trophic factors (and associated proteins): 

- BDNF 49,81 

- VEGF 134 

- NGF 86 

Signalisation pathways: 

- Wnt 77 

- Frizzled 6 67 

- b-catenin 77 

- Rab-4/5/7/11 95 

- Patched 94 

 

Transcription factors: 

- cFos 76 

- Erg1 76 

 

 

Vesicle coating: 

- Flotilin-1 95 

- Caveolin-1 95 

- Clathrin 95 

- Synaptophysine 48 

- Synapsin I, II, III 170 

- SNAP29 170 

 

Other functions: 

- DARPP3299 

- MMP2/9 171 

- Tamalin 118 

-GFRa1/2 82 

-tPa 172 

Signaling pathways: 

- Smoothened 94 

 

Vesicle coating: 

- Synaptogamin III 170 

 

Protein phosphorylation: 

Up-phosphorylation 

Signalisation pathways: 

- JNK 75 

- SEK1. 75 

- p38 75 

- MKK3 and MMK6 75 

- ERK1/2 73 

 

- MEK1/273 

- Akt 73 

- GSK-3b 173 

- PDK1 73 

Transcription factors: 

- CREB 78 

 

Neurotransmitters receptors: 

- GluRA 174 

- NR2B 174 

Dendritic membrane protein: 

- MARCKS 175 

- GAP43 175 

- Neurogranine 175 

 

Table 3 
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 mRNA protein 

over-expression Rev-erb(1) Rev-erb, Cry2 

down-expression 
Ror(1), Bmal1(1), Per1(1), 

Cry1 and Cry2(2) 

Ror, Bmal1, Per1, and 

Clock 

no effect Clock, Per2(1) Cry1 and Per2 

Table 4 
 
 
 

Specie Sex 
Electrode localization Stimulation 

frequency 

Biological 

material 
cECS effects References 

Stimulation Recording 

Rats Males 

Schaffer 

collateral pathway 

Stratum 

radiatum of the 

CA1 
100Hz 

Hippocampal 

slices 

Reverse the UCMS-induced ↘  in EPSP 

slope 
Li et al, 2012 

White matter 

between cortex and 

striatum 

Striatal medium 

spiny neurons 

Coronal 

cortex and 

striatum slices 

↘  in long-term depression for EPSP De Murtas et al, 2004176 

Perforant path 

of the DG 

Hilus of the DG 400Hz 

Alive 

anaesthetized 

rats 
↘  LTP 

↘  EPSP slope 

Reid and Stewart, 1997 

Stewart and Reid, 1993 

Stewart and Reid, 1994 

rt 

Males 

and 

Females 

Molecular layer 

of the hippocampus 
100Hz Transverse 

hippocampal 

slices 

 Yanpallewar et al, 2012 

Males 
Dentate granule 

cell layer 

Stratum 

lucidum of the CA3 
0.05HZ ↘  EPSP on newborn cell membrane Imoto et al, 2017 

Table 5 
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Afin de mieux appréhender l’intérêt des ECT comme traitement antidépresseur et de 

déterminer les potentiels mécanismes impliqués dans ces mêmes effets, l’équipe a étudié l’effet 

des ECS, équivalent expérimental des ECT dans les modèles in vivo, dans le modèle 

pharmacologique d’anxiété/dépression par absorption de corticostérone, et plus précisément 

chez les animaux ne répondant pas à la fluoxétine. Cette étude a ainsi permis d’identifier des 

altérations dans l’expression protéique d’une trentaine de gènes dans les cellules circulantes 

mononucléées du sang (PBMC) (Lebeau, Mendez-David et al. 2022). Ces protéines constituent 

de potentiels biomarqueurs de l’utilisation des ECT. 
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Les résultats obtenus précédemment dans le laboratoire s’intéressaient ainsi à déterminer les 

changements induits au niveau périphérique par un traitement chronique aux ECS. Toutefois, 

dans ces expériences, aucune différenciation n’a été réalisée entre les animaux qui répondaient 

et ceux qui ne répondaient pas aux ECS. De plus, l’analyse protéomique a été réalisé sur un très 

faible panel d’animaux pour chaque groupe (soit n = 3/groupe). 

La suite de ce projet a donc consister à caractériser la variation de l’expression des gènes 

précédemment identifiés suite à un traitement chronique aux ECS en considérant le paramètre 

de réponse et de non-réponse aux ECS. Pour répondre à cette nouvelle problématique, il fut 

utilisé le même schéma expérimental que celui précédemment usité. 

2. Matériel et méthodes 

2.1. Modèle animal expérimental 

2.1.1. Souche de souris et condition d’élevage 

Des souris mâles C57Bl/6JRj adultes (Janvier Labs, Le Genest Saint Isle, France), âgées de 

7 à 8 semaines et pesant 23 à 25g ont été utilisées pour ce projet. Les animaux sont hébergés au 

sein du Service Commun de l’Animalerie de la Faculté (plateforme IPSIT - Animex) dans des 

cages d’élevage standard sur un portoir ventilé, avec un accès ad libitum à l’eau et à la nourriture 

(cycle jour/nuit : 12h/12h non inversé). La température des pièces était maintenue à un niveau 

constant de 22±1°C. Les animaux sont hébergés par groupe 5 par cage. 

2.1.2. Modèle animal d’anxiété-“dépression” 

a. Choix du modèle 

Afin de comprendre la dynamique et les mécanismes de la pathologie humaine du TDC, 

mais aussi d’identifier et d’étudier les mécanismes sous-jacents impliqués dans la non-réponse 

au traitement, il est nécessaire de recourir à des modèles animaux fiables et adaptés. Il a ainsi 

été développés différents modèles d’anxiété-“dépression” basés sur différentes approches 

expérimentales : génétique, pharmacologique, comportementale (UCMS ou CSD le plus 

souvent) ou par lésion. Si les modèles comportementaux s’avèrent pertinent pour l’étude de la 

physiopathologie, ils ont pour principal défaut une importante proportion d’individus présentant 

une résilience au stress et ne développant pas le phénotype comportemental adéquat. 

Le modèle pharmacologique par consommation chronique de corticostérone (CORT), aussi 

nommé modèle CORT, se caractérise par le développement d’un phénotype anxieux-

“dépressif” chez plus de 90% des animaux traités de manière chronique CORT (David, Samuels 
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et al. 2009). De plus, les travaux ayant permis l’élaboration de ce modèle ont mis en évidence 

l’existence de deux sous-populations d’animaux en fonction de leur réponse ou non à un 

antidépresseur de la famille des ISRS, la fluoxétine : environ 70% des souris répondent à la 

fluoxétine tandis que 30% approximativement n’y répondent pas (David, Samuels et al. 2009) ; 

ce modèle apparait donc comme le plus approprié dans le cadre de l’étude des mécanismes de 

la non-réponse et de la résistance aux traitements antidépresseurs. 

b. Traitement et protocole expérimental 

Les animaux sont soumis à un traitement chronique par CORT ou par véhicule de 4 semaines 

(groupe contrôle) tel que présenté précédemment (cf §2.2 et §2.3 de (Lebeau, Mendez-David 

et al. 2022)), leur comportement émotionnel étant évalué à la fin de ces 4 semaines au travers 

de 3 tests, l’EPM, le NSF et le Splash Test qui permettent de calculer le score d’émotionnalité, 

comme décrit précédemment (cf §2.5 de (Lebeau, Mendez-David et al. 2022)). Dans les 4 

semaines suivant les tests comportementaux, les animaux reçoivent toujours un traitement 

chronique à la CORT mais associé avec de la fluoxétine. A la fin de ces 4 semaines, le score 

d’émotionnalité est déterminé de la même manière que précédemment, permettant ainsi de 

distinguer les animaux répondant de ceux ne répondant pas à la fluoxétine.  

2.1.3. Traitement par ECS 

Les animaux qui ne répondent pas à la fluoxétine sont soumis à un traitement chronique par 

ECS tel que décrit précédemment (cf §2.4 de (Lebeau, Mendez-David et al. 2022)). A la fin du 

traitement par ECS, les animaux traités par ECS sont soumis une troisième fois à la série de 

tests comportementaux, en vue de distinguer les animaux répondant de ceux ne répondant pas 

aux ECS. 

En vue de déterminer les niveaux d’expression de gènes cibles au niveau périphérique, des 

prélèvements sanguins sont effectués chez les animaux avant le début et à la fin du traitement 

par ECS (cf §2.6 de (Lebeau, Mendez-David et al. 2022)). 

2.2. Détermination de l’activité transcriptomique des 
gènes cibles après traitement par ECS 

2.2.1. Extraction des ARNm à partir du sang total 

L’extraction des ARN totaux à partir du sang total est réalisée grâce au kit GeneJET 

Stabilized and Fresh Whole Blood RNA (référence K0871, Thermo Scientific, 

Massachusetts, États-Unis), dont la fiche protocole est présentée ci-après. 
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La quantité d’ARN total et leur qualité est déterminée pour chaque échantillon grâce au 

Nanodrop et le Bioanalyzer, telles que décrits dans la section Matériel et Méthodes du projet 

principal (cf §6.2.2). 

 

Auteur : Rodolphe Lebeau Extraction ARN 
Revu par : du sang (kit GeneJET)  1 

Extraction des ARN à partir d’échantillons sanguins 
 
 
Matériel : 

Appareils : 
- centrifugeuse 
 

Consommable : 
- kit d’extraction ARN GeneJET (K0871) 

Solutions et poudres :  
- Ethanol 100% 
- eau distillée (nucléase-free) 
 

 
A/  Préparation des solutions : 

1. Diluer les solutions de tampon de lavage 1 et 2 par 64mL et 100mL d’éthanol 100% respectivement. 
2. Préparation du tampon de lyse : ajouter 20µL d’une solution de DTT à 2M par mL de tampon de lyse. 
3. Préparation du DNase I Master Mix (pour 100µL soit 1 échantillon) : 

- 50µL de tampon 2X DNase I, 
- 8µL de DNase I reconstituée, 
- 10µL de solution de chlorure de manganèse (MnCl), 
- 32µL d’eau nucléase-free. 
 

B/  Extraction des ARN totaux : 

1. Inverser plusieurs fois les tubes pour homogénéiser les échantillons 
2. Centrifuger à 5.000g pendant 10 min à température ambiante afin de « précipiter » les ARN. 
3. Jeter le surnageant et reprendre le culot dans 1mL d’eau nucléase-free. Vortexer 20 à 30 secondes 

et récupérer le culot par centrifugation à 5.000g pendant 10 min. 
4. Jeter le surnageant et ajouter 100µL d’eau nucléase-free avant de vortexer pendant 10 à 20 secondes 

pour resuspendre le précipité. 
5. Ajouter 400µL de tampon de lyse (additionné de DTT) et mélanger par vortex. Incuber à température 

ambiante 5 minutes en vortexant brièvement plusieurs fois. 
6. Ajouter 250µL d’éthanol (96 à 100%) et mélanger par pipetage ou vortex. 
7. Transférer 750µL du lysat dans la colonne de filtration insérée dans un tube de collecte. Centrifuger 

la colonne 30s à 12.000g. Jeter le surnageant et changer le tube de collecte. 
8. Ajouter 700µL du tampon de lavage 1 et centrifuger 30s à 12.000g. Jeter le surnageant et changer 

le tube de collecte. 
9. Ajouter 700µL de tampon de lavage 2 et centrifuger 1 min à 12.000g ; vider le tube de collecte. 
10. Ajouter 100µL de DNase I Master Mix préparer et incuber à température ambiante 15 min. 
11. Ajouter 500µL de tampon de lavage 1 et centrifuger 30s à 12.000g ; vider le tube de collecte. 
12. Ajouter 700µL de tampon de lavage 2 et centrifuger 30s à 12.000g ; vider le tube de collecte. 
13. Ajouter 500µL de tampon de lavage 2 et centrifuger 1 min à 12.000g ; remplacer le tube de collecte 

et centrifuger 1 min à la vitesse maximale (de préférence >20.000g). 
14. Placer la colonne filtrante dans un tube Eppendorf ; ajouter 50µL d’eau nucléase-free et centrigufer 

1 min à 12.000g. 
 

remarque : l’échantillon d’ARN doit être utilisé immédiatement ou conserver à -20°C (utilisation proche) ou -80°C 
(utilisation à long-terme). 
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Fiche protocole : protocole d’utilisation du kit GeneJET pour extraire les ARN à partir du sang total. 

2.2.2. Quantification des ARNm cibles par amplification PCR 

Après extraction des ARN, les ADN complémentaires de ces ARN sont synthétisés par rétro-

transcription (cf section Matériel et Méthodes, §6.2.3) avant de réaliser la PCR quantitative, 

permettant ainsi de déterminer les niveaux relatifs en ARNm avant et après le traitement 

chronique par ECS, que cela soit pour les animaux répondant comme ceux ne répondant pas 

aux ECS. 

2.3. Statistiques 

Les résultats sont présentés sous la forme de moyenne ± erreur standard à la moyenne (SEM). 

Les données obtenues sont dans un premier temps traitées sur Excel afin de calculer les 

valeurs finales qui sont ensuite utilisées pour les tests statistiques. Les données sont ensuite 

analysées à l’aide du logiciel de statistique GraphPad Prism 9. La normalité des groupes est 

testée par un test de Shapiro-Wilk. Lorsque les deux groupent suivent une loi Normale, un test 

de Student (t-test) est réalisé pour comparer les deux groupes ; dans le cas contraire (autrement 

dit si au moins un des deux groupes ne respecte pas la loi normale), les deux groupes sont 

comparés grâce à un test non-paramétrique de Wilcoxon-Mann-Whitney. 

Le seuil de significativité statistique est fixé à p < 0,05. 

3. Résultats et discussion 

A partir des 33 protéines dont le profil d’expression dans les PBMC était affecté par un 

traitement chronique aux ECS, les gènes codant 26 de ces protéines ont été sélectionnés pour 

étudier la différence d’expression induite par les ECS chroniques chez les répondeurs et les 

non-répondeurs aux ECS en chronique. Les protéines issues de ces gènes sont associées à 4 

grandes fonctions cellulaires différentes : les voies de signalisation (5 gènes), le métabolisme 

cellulaire (6 gènes), la structure cellulaire (cytosquelette et trafic vésiculaire, 12 gènes) et 

l’immunité/coagulation (3 gènes). 

Le tableau qui suit présente les résultats de comparaison des niveaux d’expression des gènes 

entre avant et après les ECS pour les répondeurs au traitement d’une part et les non-répondeurs 

au traitement d’autre part, mais aussi la comparaison de ces différences entre les répondeurs et 

les non-répondeurs aux ECS chroniques. 
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L’analyse statistique des résultats obtenus par RT-qPCR montre que l’expression de 18 

gènes au total est impactée par un traitement chronique aux ECS. Parmi ces 18 gènes, 9 (Adss, 

F11r, Fyb1, Cavin1, Cc1d2b, Gp1ba, Lcp2, MTSS1 Tmem40) sont retrouvés modifiés dans le 

même sens dans les deux groupes (répondeurs et non-répondeurs), tandis que 3 sont 

spécifiquement réduits en expression chez les répondeurs (HGS, SMTN et SRGN) tandis que 

5 sont sous-exprimés (Mink1, RPL15, Sh3glb2, PTPN6 et VCL) et 1 surexprimé chez les non-

répondeurs (Akap5). 

Comme il vient d’être évoqué juste ci-dessus, le niveau d’expression de 9 gènes est modulé 

dans le même sens après traitement aux ECS chez les répondeurs et les non-répondeurs au 

traitement. Il est permis de supposer que cette modification d’expression serait une réponse 

physiologique de l’organisme aux ECS en chronique, sans préjuger de la réponse ou non-

réponse. Inversement, la réponse et l’absence de réponse (peut-on parler de résistance au 

traitement ?) aux ECS chroniques impliquent l’intervention de mécanismes et de voies de 

signalisations différentes. 

 

De manière surprenante, sur les 26 gènes étudiés et pour lesquels le niveau d’expression 

protéique était modifié par un traitement aux ECS (Lebeau, Mendez-David et al. 2022), le tiers 

de ces gènes n’est pas affecté au niveau transcriptomique dans la présente étude. Toutefois, il 

est important de remarquer que l’étude protéomique avait été réalisée exclusivement sur les 

PBMC alors que les ARNm étudiés l’ont été à partir de sang total, les niveaux en ARNm 

déterminés ici étant par conséquent un reflet de l’activité transcriptomique dans l’ensemble des 

cellules sanguines. De plus, dans l’analyse protéomique, aucune différentiation entre animaux 

répondeur et animaux non-répondeurs aux ECS n’avait été faite, contrairement aux résultats ci-

dessous : il est alors possible que les résultats protéomiques précédemment obtenus combine 

les effets moléculaires périphériques chez les répondeurs et les non-répondeurs. 

Toutefois, le fait que les niveaux d’ARNm soient modifiés en réponse aux ECS, l’adaptation 

des niveaux en protéines n’a pas été clairement confirmé dans des extraits de sang total. De 

plus, il serait pertinent de poursuivre en déterminant, tant d’un point de vue transcriptomique 

que protéomique, l’implication de chaque composant cellulaire du sang dans les modifications 

d’expressions observés. 

 

Pour conclure, les résultats obtenus au cours de ce projet a permis d’identifier de potentiels 

biomarqueurs permettant de discriminer les sujets traiter par ECS qui y répondent de ceux qui 

ne répondent pas à ce traitement.  
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Gène 
répondeur aux ECS non répondeur aux ECS 

répondeurs vs non-

répondeurs 

dCtaprès-avant p-value dCtaprès-avant p-value dCtR-NR p-value 

Voies de signalisation 

akap5 -0,40 NS -2,19 * 1,79 * 

fyb1 2,37 0,053 4,71 * -2,34 NS 

lcp2 1,62 0,07 3,51 * -1,89 NS 

mink1 1,25 NS 4,68 0,07 -3,43 NS 

ppp6r3 -0,27 NS 1,72 NS -1,99 NS 

Métabolimse cellulaire 

adss 2,63 * 3,16 * -0,53 NS 

hgs 0,81 * 0,76 NS 0,05 NS 

hsp90ab1 0,77 NS 1,39 NS -0,62 NS 

prep 0,97 NS 1,61 NS 3,02 NS 

rpl15 0,90 NS 4,14 * -3,24 0,08 

strn4 -0,22 NS 1,80 NS -2,01 NS 

Structure cellulaire (cytosquelette et trafic vésiculaire) 

cavin1 1,73 * 1,87 0,07 -0,14 NS 

cc1d2b 1,83 0,07 2,89 0,06 -1,06 NS 

mtss1 1,63 0,09 3,62 0,06 -1,98 NS 

sh3glb2 0,65 NS 4,60 * -3,96 0,06 

slain2 -0,95 NS -3,07 NS 5,25 NS 

smtn 1,98 * 0,58 NS 1,40 NS 

srgn 3,34 * -0,02 NS 6,42 NS 

tcb1d5 0,19 NS 1,40 NS 1,80 NS 

tln2 0,39 NS -12,39 NS 13,44 NS 

tmem40 -1,26 * -1,28 0,051 0,02 NS 

tpm3 1,08 NS -5,87 NS 13,36 NS 

vcl 0,35 NS 4,41 * -4,06 * 

Immunité et coagulation 

f11r 0,73 ** 0,84 0,07 -0,10 NS 

gp1ba 2,73 * 5,14 * -2,41 NS 

ptpn6 0,87 NS 3,81 * -2,93 * 

Tableau 16 : Différence d’expression des gènes ciblés chez les répondeurs et les non-répondeurs aux 

ECS avant et après le traitement par ECS chronique 
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Annexe 1 : Statistiques des études biochimiques, comportementales et de la Zero-Net Flux 

 

    Effet du 
    p-value 

Expérimentation Test statistique Variable 
statistique 

p-value Effet du sexe Effet du 
génotype 

Surexpression 

Biochimie 

Expression de la hMAO-A 

niveau ARNm hMAO-A Student t(7) = 2,66 0,03   

niveau protéine hMAO-A Student t(14) = 2,52 0,02 0,81 0,03 
activité enzymatique MAO-A Student t(14) = 2,05 0,03   

Effet sur l'expression d'autres gènes 

5Htr1b (mPFC) Student t(10) = 2,43 0,04   

5Htr2a (mPFC Student t(10) = 1,93 0,08   

DBH (mPFC) Student t(10) = 2,83 0,02   

CYP2D11 (mPFC) Student t(10) = 1,94 0,04   

DBH (noyaux du raphé) Student t(11) = 3,15 0,01   

SCL6A2 (noyaux du raphé) Mann-Whitney U = 3 8.10-3   

Microdialyse (Zero-Net Flux) 
valeur du Zero-Net Flux Student t(14) = 3,23 6,1.10-3   

[5-HT] basale Mann-Whitney U = 17 2,5.10-2   

pente de la régression linéaire (activité de SERT) Student t(13) = 0,62 0,55   

Comportement 
OF - temps dans la zone centrale Student t(26) = 0,79 0,44 0,21 0,79 
OF - nombre d'entrée dans la zone centrale Mann-Whitney U = 90 0,73 0,46 0,72 
EPM - temps dans les bras ouverts Student t(26) = 1,51 0,14 0,91 0,16 
EPM - ratio bras ouvert/tous les bras Student t(26) = 1,33 0,2 0,55 0,28 
NSF - latence pour manger Mantel-Cox 𝜒2(1) = 8.10-3 0,7   

NSF - latence pour manger (mâles) Mantel-Cox 𝜒2(1) = 0,84 0,36   

NSF - latence pour manger (femelles) Mantel-Cox 𝜒2(1) = 1,65 0,2   

ST - temps de toilettage Mann-Whitney U = 39,5 6.10-3 1,4.10-2 2,6.10-3 
Score d'émotionnalité Student t(26) = 0,89 0,38 0,15 0,84 
SPT - consommation de sucrose (GFP vs hMAO-A) Student t(14) = 31,06 < 10-4   

SPT - consommation de sucrose (GFP) Student T(16) = 32,6 < 10-4   

SPT - consommation de sucrose (hMAO-A) Student t(15) = 0,09 0,93   

Surexpression 

Comportement 
OF - temps dans la zone centrale Mann-Whitney U = 30,5 0,62 0,23 0,63 
OF - nombre d'entrée dans la zone centrale Student t(15) = 1,42 0,17 0,25 0,21 
EPM - temps dans les bras ouverts Student t(15) = 6,16 10-4 0,72 < 10-4 
EPM - ratio bras ouvert/tous les bras Student t(15) = 2,89 0,01 0,48 0,0502 
NSF - latence pour manger Mantel-Cox 𝜒2(1) = 0,19 0,67   

NSF - latence pour manger (mâles) Mantel-Cox 𝜒2(1) = 0,52 0,47   

NSF - latence pour manger (femelles) Mantel-Cox 𝜒2(1) = 0,14 0,71   

ST - temps de toilettage Student t(15) = 0,82 0,43 0,77 0,69 
Score d'émotionnalité Student t(15) = 3,42 4.10-3 0,66 0,03 
SPT - consommation de sucrose (GFP vs hMAO-A) Mann-Whitney U = 34 0,88   

SPT - consommation de sucrose (GFP) Student t(16) = 2,94 0,01   

SPT - consommation de sucrose (hMAO-A) Mann-Whitney < 10-4    
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du sexe (ANOVA 2 facteurs) 
Mâles : GFP vs hMAO-A Femelles : GFP vs hMAO-A GFP : mâles vs femelles hMAO-A : mâles vs femelles 

Variable 
statistique 

p-value 
Variable 

statistique 
p-value 

Variable 
statistique 

p-value 
Variable 

statistique 
p-value 

neuronale 
 

 

        

t(12) = 1,14 0,04 t(12) = 2,25 0,04 t(12) = 0,75 0,46 t(12) = 0,59 0,59 
        

 

        
        
        
        
        
        

 

        
        
        

 

t(24) = 0,8 0,43 t(24) = 0,37 0,72 t(24) = 0,34 0,74 t(24) = 1,48 0,15 
t(24) = 1.43 0,17 t(24) = 0,83 0,42 t(24) = 1,66 0,11 t(24) = 0,58 0,57 
t(24) = 1,0 0,33 t(24) = 1,06 0,3 t(24) = 0,01 0,99 t(24) = 0,15 0,88 
t(24) = 0,3 0,71 t(24) = 1,17 0,25 t(24) = <10-4 1 t(24) = 0,84 0,41 
        
        
        

t(24) = 2,41 0,02 t(24) = 2,35 0,03 t(24) = 1,82 0,08 t(24) = 1,91 0,07 
t(24) = 0,88 0,39 t(24) = 0,55 0,59 t(24) = 1,71 0,1 t(24) = 0,33 0,75 
        
        
        

astrocytaire 
 

t(13) = 1,4 0,18 t(13) = 0,49 0,63 t(13) = 1,73 0,11 t(13) = 0,01 0,99 
t(13) = 1,87 0,08 t(13) = 0,19 0,86 t(13) = 0,12 0,91 t(13) = 1,6 0,13 
t(13) = 5,33 10-4 t(13) = 2,73 0,02 t(13) = 0,3 0,77 t(13) = 0,93 0,37 
t(13) = 2,71 0,02 t(13) = 0,74 0,47 t(13) = 1,08 0,3 t(13) = 0,17 0,87 
        
        
        

t(13) = 1,29 0,22 t(13) = 0,51 0,62 t(13) = 1,03 0,32 t(13) = 0,66 0,52 
t(13) = 3,31 6.10-3 t(13) = 0,67 0,52 t(13) = 1,16 0,27 t(13) = 0,61 0,55 
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Annexe 2: Statistiques des études de microdialyse avec injection d’un antidépresseur 
                Evolution temporelle (Mixed-effects model) 
    NaCl vs Basal Traitement vs Basal NaCl vs Traitement Effet du temps Effet du génotype 

Expérimentation Test statistique Variable 
statistique 

p-value Variable 
statistique 

p-value Variable 
statistique 

p-value Variable 
statistique 

p-value Variable 
statistique 

p-value 

Surexpression neuronale 

fluoxétine 
5HT - niveaux extracellulaires               F(3, 22) = 1,91 0,16 F(1 ;9) = 16,2 3.10-3 
5HT - AUC (GFP) ANOVA q(15) = 1,0 0,76 q(15) = 4,51 1,6.10-2 q(15) = 5,51 3,8.10-3         
5HT - AUC (hMAO-A) ANOVA q(11) = 1,0 0,76 q(11) = 1,2 0,68 q(11) = 2,15 0,32         
DA - niveaux extracellulaires               F(4, 39) = 2,83 0,04 F(1, 12) = 0,89 0,36 
DA - AUC (GFP) ANOVA q(9) = 0,58 0,91 q(9) = 5,1 1,4.10-2 q(9) = 5,69 7,6.10-3         
DA - AUC (hMAO-A) ANOVA q(26) = 0,78 0,84 q(26) = 2,01 0,32 q(26) = 1,23 0,66         
Glu - niveaux extracellulaires               F(2, 22) = 4,06 2,8.10-2 F(1, 10) = 0,17 0,69 
Glu - AUC (GFP) ANOVA q(12) = 2,31 0,27 q(12) = 2,69 0,18 q(12) = 0,39 0,96         
Glu - AUC (hMAO-A) Kruskal-Wallis Z = 0,9 > 0,99 Z = 0,94 > 0,99 Z = 0,04 > 0,99         
GABA - niveaux extracellulaires               F(2, 12) = 1,61 0,24 F(1, 7) = 6,28 0,04 
GABA - AUC (GFP) ANOVA q(12) = 0,75 0,86 q(12) = 2,99 0,13 q(12) = 2,25 0,29         
GABA - AUC (hMAO-A) ANOVA q(9) = 0,72 0,87 q(9) = 1,17 0,69 q(9) = 1,9 0,41         
ratio Glu/GABA               F(3, 16) = 1, 64 0,22 F(1, 7) = 6,41 0,04 
Kétamine 
5HT - niveaux extracellulaires               F(4, 32) = 1,08 0,38 F(1, 10) = 1,0 0,34 
5HT - AUC (GFP) ANOVA q(12) = 2,94 0,14 q(12) = 3,24 0,09 q(12) = 6,18 2,4.10-3         
5HT - AUC (hMAO-A) ANOVA q(18) = 0,27 0,98 q(18) = 0,09 0,99 q(18) = 0,36 0,96         
DA - niveaux extracellulaires               F(1, 4) = 1,18 0,38 F(1, 3) = 0,08 0,8 
DA - AUC (GFP) ANOVA q(12) = 0,38 0,96 q(12) = 0,55 0,92 q(12) = 0,17 0,99         
DA - AUC (hMAO-A) ANOVA q(16) = 0,26 0,98 q(16) = 0,57 0,91 q(16) = 0,26 0,98         
Glu- niveaux extracellulaires               F(3, 31) = 4,69 7.10-3 F(1, 11) = 3,55 0,08 
Glu - AUC (GFP) ANOVA q(12) = 2,25 0,29 q(12) = 2,65 0,19 q(12) = 0,4 0,96         
Glu - AUC (hMAO-A) Kruskal-Wallis Z = 1,14 0,76 Z = 1,62 0,31 Z = 0,48 > 0,99         
GABA - niveaux extracellulaires               F(3, 33) = 1,78 0,16 F(1, 11) = 0,53 0,48 
GABA - AUC (GFP) ANOVA q(12) = 0,9 0,8 q(12) = 0,86 0,81 q(12) = 0,04 0,99         
GABA - AUC (hMAO-A) ANOVA q(18) = 2,5 0,2 q(18) = 1,21 0,67 q(18) = 1,3 0,64         



 211

ratio Glu/GABA               F(1, 13) = 1,36 0,28 F(1, 11) = 20,84 8.10-4 

Surexpression astrocytaire 

fluoxétine 
5HT - niveaux extracellulaires               F(5, 92) = 2,87 1,9.10-2 F(1, 19) = 5,02 3,7.10-2 
5HT - AUC (GFP) Kruskal-Wallis Z = 0,47 > 0,99 Z = 3,06 6,6.10-3 Z =3,53 1,2.10-3         
5HT - AUC (hMAO-A) Kruskal-Wallis Z = 2,36 5,5.10-2 Z = 0,61 > 0,99 Z = 1,75 0,24         
DA - niveaux extracellulaires               F(3, 50) = 1,22 0,31 F(1, 21) = 0,73 0,4 
DA - AUC (GFP) Kruskal-Wallis Z = 0,31 > 0,99 Z = 0,31 > 0,99 Z = 0,62 > 0,99         
DA - AUC (hMAO-A) Kruskal-Wallis Z = 0,28 > 0,99 Z = 1,77 0,23 Z = 1,49 0,41         
Kétamine 
5HT - niveaux extracellulaires               F(5, 72) = 0,32 0,91 F(1, 14) = 1,97 0,18 
5HT - AUC (GFP) Kruskal-Wallis Z = 0,76 > 0,99 Z = 0,02 > 0,99 Z = 0,79 > 0,99         
5HT - AUC (hMAO-A) ANOVA q(14) = 2,11 0,33 q(14) = 1,49 0,56 q(14) = 3,5 6,5.10-2         
DA - niveaux extracellulaires               F(3, 40) = 2,2 9,8.10-2 F(1, 15) = 3,6.10-

2
0,85 

DA - AUC (GFP) ANOVA q(24) = 1,53 0,53 q(24) = 4,2 1,8.10-2 q(24) = 5,73 1,3.10-3         
DA - AUC (hMAO-A) ANOVA q(24) = 1,21 0,67 q(24) = 2,23 0,27 q(24) = 3,44 5,8.10-2         
Glu - niveaux extracellulaires               F(1, 12) = 25,8 3.10-4 F(1, 13) = 13,65 2,7.10-3 
Glu - AUC (GFP) ANOVA q(21) = 2,53 0,2 q(21) = 9,32 <10-4 q(21) = 6,79 3.10-4         
Glu - AUC (hMAO-A) ANOVA q(21) = 0,14 0,99 q(21) = 4,22 1,9.10-2 q(21) = 4,01 2,6.10-2         
GABA - niveaux extracellulaires               F(4, 46) = 1,12 0,36 F(1, 13) = 1,03   
GABA - AUC (GFP) ANOVA q(21) = 2,15 0,3 q(21) = 1,68 0,47 q(21) = 0,47 0,94         
GABA - AUC (hMAO-A) ANOVA q(21) = 1,18 0,69 q(21) = 3,92 2,9.10-2 q(21) = 4,71 8,6.10-3         
ratio Glu/GABA               F(3, 30) = 1,72 0,19 F(1, 13) = 1,29 0,28 
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fréquent et première cause d’invalidité dans le monde, se 

caractérise entre autres par une diminution des niveaux 

extracellulaires en neurotransmetteurs monoaminergiques. 

Des études cliniques par imagerie ont révélées que 

l’expression et l’activité d’une enzyme, la monoamine 

oxydase A (MAO-A) qui est impliquée dans la dégradation 

de ces monoamines, était augmentée ; cette surexpression est 

confirmée dans les modèles murins d’étude de la maladie. 

Toutefois, le rôle exact de cette hausse d’activité n’est pas 

clairement établi. Afin de caractériser les effets d’une 

élévation de l’expression et de l’activité de la MAO-A, un 

vecteur viral permettant une expression constitutive du gène 

de la MAO-A est injecté dans le cortex préfrontal médian 

(mPFC) de souris afin d’induire une surexpression. 
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disease and first cause of disability in the world, is 

characterized by a decrease in the monoaminergic 
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regions involved in the mood regulation. Clinical PET scan 

imagery and post-mortem studies showed an increase in the 

monoamine oxidase A (MAO-A) expression and activity; this 

increase is also observed in preclinical rodent models of the 

disease. However, if a correlation between pathology and 

MAO-A level was established, no causal link was 

determined. To decipher the role of the MAO-A level 

elevation in the depression, a viral vector which induces the 

constitutive expression of MAO-A gene is injected in the 

prefrontal cortex (mPFC) of mice to induce an overexpression 

of the enzyme in a cell- and regio-specific manner. 
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