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Chapitre 2 : Sgnsibilisation & renforegment

Dans ce chapitre, nous allons présenter les diffés expériences réalisées avec deux
psychostimulants couramment utilisés, a savoir txame et I'amphétamine. Nous

rappellerons brievement leur pharmacologie respedtinsi que leurs effets chez I'humain.

Nous aborderons ensuite les phénoménes de sesaibii comportementale et de
renforcement en définissant les mécanismes gudes-tendent, a savoir les aires cérébrales

impliquées ainsi que la neurotransmission sousjace

1. Les psychostimulants

1.1. La pharmacodynamique

Le mécanisme d’action de tacaine un alcaloide, consiste a inhiber la recapture de
plusieurs monoamines (dopamine, sérotonine et nematine) dans la fente pré-synaptique.
La cocaine agit en bloquant le transporteur desoammimes qui se situe dans le cytoplasme
intracellulaire du neurone pré-synaptique et, pamséquent, augmente la disponibilité de
celles-ci au niveau synaptique dans le cerveauuf€idll). Un plus grand nombre de
récepteurs post-synaptiques sont alors excit@steahsmission de l'influx nerveux est accrue.
Cet afflux de dopamine est associé avec un effghaisant trés importanflésh). En cas
d'arrét de consommation aprés un usage importgrbktngé, le mécanisme de recapture va
fonctionner & plein régime et abaisser les tauxi@@gamine en dessous du niveau habituel
(Lakoski, Galloway & White, 1992).

vy
\\_J
Cocaing Figure 11. Représentation du mécanisme de la
/, cocaine, basé sur le blocage du transporteur a la
K dopamine (DAT) (Hyman, Malenka & Nestler,

2006, fig. 3, p. 572).
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Chapitre 2 : Sgnsibilisation & renforegment

Le mécanisme d’'action de afhphétamine un autre agoniste indirect des
catécholamines, repose sur sa capacité a se kdramsporteurs de différentes monoamines,
telles que la dopamine (DA), la noradrénaline etdlieotonine, et d’en augmenter les taux au
niveau extracellulaire. Contrairement a la cocaif@mphétamine n’agit pas comme un
ligand, mais ralentit plutét la recapture de la @ope via un mécanisme secondaire
consistant a phosphoryler le transporteur a la mapa (DAT) (Sulzert al., 2005).

De maniere plus précise, l'activité¢ de I'amphétaeniimplique plusieurs étapes
essentielles (Figure 12). Tout d’abord, 'amphétamia pénétrer le neurone via les DAT et
s’y diffuser. Ensuite, elle va s’introduire danss levésicules contenant les stocks
intracellulaires de dopamine via le transportewwicaidaire de monoamines 2 (VMAT2). Cette
action entraine la libération des stocks dopamigasgs dans le cytoplasme et, par
conséquent, 'augmentation de la concentration ehipergique intracellulaire (Sulzet al.,
1995; Rothman & Baumann, 2006).

L'amphétamine interagit également avec le DAT. Effete en présence
d’amphétamine, le DAT (et le NET) fonctionne denmgae inversée en rejetant massivement
la dopamine au niveau de l'espace synaptique, eu tle la recapturer de I'espace
extracellulaire vers I'espace intracellulaire. Dasp 'amphétamine exerce une action
inhibitrice  sur les monoamines oxidase (MAQO) et saindiminue le métabolisme
intracellulaire de dopamine (Horn, 1973; Johnsbal., 2005; Kahliget al., 2005; Raiteri,
1977).

En résumé, en plus de moduler la recapture depardine, 'amphétamine stimule
également sa libération au niveau synaptique. Ceanigme prévaut également pour la
noradrénaline et, dans une moindre mesure, lacsénet (Sulzeet al., 2005).

DA - Amphetamine

Figure 12. Modéle du mécanisme d'action de
lamphétamine sur la dopamine au niveau de la
terminaison nerveuse (Gainetdinovsotnikova &
Caron,2002, fig. 1, p. 370).
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Chapitre 2 : Sgnsibilisation & renforegment

1.2. La pharmacocinétigue

La cocainepeut étre fumeéecfack) ou absorbée par voie orale, intranasale ou encore
par intraveineuse. Lorsque la cocaine est absqgréeeoie intraveineuse, le consommateur
ressent un effet euphorisant imméditash). Par voie nasale, cet effet apparait apres dngt
trente minutes (Julien, 2001; Lakoskil., 1992).

L’amphétamine se présente généralement sous forme de poudrehblamais peut
également étre conditionnée sous forme de géldes,omprimés ou de cristaux. Il existe
différentes facons de la consommer : elle peuté&od ingérée, injectée en intraveineuse ou
inhalée. Son élimination de l'organisme s’effecitia le métabolisme rénal et hépatique
(Hartman, 1988; Julien, 2001).

1.3. Les conséguences sur I'organisme

A des doses modérées,dacainediminue I'appétit, le besoin de sommeil et produit
une sensation d’euphorie, de bien-étre et de awdian soi. A des doses plus élevées, la
drogue induit, comme chez l'animal, des stéréot/po®mprenant des comportements
répétitifs ou continus de rangement, de lavemémsj gue la répétition persistante de mots ou
de phrases. Aux doses les plus élevées, la coeafendre des psychoses caractérisées par
d’'intenses hallucinations et de la paranoia, sirega aux symptbmes positifs de la
schizophrénie. Lorsque la consommation est intgpreamnle faible taux de dopamine dans le
cerveau produit une extréme fatigue, des changemdimumeur, voire la dépression
(Hartman, 1988; Julien, 200; Lakoskial., 1992).

L’amphétaming quant & elle, accélere l'activité du systeme eretvet stimule
I'numeur. Elle posséde également des effets amgneas et est utilisée comme traitement
chez les enfants hyperactifs. Le nom « amphétamjpmvient d'un de ses homs chimiques :
a-méthyl-phényléthanamine. L'amphétamine est uélisémme drogue ou comme dopant,
par exemple pour accroitre la productivité ou comanaé-fatigue (Hartman, 1988; Julien,
2001).
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La prise d’'amphétamine provoque de nombreux effateurt et long terme. A court
terme, 'amphétamine agit notamment sur la fréqaarardiaque et respiratoire (tachycardie,
dilatation des bronches) et augmente égalementrdgsion sanguine. A cause de la
vasodilatation, la circulation sanguine vers lesoes est réduite. Les pupilles se dilatent et
une crispation des machoires s’installe. L’'amphé@tarprovoque également des changements
au niveau de la régulation thermique du corpse telle I'hyperthermie et la transpiration.
Une fois que les effets de 'amphétamine s’estorfjpkest possible d’observer des crises de
tétanie et d’angoisse, des insomnies et un étakedgip (Julien, 2001; Lakoskt al., 1992;
Warburton, 1975).

A long terme, la prise d’'amphétamine ravage |'orglau@, qui s’en retrouve amaigri et
tres affaibli, notamment via une immunodépressianeacore une décalcification osseuse.
Divers troubles se développent, tels que des tesulglrdio-vasculaires (hypertension),
troubles du sommeil, de I'humeur (nervosité, ibiliéé, anxiété) et psychiques (psychose,
paranoia). L’'usage régulier entraine une dépendasyehologique accrue qui se transforme
en syndrome de sevrage si la consommation estéartébp brutalement (Julien, 2001;

Lakoskiet al., 1992; Warburton, 1975).

Malheureusement, I'amphétamine traverse la barr@aeentaire et provoque de
nombreux dégats tératogenes. Sa consommation dargridssesse peut notamment mener a
des avortements spontanés, des ruptures placentairencore, des retards de croissance

intra-utérine (Julien, 2001).
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2. La sensibilisation comportementale et le rerdorent

2.1. Effets de 'administration aigie de psychostant sur le comportement

L'injection aigué de psychostimulants produit uneurbe dose-effet biphasique
typique chez les rongeurs : injectés a de faibtesesl ils stimulent I'activité locomotrice et
I'exploration, tandis qu'a fortes doses, ils prowegt des comportements stéréotypés et
compulsifs, tels que le toilettage, sans augmematii réduction systématique de la

locomotion (Tirelli, Laviola & Adriani, 2003a).

Ces actions sont le résultat de 'augmentatioriatgivation dopaminergique centrale
et sont sous-tendues par des récepteurs DA distiBoteffet, il semble que les récepteuis D
seraient plus impliqués dans les changements dgivité locomotion, tandis que les
récepteurs B seraient plus en rapport avec les comportemegtreaypiques (Ushijima,

Carino & Horita, 1995; Xt al., 1994).

L’élévation de la locomotion serait provoquée, doima en partie, par I'activation de
projections dopaminergiques mésolimbique a pasirl'dire tegmentale ventrale jusqu’au
noyau accumbens et les stéréotypies résulteraient I'dctivation de projections
dopaminergiques nigrostriatales a partir de la tsulo® noire au noyau caudé (Creese &
Iversen, 1975; Kellyet al., 1975). L’hyperactivité locomotrice chez les roagepeut étre
considérée comme I’homologue de I'euphorie et @tion ressentie chez les humains (Wise
& Bozarth, 1987). De plus, I'activité compulsivestotypée peut étre considérée comme les
symptémes psychotiques de la schizophrénie indifiez I’'homme par de fortes doses de

psychostimulants (Sams-Dodd, 1999).
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2.2. Effets de I'administration répétée de psydhadant sur le comportement

Chez les rongeurs, une augmentation progressivepeesistante de I'activité
locomotrice spontanée est observée suite a l'adiration répétée et intermittente de
psychostimulants, tels que 'amphétamine et la itecéStewart & Badiani, 1993; Robinson
& Becker, 1986). Ce phénoméne peut également Bgereé avec les opiacés (Vezatal.,
1987) ou encore I'éthanol (Didoret al., 2008).Le phénoméne de sensibilisation renvoie
donc a lintensification de la réponse comporteralensuite a I'administration successive

d’'une méme quantité de drogue.

Cette sensibilisation augmenterait progressivenestpropriétés renforcantes des
drogues qui provoquent I'envie de les consomneeaving) (Robinson & Berridge, 1993;
Kalivaset al., 1998). Le phénoméne de sensibilisation peut daltssieurs mois,voire jusqu’a
plusieurs années, chez les rongeurs et chez I'mynsaggérant que les psychostimulants
modifient de maniére persistante le fonctionnenegmébral (Nestler & Aghajanian, 1997;

White & Kalivas, 1998).

D’apres la théorie de la sensibilisation motivatielhe (ncentive sensitization theory
of addiction) proposée par Robinson et Berridge en 1993, lailsiigation psychomotrice
impliquerait des changements a long terme au niveaul'organisation des systémes
cérébraux qui régulent les phénoménes de réecomprde motivation. Ainsi, ces circuits
deviendraient hypersensibles aux drogues et amulstqui y sont associés, engendrant une

motivation excessive a consommer ces drogues.

Par la suite, cette théorie a été appuyée par tude énontrant une augmentation du
nombre de dendrites des neurones de la psndéde du noyau accumbens ou des cellules

pyramidales situées dans le cortex préfrontal (Rsmbi & Kolb, 1999).
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2.3. Substrats neuronaux de la sensibilisation eedforcement

Il est postulé que les effets stimulants et rerdorg des psychostimulants résulteraient
de leur capacité a augmenter les concentratiomacelulaires de dopamine dans certaines
aires cérébrales, telles que le striatum ou le m@umbens (NAc) (Di Chiara 1998; Koob
& Bloom 1988; Wise 1998; Wise & Bozarth 1987). Effeg I'ampleur de I'activation
psychomotrice et celle de la réponse dopaminergidges ces régions sont hautement
corrélées (Budygiet al., 2000; Garrigt al., 2003; Sabeti, Gerhardt & Zahniser, 2D02

Brievement, les principaux systemes dopaminergidDd) du mésencéphale peuvent
étre regroupés en trois catégories. Ces neuroneseDgituent le long de projections reliant
les neurones de l'aire tegmentale ventrale (VTAr@ix de la substance noire. Ces trois
groupes sont repris sous les appellations de sgstddf mésolimbique, mésocortical et
nigrostrié, et possédent chacun un réle spécifmuesein du systeme nerveux central. Par
exemple, le systeme DA nigrostrié régule le systaméeur extrapyramidal, et les systémes
mésolimbique et mésocortical sont impliqués dargektion des systemes de récompense, de

renforcement et de motivation (Yang & Shieh, 2005).

Concrétement, le circuit qui est impliqué dansgespriétés renforcantes des stimuli
naturels (tels que la nourriture ou le sexe) etdtegues d’abus est composé de projections
DA partant de la VTA et de la substance noire quigitent vers plusieurs structures du
systéme limbique (NAc, 'amygdale, I'hippocampe shd), plusieurs aires corticales (cortex
préfrontal, gyrus cingulaire) et vers le striatufig(re 13) (Feltenstein & See, 2008; Hyman,
Malenka & Nestler, 2006).

Cingulate gyrus
 Striam Figure 13. Représentation des

Prefrontal projections DA émergeant de

COMex
I'aire tegmentale ventrale et de
Subsiantia nigra la substance noire vers les
structures limbiques et

Nucleus
accumbens

corticales (tiré de Hyman,
Malenka & Nestler, 2006, fig.

2, p. 571).

Ventral tegmental area
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Il apparait que les différentes structures cérébrdesservies par ce circuit DA jouent
des roles différents dans le phénomene de dépemd@eltenstein & See, 2008). Par
exemple, le NAc est impliqgué dans les effets ragants primaires des drogues d’abus (Di
Chiara, 2002). L'amygdale et I'hippocampe jouent ndie essentiel dans lI'apprentissage
conditionné qui résulte du processus d’addictioagés & See, 2007; See, 2005). En effet,
dans le cadre de I'apprentissage de la peur condiée, 'amygdale sous-tend I'association
entre les stimuli discrets et la sensation ressd(iti, le plaisir procuré par la drogue) et
I’hippocampe dorsal est responsable de I'appraagissles stimuli qui composent le contexte

d’administration de la drogue (Fucétsal., 2005, 2007).

D'un autre coté, le cortex préfrontal et le gyruegalaire régulent les réponses
émotionnelles, le contréle cognitif ainsi que leadtions exécutives (Volkowt al., 1993).
En effet, avec la répétition de I'exposition a desgues d’abus, s’opére des adaptations au
niveau cellulaire des voies glutamatergiques relien cortex préfrontal au NAc. Ce
mécanisme contribue a maintenir les comportementiégendance, comme la diminution du
contréle cognitif ainsi que I'hypersensibilité astimuli associés a la prise de drogue (Kalivas
& Volkow, 2005). Ainsi, la sensibilisation compomentale se produit donc parce que ces
changements au niveau de la neurotransmissioreaitéy mécanisme de contréle de fagon
telle gu'une plus grande réponse comportementaiepexiuite par un méme stimulus
pharmacologique. De plus, la stimulation électrigagpétée du cortex préfrontal induit le
développement d’'une sensibilisation comportemeniathenk & Snow, 1994), tandis que
des lésions excitotoxiques sur cette méme régien empéche (Piercet al., 1998;

Tzschentke & Schmidt, 1998b, 2000).

Enfin, la consolidation du répertoire comportemertficace dans I'obtention des

renforcements dépend du striatum (Vanderschure@jddio & Everitt, 2005).

40



Chapitre 2 : Sgnsibilisation & renforegment

2.4. Neurotransmission sous-tendant la sensibdis&it le renforcement

2.4.1. L’hypothése alternative au r6le du DAT

Il est établit que l'interaction des psychostinmigaavec le transporteur a la dopamine
(DAT) permet d’augmenter la concentration de dop&naiu niveau synaptique et cette action
serait a la source des propriétés renforcanteesl@imgues, telles que 'amphétamine ou la

cocaine (Budygirt al., 2004).

Nonobstant, le réle essentiel du DAT dans le redimrent des psychostimulants a été
remis en cause par difféerentes études montrantigsesouris dépourvues géenéetiquement du
DAT continuaient a s’auto-administrer de la cocajRechaet al., 1998a) et présentaient
toujours une préférence conditionnée de lieu (CP®)r la cocaine ou I'amphétamine,
accompagnée d’'une augmentation extracellulaire Aed@ns le NAc (Budygiret al., 2004;
Carboni et al., 2001; Hall, Liet al., 2002; Soraet al., 2001). En effet, que I'activité
dopaminergique soit bloquée pharmacologiqguementpau une lésion ou encore par
I'inactivation génétique de la tyrosine hydroxylases animaux continuent cependant a
présenter des réponses de renforcement et degmég{Berridge & Robinson, 1998; Cannon

& Palmiter, 2003; Robinsoet al., 2005).

Ces résultats suggérent que d’autres mécanismesteymdent les effets renforcants
des psychostimulants. Une action sérotoninergiquétéa postulée car ce systeme de
neurotransmetteur apparait étre essentiel danséfasnses de renforcement en général
(Muller et al., 2007). Des études neuroanatomiques ont mis eleee une haute densité de
fibres 5-HT immuno-réactives au sein de la VTA (@ovanniet al., 2008 pour une synthese
sur le sujet). De plus, les effets renforcantsadedcaine et de I'amphétamine peuvent étre
augmentés grace a une réduction partielle des w@iggoninergiques cérébrales (Fletcher,
Korth & Chambers, 1999; Robemsal., 1994), et inversement, 'augmentation de I'atdivi
5-HT via I'administration d’agonistes peut les atiér (Czoty, Ginsburg & Howell, 2002;
Fantegrossit al., 2002; Howell & Byrd, 1995). De mémies récepteurs 5-HT1A, 5-HT1B et
5-HT2 modulent également les effets des deux psficholants (Castanost al., 2000;
Muller et al., 2007; Neumaieet al., 2002; Nomikos & Spyraki, 1988).

41



Chapitre 2 : Sgnsibilisation & renforegment

Ce systéme de neurotransmetteur semble égalememtulenoles réponses
comportementales des animaux présentant une diomnau fonctionnement du DAT,
(Mateoet al., 2004; Rochat al., 1998a). Par exemple, la fluoxetine, un antagerstSERT,
augmente les concentrations DA dans le NAc cheX(@sDAT et produit également une
réponse de renforcement a la cocaine chez ces sMateoet al., 2004; Sorat al., 2001).
Le renforcement induit par la cocaine est égalermgatt chez les KO SERT (Soehal.,
1998). Néanmoins, une absence totale de préféremoditionnée de lieu (CPP) suite a
I'administration de cocaine chez des doubles KO [B&RT a été observée (Had al.,
2002; Soreet al., 2001). Ces résultats corroborent I'hypothésetsgénoergique et suggéerent
que le SERT sous-tendrait les propriétés avergjuepeuvent résulter de la consommation
de cocaine (Halit al., 2002).

En ce qui concerne I'amphétamine, Budygin et coksg(2004) ont mis en évidence
gue I'amphétamine continuait a augmenter la libénaDA dans le NAc des souris KO DAT
et ont postulé que cela était di a l'activation desepteurs 5-HT, dans la mesure ou le
prétraitement avec un antagoniste des réceptett3 13 (WAY-100635) empéchait le
développement d’'un CPP chez ces souris.

Il apparait donc qu’une relation fonctionnelle edrs neurones DA et 5-HT existe au
sein du systeme DA mésolimbique (Di Mattebal., 1999, 2002; McMahon, Filip &
Cunningham, 2001). Cependant, un réle concernarahsporteur a la norépinéphrine (NET)
a également été postulé. En effet, plusieurs étwdesillustré les interactions entre les
neurones DA et NE a travers les récepteurs adrépaspl (Carboniet al., 2001; Grenhoff
& Svensson, 1993; Paladiai al., 2001). Par exemple, les souris déficientes eaptéars
al-b ne présentent pas de réponse locomotrice rérdercement, que ce soit a la cocaine ou
I'amphétamine (Auclaiet al., 2002; Drouinet al., 2002; voir Sofuoglu & Sewell, 2009 pour

une synthese sur le sujet).

En résumé, il existe donc de nombreuses interactoitre les systemes DA, 5-HT et
NE qui s’opérent suite a 'administration de psyatiraulants, et d’autres études sont encore
nécessaires afin de cerner complétement le roléingbortance de chaque systéme de
monoamine dans les processus de renforcement (Giame Sotnikova & Caron, 2002;
Reith, Li & Yan, 1997).
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2.4.2. La neurotransmission glutamatergique

Les changements fonctionnels et adaptatifs obseaté niveau du systeme DA
mésolimbique suite a I'administration répétée dgchestimulants s’accompagnent d’'une
sensibilité plus importante de ce systeme au glatartRao & Finkbeiner, 2007; Tzschentke
& Schmidt, 2003). Il a été démontré que linductidiune sensibilisation comportementale
aux psychostimulants dépendait de I'activationr@egpteurs NMDA logés dans la VTA, qui
optimaliserait la libération de dopamine dans lecN¢alivas, 2004; Vanderschuren &
Kalivas, 2000) (Figure 14).

—# Dopaming
— Glutamate

Figure 14. Coupe sagittale chez le rat représentant lesaictiens neuroanatomiques entre les
projections glutamatergiques et le systéme DA niébidue. Les corps cellulaires DA émergeant de
la VTA recoivent des projections de glutamate eosvenance de I'amydgale (Amyg) et du cortex
frontal (FC). Le NAc, quant a lui, recoit des paijens de glutamate de I'amygdale et du FC, ainsi
que de I'nippocampe (Hipp) et du thalamus (Thalntygdale et le FC s’innervent réciproquement,

en plus des projections provenant du thalamus Ehiggocampe (Gass & Olive, 2008, fig. 3, p. 83).

Au niveau du NAc justement, il a été démontré denepbsition répétée a la cocaine
engendrait une augmentation sensibilisée des tauxcellulaires de glutamate (Piereteal .,
1996; Reid & Berger, 1996). De plus, 'administoatisystémique d’antagonistes NMDA
atténuent le renforcement de la cocaine via I'administration (Blokhinaet al., 2005;
Hyytia, Backstrom & Liljequist, 1999; Pulvirenti, aBlucci & Koob, 1997) ainsi que
I'acquisition et/ou I'expression d’'un CPP (Kotlirssk: Biala, 2000; Maldonadet al., 2007,
Papp, Gruca & Willner, 2002).
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De plus, le blocage de ces récepteurs au nivedan \dEA empéche le développement
d’'un CPP a la cocaine (Harris & Aston-Jones, 20D8s études de micro-injection ont mis
en évidence que la capacité des antagonistes depteérs glutamatergiques de pouvoir
réduire les propriétés renforcantes de la cocaratsn partie sous-tendue par les récepteurs
NMDA situés dans le NAc et le striatum dorsal (Gsinn Duffy & Kalivas, 1999; Di Ciano &
Everitt, 2001; Vanderschuren, Di Ciano & Everid038).

En ce qui concerne les récepteurs glutamatergigtsement dit, il apparait que,
suite a I'exposition répétée a la cocaine, I'expmsdes récepteurs GIuR1 et NR1 augmente
au sein de la VTA, et de I'hippocampe pour les GlyRhurchillet al., 1999; Fitzgeraladkt
al., 1996; Loftis & Janowsky, 2002; Lwet al., 2003a). Une augmentation de la
phosphorylation des GIuR1 dans le cortex préframt@fjalement été démontrée (Zhahgl.,
2007). Par contre, I'expression des autres réceptglutamatergiques, tels que NR2A/B,
GluR2/3 ou GluR6/7, ne semble pas étre altéréer@@iuet al., 1999; Luet al., 2003a).

Le glutamate joue également un réle important daddiction a 'amphétamine.
Plusieurs études ont montré que le développemem @PP a 'amphétamine pouvait étre
atténué par I'administration de différentes sod&stagoniste, telles que l'inhibiteur de la
libération de glutamate (riluzole) (Tzschentke &®adt, 1998a), I'activateur du transporteur
de glutamate (MS-153) (Meast al., 2005) ou encore l'injection d'un antagoniste AMPA
dans le NAc (Layer, Uretsky & Wallace, 1993). Deagll'administration d’'un antagoniste
aux récepteurs mGIuR5 (MPEP) atténue (Mcgeehanige(O2003), voire supprime (Herzig

et al., 2005), I'établissement d’'un CPP a 'amphétamine.

Par contre, une étude a montré qu'un antagoniamerécepteurs mGIuR2/3, qui
facilite la transmission glutamatergique, perturbétablissement d'un CPP lorsque
'amphétamine est injectée dans le NAc (Gerdjikov Beninger, 2006). Ces résultats
suggeérent gqu’'une transmission glutamatergique ekamspeut également altérer la

communication neuronale nécessaire a 'amphétapane établir un CPP.
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2.5. La sensibilisation contextuelle

De nombreuses études ont montré que les circomrstahiadministration de la drogue
peuvent fortement moduler le développement de tesibiisation (Badianiet al., 1995;
Browmanet al., 1998a, 1998b; Hinson & Poulos, 1981; Rasl., 1992; Stewart & Vezina,
1991). Ces indices contextuels peuvent étre exdeomnme I'environnement physique et/ou
social présent lors des injections, ou internesnroe I'état de I'animal ressenti lors de
I'administration de la drogue. En effet, il a éténtré que des animaux traités chroniquement
avec un psychostimulant dans un environnement Atesté pour I'expression de la
sensibilisation dans un environnement B préserttalea scores locomoteurs moins élevés
que les animaux continuellement testés dans 'enmement B (Badianet al., 1995; Carey

& Gui, 1998; Hinson & Poulos, 1981; Stewart & Badjal993; Stewart & Vezina, 1991).

De la méme maniére, certaines études ont mis eledse que I'état interne ressenti
par I'animal a cause de la drogue constituait uticen contextuel nécessaire pour que
s’exprime la préférence de lieu conditionnée (Blspet al., 1999; Kim, Siegel & Patenall,
1999). Ainsi, Dockstader & van der Kooy (2001) anbntré que le CPP a la morphine
s’exprimait chez des souris 129/SvJ uniquemenlles étaient injectées avant la session test

avec la méme dose que celle administrée duratdsepde conditionnement.

Une autre méthode pour détecter la sensibilisatmrextuelle consiste a mesurer ce
que I'on appelle laéponse conditionnéeCe concept renvoie au fait que les indices agsoci
a la prise de drogue peuvent éliciter une augmentale I'activité locomotrice en I'absence
de I'administration du psychotrope (AnagnostaraR@binson, 1996). Elle est habituellement
révélée dans I'environnement test en remplacapsyehotrope par du soluté salin apres que

la sensibilisation se soit développée.
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2.5.1. La modélisation du concept

Le modele de la sensibilisation qui a rencontrépliegs grand consensus intégre
'influence a la fois du contexte d’administratio@pétée de la drogue (Hinson & Poulos,
1981; Postt al., 1992; Tilson & Rech, 1973) et des adaptationgoat®alogiques produites
par l'action pharmacologique directe de la drogue sn substrat neuronal spécifique
(Anagnostaras & Robinson, 1996; Kuczenskial., 1982). Ainsi, la drogue induit une
sensibilisation neuronale dont I'expression est uhéel par des stimuli contextuels qui seront
associés a I'administration de cette drogue (Browebal., 1998a; Perét al., 1990; Stewart
& Vezina, 1988; Robinsod al., 1998).

Cette hypothése est intéressante parce qu’elle ghedn rendre compte des cas de
sensibilisation indépendante du contexte, danseles ou les animaux testés dans un
environnement différent de celui ou la sensibil@ats’est développée ne montrent pas de
sensibilisation contextuelle non pas parce quaubstance n’'a pas induit de sensibilisation
neuronale, mais bien parce que cet environnemsih’'& pas permis a la réponse sensibilisée

de se manifester (Anagnostaras & Robinson, 1996).

Ce modéle permet également de modéliser la rectiwe I'humain suite a la
réexposition aux stimuli contextuels qui ont étéoa#es avec la prise de drogue (Bossert
al., 2005; Robinson & Berridge, 1993).

3. Hypothéses de travalil

Plusieurs études ont montré que I'axe MCH/MCHR1 wheda prise de nourriture
ainsi que la balance énergétique (Borowskwl., 2002; Nahon, 1994; Saper al., 2002;
Takekawaet al., 2002). De plus, la présence de fibres issuesHlgdntenant de la MCH et
d’ARN messager de MCHRL1 a été détectée dans dedistes mésolimbiques, telles que la
VTA ou le NAc (Hervieuet al., 2000; Saitcet al., 2001). Ces structures sont connues pour
leur importance dans la régulation des réponsegeadementales aux drogues d’abus (Di
Chiara, 2002; Vanderschuren & Kalivas, 2000), amst dans le renforcement alimentaire
(Kelley & Berridge, 2002).
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De plus, d’autres peptides impliqgués dans la régulade la prise alimentaire sont
également exprimés dans le NAc et la VTA et somincs pour leurs effets sur les drogues
d’abus, notamment via des modéles génétiques koocKFigure 15). Par exemple, les
neurones a orexine (de Lecetaal., 1998), un autre peptide produit par des neursitaés
dans le LH, répondent a I'amphétamine (DiLeateal., 2003) ainsi qu'a la morphine
(Geogescut al., 2003).

& Oroxin Recoptor
MCH Recegtor
MC Recepior

d  Leptin Receptor

m Crrexin®

@ wew*

O e

m Dopaminangio

@ crzaeric

Figure 15. Innervations de la VTA et du NAc par les peptilgpothalamiques régulateurs de la prise
alimentaire. L'orexine, exprimée dans I'hypothalanttlYP) latéral, projette a la fois vers le NAc et
la VTA. La MCH et la mélanocortine (MC) ne projeiteque vers le NAc. La leptine, issues des
masses graisseuses périphériques, agit égalenmesgsstécepteurs dans la VTA (Nestler, 2006, fig. 4
p. 1156).

Par conséquent, en reliant I'hypothalamus latévatde systeme mésolimbique, il a
été postulé que 'axe MCH/MCHR1 pourrait moduleffiet de stimuli renfor¢cants, comme
les drogues d’abus (DiLeone, Georgescu & Nestl@32Sapeet al., 2002).

L’étude de Smith et collegues (2005) a été la peeend tester cette hypothése chez les
WT et KO MCHRL. Ills ont démontré une hypersengibilocomotrice chez les KO MCHR1
a la suite d'une seule injection d’amphétamine {23emg/kg) et d'un agoniste 1D
(SKF38393). Ils ont également mis en évidence égealation accrue des récepteursed D,
dans le NAc et la VTA et un taux de liaison aux NEUs élevé dans le NAc et le tube
olfactif. Une diminution du taux de liaison aux SER également été observée dans le NAc.
Ces résultats suggerent que les récepteurs MCHRtcamient une action inhibitrice sur

I'activité des monoamines du circuit mésocorticdlique.
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Sur base de ces résultats, nous avons testé lemwanisous differentes doses de
cocaine et d'amphétamine dans des activometreiscgpiegians le paradigme de préférence de
lieu conditionné, en postulant que l'inactivatioesdVICHR1 augmenterait la sensibilité aux
drogues d’abus.

4. Expériences de sensibilisation comportementale

4.1. Matériel et protocole

Brievement, ces expériences ont été réaliséeside I'd’activometres équipés de
cellules photoélectriques, qui permettent de mediaetivité locomotrice de chaque animal
individuellement (pour une description détailléeirviyhonet al., 2006).

Bien que ces expériences different au niveau devdée d’administration
(intrapéritonéale versus sous-cutanée) et au nideala substance injectée (cocaine versus

amphétamine), le protocole choisi reste globalergeméme et se déroule en quatre phases.

La premiere de ces phases est la phagwéexposition a I'appareil (aussi appelée
phase d’habituation) durant laquelle tous les anknsont exposés aux activometres sous
soluté salin. Cette phase permet de mesurer lauig&ctivité basal des deux génotypes afin
de constituer des groupes homogenes, et indireoteteeniveau d’'anxiété naturel des

animaux face a I'exploration d’un nouvel environmegm

Ensuite, vient la phaseatiministration chronique de la drogue (conditionnement),
qui s’étend sur plusieurs jours conseécutifs. Lesultats obtenus lors du premier jour
d’injection permettent de mesurer 'effet aigu dedrogue. L'amplitude de cette réponse est
mise en évidence grace au calcul d’'un score d’'antatien {ncrease score). Le caractére
répétitif du traitement a pour but de générer umesibilisation comportementale, dont le
développement est comparé entre les génotypegeaitiob a I'aide du calcul des pentes de
régression individuellesdppes). Le calcul des deux indices sera détaillé lors lde

présentation des résultats.
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Vingt-quatre heures aprées le dernier jour d’actjoisj 'ensemble des animaux est
testé sous l'influence de la drogue, méme les g@®wyant recu du soluté salin depuis le

début (groupe contréle). Ce test a pour but d’dbjecl’ expression de la sensibilisation.

Pour terminer, le jour suivant, un test placebo edfgctué durant lequel tous les
animaux recoivent une injection de soluté salinblé de ce test est de mesurerdponse
conditionnée contextuelle c’est-a-dire la sensibilisation & I'environnemelfans lequel la
drogue a été administrée. Cet effet est obsensfler les animaux conditionnés avec la
drogue présentent une activité locomotrice supgézi@ucelle des groupes contrbles, malgré

gu’ils soient injectés avec un placebo.

4.2. Analyses statistiques

Lors de la premiére phase de I'expérience (présipa a I'appareil), les données
sont regroupées par génotype. En effet, cette premphase a pour but de détecter
d’éventuelles différences dans la réponse a la eamuté entre les deux génotypes. Ces
données sont ensuite analysées avec une ANOVA anreserépétées (2 génotypes x 6
intervalles). Celle-ci est effectuée sur le décderaporel de la session afin d’observer le

déroulement de l'activité locomotrice par tranctleing minutes.

Le lendemain, la moitié des animaux recoivent unection de cocaine dont la dose
dépend du groupe expérimental auquel ils appadignhes données comportementales sont
analysées par dose (6 ou 12 mg/kg) en comparargélestypes entre eux. Une ANOVA
double (2 génotypes x 2 groupes) est effectuédesudonnées locomotrices récoltées sur la
durée totale de la session. Un score d’augmentasbrégalement calculé (appéhérease
score). Il s’agit de la différence entre I'activité lormtrice mesurée le jour précédent (phase
de pré-exposition) et celle mesurée le premier jdiinjection. Ce score est traité
statistiquement avec la méme ANOVA double (2 gépesyx 2 groupes).

Apres l'analyse de I'effet aigu de la cocainefféede I'administration répétée de la
drogue est examiné. Les scores des différents gsoapnt analysés avec une ANOVA en
mesures répétées (2 génotypes x 2 traitements es§iogs), qui permet, d’'une part, de
comparer les sessions entre elles pour un groupeéd(premiere versus derniére pour le
groupe X) et, d’autre part, de comparer les groupase eux pour une session donnée

(groupe X versus Y au jour 1).
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Afin de représenter_gqualitativemel#volution du score de chaque souris au fil des

sessions de conditionnement (augmentation, dinmnudiu stagnation), on utilise les taux
moyens de sensibilisation des différents groupes. t@ux sont représentés par la moyenne
des coefficients de régression des sujets de chgiqugpe. Ces coefficients sont calculés a
partir des pentes de régression linéaire individagdrédisant le score locomoteur de I'animal
en fonction du jour de la session (Crombag, BadtaRobinson, 1996; Tirelli, Tambour &
Michel, 2003b). En d’autres termes, une souris ibdisge présentera un score locomoteur
qui augmente au fil du temps. Cette augmentatiaefi&tera par un coefficient de régression
positif et significativement différent de zéro (b/s& avec un t de Student). A contrario, une
souris non sensibilisée présentera un coefficiemédression qui ne différe pas de zéro, voire
négatif. La mesure des pentes de régressions dugiNes représente donc un outil qualitatif
plutdt qu’'une modélisation statistique. Par laesuitn calcule les moyennes que forment les
pentes de chaque groupe expérimental et on lesareneptre elles avec une ANOVA double

(2 génotypes x 2 traitements).

Apres les neuf sessions consécutives d’injectioca@ine, 'ensemble des animaux
testés recoit une injection i.p. de cocaine (12kgjgafin de tester la présence d’'un éventuel
effet sensibilisé. Les données récoltées sont prése graphiquement sous deux formes pour
chaque génotype et dose de cocaine séparément paut) il y a le décours temporel qui est
analysé avec une ANOVA en mesures répétées (Brraitts x 6 intervalles) et, d’autre part,
il y a les moyennes marginales de I'effet princigal traitement qui sont traitées avec une
ANOVA simple. L’hypothése a priori est que les goes présentant une sensibilisation
comportementale a la fin du traitement chroniquadpiront des scores plus élevés que les

groupes non sensibilisés lors de ce test de sésailan.

Enfin, le dernier jour, 'ensemble des animauxéssecoit une injection i.p. de soluté
salin dans le but d’évaluer I'expression d’'une éuelie réponse conditionnée. Les données
récoltées sont présentées et analysées de la mémieren que les données du test de
sensibilisation. L’hypothése, a priori, est que tgsupes ayant été conditionnés avec la
cocaine produisent des scores plus élevés quedeapes contréles respectifs, qui ont recu

du soluté salin durant le traitement chronique.
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4.3. Expérience n°l : la cocaine administrée p@r wbrapéritonéale

Nous avons testé I'effet de plusieurs doses deigecsur 'activité locomotrice des
WT et KO MCHRL1 et mesuré le développement d’'unesibdisation (voir Tyhonet al.

(2006) dans la partie Annexes).

1. Résultats

Les effets de I'exposition a un nouvel environnetr@ savoir, les activometres) sur
I'activité locomotrice exploratoire des WT et KO MR1 sont représentés sur la figure 16. II
apparait que les KO affichent un niveau d’actiVitéomotrice significativement plus élevé
que celui des WT sur les 30 minutes de sessioms) Que les deux génotypes soient
relativement plus actifs sur les 10 premiéres neisigt montrent une courbe d’habituation
similaire (effet principal du génotype représent& $a partie droite de la figure 16:

(F,78719,88 ; P<0,0001).
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Figure 16. Activité locomotrice moyenne (x ESM) induite pafexposition a un nouvel
environnement chez les WT et KO MCHRL1 durant 30ut@s sous soluté salin. Le graphique de
gauche représente le décours temporel de la sessioglui de droite, les moyennes marginales de
I'effet principal du génotype. L'effectif total dee graphique est de N=40 car les scores des animaux
des deux sous-expériences (6 et 12 mg/kg) ontodi#psés par génotype (n=20) (Tyheiral., 2006,

fig. 1, p. 96).
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Le jour suivant la phase de pré-exposition, la ®ales animaux recoit une injection
de cocaine. Il apparait que l'injection aigiie dew 12 mg/kg de cocaine produit une
augmentation significative de I'activité locomogjoqui est comparable entre les génotypes
(ANOVA double : effet principal du traitement poGrmg/kg: ki36~18,55; P<0,0002, et
pour 12 mg/kg: fr,36726,22 ; P<0,0001) (figure 17, panels A et C). Despl'augmentation
des scores locomoteurs entre la phase de pré-érposi la premiére injection de cocaine ne
differe pas entre les génotypes, quelle que saib&e utiliséeificrease score, panels B et D)
(ANOVA double : effet principal du traitement podimg/kg: F1,367=8,21 ; P<0,0005, et pour
12 mg/kg: fi36726,31; P<0,0001). De plus, la dose de 6 mg/keduit pas cette
augmentation de maniére significative (P<0,07% Student).
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Figure 17. Activité psychomotrice (x ESM) induite par une ictien i.p. aigiie de cocaine a 6 mg/kg
(panel A) ou 12 mg/kg (panel C) chez les WT et KCHWR1 (n=10). Les panels B et D représentent
'augmentation relative des scores locomoteursrpgpport a la session de pré-exposition sous salin
effectuée la veille. Différence significative a R8® a, différence avec le groupes salin
correspondant chez les WB; différence entre les génotypes pour les groupastaecu la méme
dose de cocaine; différence avec le groupe salin correspondant KO (Tyhoret al., 2006, fig.

2, p. 97).
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La figure 18 (panels A et C) reprend les scoresromteurs obtenus durant les neuf
sessions d’administration de cocaine (6 et 12 mg3 minutes). Les panels B et D

représentent les taux moyens de sensibilisationliffésents groupes.

L’ANOVA en mesures répétées réalisée sur I'enserdbteneuf sessions montre que,
pour la dose de 6 mg/kg, aucune sensibilisationpootementale ne se développe, et ce, quel
que soit le génotype envisagé (panel A). Ce résestacorroboré par le calcul des coefficients
de régression moyens (ANOVA double), dont aucustrsenificativement différent de zéro

(panel B).

Par contre, les mémes analyses statistiques effexisur les données de 12 mg/kg de
cocaine mettent clairement en évidence une sepaltimin comportementale marquée chez les
WT et l'absence totale de cet effet chez les KO, mpgtent a un niveau constant de
stimulation au fil des sessions (interaction triplgénotype x traitement X session
Fe.28s74,14 ; P<0,001) (panel C). L'analyse de la moyemes pentes de régressions
individuelles vient confirmer le développement @e sensibilisation chez les WT, car il
apparait qu'elle est significativement différente zkro (coefficient de régression moyen =
21.15; r?=0,16 ; t(88)=4,06 ; P<0,0002) et, desplgu’elle differe des autres groupes
(F,3678,58 ; P<0,006, panel D).
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Figure 18. Activité locomotrice moyenne (+ ESM) induite pas li@jections i.p. répétées de cocaine a
6 mg/kg (panel A) ou 12 mg/kg (panel C) chez les ®TKO MCHR1 (n=10). Les panels B et D
représentent les taux de sensibilisation moyerf&mnce significative a P<0,08; différence avec le
groupe salin correspondant chez les VidTdifférence avec le groupe salin correspondart ¢bs
KO; c, différence par rapport a la premiére sessionrdiaitration chez un méme groupe (ANOVA
2x2x9 pour le traitement chroniqgue et ANOVA 2x2 pdess slopes) ; (*) valeur significativement
différente de zéro (test t de Student) (Tylebal., 2006, fig. 3, p. 98).

Aprés les neuf sessions consécutives d’injectercataine, 'ensemble des animaux
testés a recu une injection i.p. de cocaine (1Xggfin de tester la présence d’'un éventuel
effet sensibilisé (figure 19). Pour les groupesditionnés avec la dose de 6 mg/kg (panels A

et B), aucun effet sensibilisé ne ressort, quelsiiiele génotype envisagé.

En ce qui concerne la dose de 12 mg/kg (panels @),eles WT montrent un effet
sensibilisé robuste qui se marque tout au longdms$sion de 30 minutes (interaction double
traitement x intervalle : (£15723,35; P<0,0002) et qui est mis en évidence paefiet
principal du traitement (insert panel C f5=40,33 ; P<0,0001).
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Par contre, les KO conditionnés avec cette méme descocaine ne présentent rien
d’autre qu’une habituation de Il'activité locomotrjcsans se différencier de leur groupe

controle (panel D : interaction double traitememtervalle : ky 18=7,57 ; P<0,015).
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Figure 19. Scores locomoteurs moyens (x ESM) induits parigjeetion i.p. de cocaine (12 mg/kg
pour tous les groupes) 24h apres la derniére sedsitraitement chronique avec 6 mg/kg (panels A et
B) ou 12 mg/kg (panels C et D) chez les WT et KOHR2 (n=10). Les inserts montrent les effets
principaux du traitement (saline versus cocaineyenne marginale) pour chaque génotype et dose
séparément. Différence significative a P<0,@5:différence avec le groupe salin correspondant;
b, différence avec les scores obtenus lors du preimiervalle de 5 minutes (ANOVA 2x6 pour le
décours temporel et ANOVA simple pour les inseffghonet al., 2006, fig. 4, p. 99).

De maniéere similaire aux résultats obtenus potedé de sensibilisation, aucun effet
conditionné significatif n'est observable chez desupes ayant recu chroniquement 6 mg/kg
de cocaine (figure 20, panels A et B). Pour la dissé2 mg/kg, seuls les WT présentent un
effet conditionné précis, principalement observédabut de la session (interaction double
traitement X intervalle : £18=7,00 ; P<0,020, et effet principal du traitemei;1s~7,54 ;
P<0,020) (panels C et D).

55



Chapitre 2 : Sgnsibilisation & renforegment

6 mg/kg COCAINE 12 mg/kg COCAINE
80 4 (A) < g 30 - (C) g‘m 30 4 : L 80
—O— WT/SALE = 20 - —O— WT/SAL12 =2 20-
60 | —®— WT/cocs Egég 10 —8— WT/COocC12 Eg 10 LB
= 0 - a = Q-
a 0 %
e 2 il
% =
3 20 - ol 5
i S
% 0 L i 1 i L 1 | 1 1 1 | 1 0 =
o 804 (®) Ty 30 4 (D) 2, 301 - 80 g
E —~O— KO/SALE & 204 —0O— KO /SAL12 %2 20 4 a
O g | @ Ko/cocs T 1o —@— KO/COC12 24 104
s i = o = 5 ) - 60 8
-1 =
=
< 40 - L 40 5
L )]
=
20 1 b 20
0 T T T T T T ! | I ] | I E'
1 2 4 4 5 B T 2 & &% 8 B

POST-INJECTION S5-MINUTE INTERWALS

Figure 20. Scores locomoteurs moyens (x ESM) induits parinjeetion i.p. de soluté salin 48h aprés
la derniére session du traitement chronique aveg/f&g (panels A et B) ou 12 mg/kg (panels C et D)
chez les WT et KO MCHR1 (n=10). Les inserts mortttes effets principaux du traitement (saline
versus cocaine, moyenne marginale) pour chaque tyggnoet dose séparément. Différence
significative a P<0,05a, différence avec le groupe salin correspondandtifférence avec les scores

obtenus lors du premier intervalle de 5 minutes QAM\ 2x6 pour le décours temporel et ANOVA

simple pour les inserts) (Tyhahal., 2006, fig. 5, p. 99).

2. Discussion

Les résultats de cette premiere expérience auecaleses de cocaine injectées en i.p.

nous ont permis de mettre en évidence plusieursradisons :

v' Lorsqu’ils sont placés dans un environnement inapies KO présentent un score
locomoteur de base beaucoup plus élevé que les WT ;

v Lors de la premiéere injection de cocaine, l'augragomn relative de [Iactivité
locomotrice est comparable chez les deux génotypesdle que soit la dose employée ;

v' La répétition des injections de 6 mg/kg de cocaitaboutit pas au développement
d'une sensibilisation comportementale chez aucus génotypes. A contrario, le
traitement chronique avec la dose de 12 mg/kg alrigerune sensibilisation

comportementale marquée chez les WT, mais pasieh&.
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v' L'expression de la sensibilisation chez les WT dbmihés avec 12 mg/kg de cocaine

est attestée par le test de sensibilisation etskplacebo.

Une récente étude appuie nos résultats dans larenesuleurs KO MCHR1 ne
présentent pas non plus de sensibilisation comperttale a une dose de 12 mg/kg de
cocaine (Chungt al., 2009). Contrairement a notre étude, il est déndoque l'injection
i.c.v. potentialise I'effet stimulant des dosestdet 12 mg/kg de cocaine. Cette disparité peut
étre expliquée par la différence des fonds génésiauilisés dans la création des K@nd
pur C57BL/6J chez Chung versus fond mixte C57Bk/@29/SvJ chez nous).

3. Conclusions

Ces résultats ne corroborent pas I'hypothése aeapag Smith et collegues en 2005
selon laquelle la MCH exercerait une action inhibé& sur I'activité des monoamines
appartenant au systeme meésocorticolimbique. De fag KO MCHR1 ne présentent
absolument pas d’hypersensibilité a la cocainergpport aux WT, que ce soit lors de|la

premiere injection ou durant le traitement chroeiqu

Ainsi, il apparait clairement que I'axe MCH/MCHRAug un rble essentiel (et non

inhibiteur) dans les réponses comportementalesentes a I'administration de cocaine.

! Nous reviendrons sur cette thématique de maplésedétaillé dans la discussion générale de cgitcba
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4.4. Expérience n°2 : la cocaine administrée p@Er sous-cutanée

Le protocole de cette expérience (non publiée)desitique a celui de I'expérience
présentée précédemment, excepté le fait que larmoest injectée par voie sous-cutanée
(s.c.) et non plus en intrapéritonéal. Ce paranmat&e choisi sur base de plusieurs études de
sensibilisation comportementale avec différentesedale cocaine effectuées au sein de notre
laboratoire sur des souris de souche C57BL/6J (@i&irirelli, 2002a, 2002b; Michel,
Tambour & Tirelli, 2003).

Dans un souci d’'alléger la présentation des résultas effets de I'exposition a la
nouveauté sur I'activité locomotrice exploratoiesdNT et KO MCHR1 ainsi que ceux de
I'injection aiglie de 6 ou 12 mg/kg de cocaine nmerse pas représentés graphiguement, mais

simplement expliqués.

1. Résultats

Lors de la phase de pré-exposition, les analysesattent pas en évidence un niveau
locomoteur significativement plus élevé chez les & rapport aux WT (ANOVA simple :
effet principal du génotype non significatif {1 lbe=1,46 ; P=0,22). Les deux génotypes
présentent une habituation des scores locomotaues, une diminution significative de la
locomotion entre le début et la fin de la sessAN@VA en mesures répétées : effet principal

de la session :(F1267348,2 ; P<0,0001).

L'injection aigiie de 6 mg/kg de cocaine produit @gmentation significative de
I'activité locomotrice qui est comparable entre lgénotypes (ANOVA double : effet

principal du traitement: Ee0=19,05 ; P<0,0001) (figure 21, panel B).

En ce qui concerne le traitement répété sur neuis jconsécutifs, une sensibilisation
comportementale se développe chez les WT, maicies les KO (panel A) (ANOVA en
mesures répétées (2x2x9) : effet principal dudnaént : ks=21,72 ; P<0,0001 et de la
session : fre05=7,09 ; P=0,009).
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Nonobstant, I'ampleur de cette sensibilisation meenlde pas étre suffisamment
prononcée pour ressortir significativement au nivele@s pentes de régression (figure 21,
panel C) (ANOVA double : aucun effet significatiEin effet, aucune pente de régression ne

differe 'une de l'autre, qu’il s’agisse des grogpalins ou cocaine.
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Figure 21. Activité locomotrice moyenne (x ESM) induite pas li@jections s.c. répétées de cocaine a
6 mg/kg chez les WT et KO MCHR1 (n=16, panel A).fganel B fnean increase score) représente
'augmentation moyenne de la locomotion suite @jdétion aigiie de cocaine (différence entre le jour
de pré-exposition et le jour 1). Le panel @eén individual dopes) représente le taux de
sensibilisation moyen. Différence significative &0F05: a, différence avec le groupe salin
correspondanty, différence par rapport a la premiére sessionmdiastration chez les WT (données

non publiées).

Lorsqu’une dose de 12 mg/kg est injectée par vais-sutanée pour la premiere fois,
une augmentation de la locomotion se produit etdeemaniére plus marquée chez les KO
MCHR1 (figure 22, panel B) (ANOVA double : effetipecipal du traitement: fes0=31,44 ;
P<0,0001).
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Lorsque les injections sont répétées sur un tagaheuf jours, une sensibilisation
comportementale se développe de maniere quasirenéaez les deux génotypes (panels A et
C) (ANOVA en mesures répétées (2x2x9): effet ppak du traitement : FEe0=43,97 ;
P<0,0001 et de la session 1 729,22 ; P<0,0001 et interaction traitement X S#BSI
Fa,607219,35 ; P<0,0001 et ANOVA double pour kepes: effet principal du traitement :
Fa6078,41 ; P=0,005). Une analyse des pentes de régness les quatre premieres sessions
du traitement chronique ne permet pas de difféezmon plus les deux génotypes (ANOVA
double : effet principal du traitementy ko=21,81 ; P<0,0001).

Cependant, une différence apparait entre eux gaicencerne le seuil de stimulation
locomoteur. De fait, que ce soit le premier oudenéer jour de traitement, les KO présentent
un seuil de stimulation locomoteur plus élevé gekiicdes WT (panels A et B, différence

« ¢ » chez les KO).
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Figure 22. Activité locomotrice moyenne (x ESM) induite pas li@jections s.c. répétées de cocaine a
12 mg/kg (panel A) chez les WT et KO MCHR1 (n=16).panel B fnean increase score) représente
I'augmentation moyenne de la locomotion suite @dction aiglie de cocaine (différence entre jour de
pré-exposition et jour 1). Le panel @&dan individual slopes) représente le taux de sensibilisation
moyen (également représenté sous forme de droéeite dans le panel A). Différence significative a
P<0,05:a, différence avec le groupe salin correspondangifférence par rapport a la premiére
session d’administrationg, différence entre les génotypes ayant recu lainecédonnées non

publiées).
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Une fois le traitement chronique terminé, I'ensebles animaux recoivent une
injection de cocaine (groupes contrbles y complis$. résultats locomoteurs sont représentés

par génotype et par dose séparément (Figure 23).

Les données relatives au décours temporel de Ilsiosesont illustrées sur les
graphiques principaux et ont été analysées aveANES/As en mesures répétées (2 groupes
X 6 intervalles de temps). Les données locomotticiedes enregistrées sur les 30 minutes de
sessions sont représentées par les inserts situ@stéaieur de chacun des graphiques
principaux et sont analysées avec des ANOVAs sisple

Avec la dose de 6 mg/kg (panels A et B), les rasulstatistiques montrent que les
WT du groupe « cocaine » sont légerement stimubéefin de session par rapport a leur
groupe contréle (panel A) (effet principal du teatent : kr,15071,99 ; P=0,02). Ces résultats
sont confirmes par les moyennes marginalgss4f5,98 ; P=0,023). En ce qui concerne les
KO, aucun effet significatif n'est relevé, que ceitspour le décours temporel ou les

moyennes totales.

Lorsque la dose de 12 mg/kg est injectée (panels), le méme pattern de résultats
est observé pour les deux génotypes, a savoir timelation locomotrice continue dées le
début de la session pour les groupes « cocain®l®A en mesures répétées, pour\és :
effet principal du traitement :#30=54,2 ; P<0,0001 et de la sessions;1k74,75 ; P<0,001
et interaction traitement x sessiongs #50=4,71 ; P<0,001 et pour |¢80 : effet principal du
traitement : [130767,1; P<0,0001 et de la sessions,16=8,87 ; P<0,0001 et interaction
traitement x session : J15073,55 ; P<0,001). La locomotion totale est égaldmens
importante chez les groupes « cocaine » (ANOVA Bmpour lesSWT : Fa30754,24 ;
P<0,0001 et pour 1eKO : F130=67,1; P<0,0001). Une comparaison a posteriofieelais
génotypes ayant été conditionnés avec 12 mg/kgdaime indique que la locomotion totale
des KO est plus élevée que celle des WT lors destede sensibilisation (ANOVA simple :
F.3079,17 ; P<0,005).
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Figure 23. Scores locomoteurs moyens (£ ESM) induits par injextion s.c. de cocaine (6 ou 12
mg/kg pour les groupes « cocaine » et « salin h)aptes la derniére session du traitement chronique
avec 6 mg/kg (panels A et B) ou 12 mg/kg (panekst ©) chez les WT et KO MCHRL1 (n=16). Les
inserts montrent les effets principaux du traiten{saline versus cocaine, moyenne marginale) pour
chaque génotype et dose séparément. Différencéicigive a P<0,05a, différence avec le groupe
salin; b, différence avec les scores obtenus lors du preiniervalle de 5 minutes (données non

publiées).

En résumé, il ressort que, pour la dose de 6 mglkg WT précédemment
conditionnés a la cocaine expriment une sensibdisa&omportementale, mais pas les KO.
Ces résultats peuvent s’expliquer par le fait quaydoupe salin chez les KO ait été plus
stimulé par la dose de cocaine que le groupe $élinempéchant la mise en évidence d’'une

différence avec le groupe « cocaine » chez les KO.
A contrario, la dose de 12 mg/kg injectée en sermgt I'expression de la

sensibilisation chez les deux génotypes, et cemdniere plus marquée chez le groupe

« cocaine » KO.
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Le lendemain, les différents groupes sont tougsesbus soluté salin (Figure 24). Les
résultats obtenus different légerement de ceuxnoistéa veille lors du test de sensibilisation.
Les graphiques A et B représentent les scores lotmurs moyens obtenus pour les groupes
précédemment traités avec 6 mg/kg de cocaine. LepiMdsentent une réponse conditionnée
légere, mais significative, tandis que les KO e&hilbune réponse conditionnée plus marquée
par rapport a leur groupe contrdle (ANOVA en mesugpétées, pour |84 T : interaction
traitement x session :dJ15072,01 ; P=0,08 et pour |dsO : effet principal du traitement :
F,3078,65 ; P=0,006 et de la sessions 1k=2,5 ; P=0,03. ANOVA simple pour |84/T :
F,3076,29 ; P=0,017 et pour 1&0 : F1,30~=7,08 ; P=0,012).
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Figure 24. Scores locomoteurs moyens (+ ESM) induits parinjeetion s.c. de soluté salin 48h aprées
la derniére session du traitement chronique aweg/&g (panels A et B) ou 12 mg/kg (panels C et D)
chez les WT et KO MCHR1 (n=16). Les inserts moritten effets principaux du traitement (saline
versus cocaine, moyenne marginale) pour chaque tyggnoet dose séparément. Différence
significative a P<0,05a, différence avec le groupe sallm;différence avec les scores obtenus lors du

premier intervalle de 5 minutes (données non pab)ié
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Pour les groupes conditionnés avec 12 mg/kg (paelsD de la figure 24), les deux
génotypes montrent une réponse conditionnée marquesvoir un score locomoteur moyen
plus élevé que celui des groupes contrbles cornelsrd (ANOVA en mesures répétées, pour
lesWT : effet principal du traitement :fz0=12,3 ; P=0,0014 et de la sessions;160=9,6 ;
P<0,0001 et interaction traitement x sessiog isb79,17 ; P<0,0001 et pour 180 : effet
principal du traitement : (E30=19,3 ; P=0,0001 et de la sessions 166,76 ; P<0,0001 et

interaction traitement x session 03,3 ; P=0,007).

En ce qui concerne les inserts, les analyses ooafir que les deux génotypes ayant
été conditionnés avec la cocaine sont plus stimglés leur groupe contrbéle respectif
(ANOVA simple pour lesWT : Fi30712,3; P=0,0014 et pour l&sO : F31307~19,38 ;
P=0,00012) et ce, de maniere plus marquée ch&QddCHR1 (ANOVA simple comparant
les scores locomoteurs totaux des WT et KO despgou cocaine » (ifz0=6,4 ; P=0,016).

En résumé, il apparait que le conditionnement &veose plus élevée de 12 mg/kg de
cocaine produise chez les WT une réponse cond#®nplus importante que le
conditionnement avec 6 mg/kg. Chez les KO, les diases induisent un effet conditionné,
méme s'il est plus faible pour la dose de 6 mget effet pourrait étre expliqué par le fait
que les scores locomoteurs du groupe salin daxgédieence avec 6 mg/kg soient retombés a
un seuil plus bas (par rapport a la veille sousitw), permettant la mise en évidence d’'une

différence avec le groupe « cocaine ».

2. Discussion

Cette expérience avec la cocaine injectée enaus.apermis d’'observer que :

v Lors de la premiére injection de cocaine, l'augrmagoh relative de [I'activité
locomotrice est comparable chez les deux génotgpas 6 mg/kg, mais pas pour 12

mg/kg ou les KO sont nettement plus stimulés qaéNd;

v'  La répétition des injections de 6 mg/kg de cocaheutit au développement d’une
faible sensibilisation comportementale chez les Wiiquement. A contrario, le
traitement chronique avec la dose de 12 mg/kg alrgerune sensibilisation
comportementale marquée chez deux génotypes, aveseuil de stimulation en

moyenne plus élevé chez les KO.
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v' L'expression de la sensibilisation est attestée Ipatlest de sensibilisation et le test
placebo chez les deux génotypes conditionnés a2emd/kg de cocaine et ce, de

maniére plus marquée chez les KO.

v" Pour les groupes traités chroniquement avec 6 mgjékgression de la sensibilisation
comportementale se produit faiblement chez les @Hez les KO, au contraire, la
fluctuation des scores du groupe salin, selon @stl testé sous cocaine ou non, ne
permet pas difféerencier les deux groupes KO pouesé de sensibilisation, mais bien

pour le test sous soluté salin.

Les résultats de cette étude mettent en évidenedeguKO MCHR1 sont nettement
plus stimulés lorsque la cocaine est injectée mée sous-cutanée par rapport a la voie
intrapéritonéale. Cette différence se remarqueségat chez les WT, mais dans une moindre
mesure, pour le traitement chronique avec 6 md#kgeffet, une faible sensibilisation s’est
développée a la fin de celui-ci, alors gu’aucureteffi'était observé dans |'expérience
précédente (Tyhoe al., 2006).

Cette difference de réactivité a la cocaine selnmiode d’administration peut
s’expliquer par une absorption plus lente de lastuite en sous-cutané. De fait, il a été
montré que la demi-vie plasmatique de la cocaijeetée en s.c. dans I'organisme était plus

longue que lors d’une administration en i.p. (Dacet al., 1994; Nayalet al., 1976).

Ainsi, la difference de stimulation locomotrice ebge entre les génotypes pour la
dose la plus élevée de cocaine pourrait étre smeite par une activation prolongée du

systéme dopaminergique due a une diffusion plus lée la drogue dans I'organisme.

3. Conclusions

Il apparait donc nécessaire d’avoir une activasigifisamment longue du systeme DA
pour que I'absence du récepteur 1 a la MCH prodigseeffets locomoteurs marqués. Ainsi,
'axe MCH/MCHR1 semble diminuer cette activationpdminergique, ce qui se traduit (ci

par une stimulation locomotrice observable, maigsélevée.
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4.5. Expérience n°3 : 'amphétamine administréevp# intrapéritonéale

Au vu de I'expérience avec la cocaine administrésauis-cutané, il apparait qu'une
stimulation prolongée du systéme DA permet de mettr évidence un effet de I'absence des
MCHR1. Dans I'étude de Smith et collegues (200%5),autre agoniste DA est employé, a
savoir 'amphétamine, et les auteurs concluent & hypersensibilité DA chez les KO
MCHR1. Nous avons donc testé les effets locomotdar®-amphétamine chez les KO, en
utilisant plusieurs doses proches de celles ded&te Smith (voir Tyhost al. (2008a) dans

la partie Annexes).

1. Matériel et protocole

Dans une premiere expérience, les souris onta&téds durant cing jours consécutifs
avec du soluté salin, 1.5 ou 3 mg/kg de D-amphdtanm(n=10). Dans une seconde
expérience, une dose de 2.25 mg/kg de D-amphétaan@ié administrée pendant dix jours
consécutifs (n=14). Le lendemain du dixieme joumnjdttion, les animaux ont été testés sous

soluté salin dans le but d’évaluer la réponse d¢mmdiée.

Dans le cadre des deux expériences, les scoresndbeors ont été mesurés
quotidiennement sur des sessions de 70 minutes dprgection de 'amphétamine. Les

souris étaient préalablement exposées au contaraatdl5 minutes.

2. Analyses statistiques

Les résultats de cette étude sont présentés soansformes. Tout d’abord, il y a les
effets psychomoteurs aigus des différentes dosesmjété analysés avec des ANOVAs a
mesures répétées (2 génotypes x 3 doses x 14adhésrde 5 minutes pour I'expérience n°l

et 2 génotypes x 2 doses x 14 intervalles de 5 tesnpour I'expérience n°2).

Ensuite, viennent les données relatives au dévetoppt de la sensibilisation
locomotrice durant le traitement chronique de dixpérience n°1) ou dix jours (expérience
n°2). Chaque session représente le total de lisetiocomotrice observée durant les 70
minutes post-injection. Ces données ont a nouved@uagalysées avec une ANOVA en
mesures répétées (pour I'expérience n°l:2 gémetyp 3 doses X 5 sessions et pour
I'expérience n°2: 2 génotypes x 2 doses x 10 seski Les pentes de régression
individuelles ont également été calculées sur emde des (5 ou 10) sessions ainsi qu’un

delta score.
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Ce score delta représente la différence entretdé des scores locomoteurs obtenus le
premier et le dernier jour de conditionnement etrfge de mesurer I'amplitude finale de la
sensibilisation. Les éventuelles différences eldsegénotypes ou les doses pour ces deux
indices ont été analysées via des ANOVAs doubleggotypes x 2 ou 3 doses selon

I'expérience).

3. Résultats

La figure 25 représente l'effet de la premiergdtion de 1.5 et 3 mg/kg de D-
amphétamine sur I'activité locomotrice des WT et KALHR1. Comme observé dans le
panel A, la dose de 3 mg/kg produit une augmemtati@rquée de I'activité locomotrice
apres 20 minutes chez les KO par rapport aux saes WT qui n’évolueront plus et auront
plutét tendance a diminuer a partir de 30 minuiager@action triple génotype x dose X
intervalle : Fe,54676,31 ; P<0,0001). Cette différence se retrout®@siconsidére les valeurs
moyennes totales de chacun des groupes sur leind@esde session (interaction génotype x
dose : k24276,99 ; P<0,0025) (panel B). En ce qui concerrgolse plus faible de 1.5 mg/kg,
elle ne semble pas étre suffisamment stimulante paaduire une augmentation significative

de la locomotion chez aucun des deux génotypessétud

Le décours temporel des scores locomoteurs sliit§eiction aigle de 2.25 mg/kg de
D-amphétamine est représenté a la figure 26 (pan&ontrairement a la dose de 1.5 mg/kg,
les deux génotypes sont significativement stimul@$fet principal du traitement :
Fa52728,65 ; P<0,0001). Cependant, cette augmentagolradtivité locomotrice se produit
de maniere similaire, sans différencier les dewogépes (scores totaux du panel B).
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Figure 25. Activité psychomotrice moyenne induite par unedtipn i.p. aigiie de D-amphétamine a
1.5 et 3 mg/kg chez les WT et KO MCHR1 (n=10). laa@ A représente le décours temporel des 70
minutes de session (x ESM totaux). Le panel B mrte la moyenne des scores locomoteurs de
chaque groupe (x ESM). Différence significative €0@5: a, différence avec le groupes salin
correspondantb, différence avec le groupe ayant recu 1.5 mg/kgespondant ¢, différence entre

les groupes ayant recu 3 mg/kg (Tylebal., 2008a, fig. 1, p. 449).
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Figure 26. Activité psychomotrice moyenne induite par unedtipn i.p. aigiie de D-amphétamine a
2.25 mg/kg chez les WT et KO MCHR1 (n=14). Le pafdleprésente le décours temporel des 70
minutes de session (+ ESM totaux). Le panel B marte la moyenne des scores locomoteurs de
chaque groupe (x ESM). Différence significative &0f5: a, différence avec le groupe salin
correspondant (Tyhoet al., 2008a, fig. 3, p. 450).
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Le développement de la sensibilisation locomotase représenté a la figure 27. 1l
apparait clairement que les deux doses utilisé&sefl3 mg/kg) produisent, au bout des cinq
injections journalieres, une augmentation signiiiea de la locomotion chez les deux
génotypes (effets principaux de la doseu . fF12,28 ; P<0,0001, et de la session:
Fus474,31 ; P<0,020, interaction genotype x dosg »16728,65 ; P<0,0001) (panel A). Ces
résultats sont appuyés par les comparaisons m@asifeffectuées entre les valeurs de la
premiere et de la derniére session pour chacugrdegpes (valeurs P sur le graphique).

En ce qui concerne le taux et 'amplitude de aesloes de sensibilisation (panels B et
C), il apparait qu’elles sont significativement plgrandes que celles des groupes controles,
mais ne different pas entre les génotypes (effiecipal de la dose pour les deltas scores :
Fr.42727,25 ; P<0,0001, et pour lesopes: Fp42713,67 ; P<0,0001). Des comparaisons
planifiées au sein de chaque génotype ont mis &ledee que le taux et 'amplitude de la
sensibilisation étaient dose-dépendants chez lesWdik pas chez les KO.
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Figure 27. Activité psychomotrice moyenne (+ ESM) induite parq injections de D-amphétamine a
1.5 et 3mg/kg chez les WT et KO MCHR1 (n=10) (pahglLe panel B représente 'augmentation
moyenne relative de I'activité locomotrice de chacles six groupes expérimentaux (scores delta +
ESM). Le panel C représente les taux moyens deabdiésetion de chaque groupdadpes + ESM).

Les différentes valeurs P inscrites sur le graphiggnvoient aux comparaisons planifiées entre les
scores de la premiére et de la derniére sessidfér@ice significative a P<0,05: (+) différence
significative avec le groupe salin correspondaift) différence significative avec le groupe
correspondant ayant recu 1.5 mg/kg (Tylbal., 2008a, fig. 2, p. 449).

69



Chapitre 2 : Sgnsibilisation & renforegment

Pour le traitement chronique avec 2.25 mg/kg deripretamine (figure 28, panel A),
une sensibilisation comportementale robuste seloj@ve au fil des sessions, mais de maniére
similaire chez les deux génotypes (effets principdu traitement : fr5,~68,87 ; P<0,0001,
et de la session :(416712,28 ; P<0,0001 ; interaction traitement X sessibg 46s79,13 ;
P<0,0001). Les comparaisons planifiées effectuéekes données révélent que les valeurs du
dixieme jour d’injection different significativemede celles de la premiere session (valeurs P
sur le graphique). De plus, les analyses effects@edes données des deltas scores et des
slopes indiquent que les animaux traités avec la drogtferdnt de maniére significative de
leurs groupes contréles respectifs, mais pas enixe(effet principal du traitement pour les
deltas scores :(F52=26,02 ; P<0,0001, et pour ld®pes : F152~=21,98 ; P<0,0001).
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Figure 28. Activité psychomotrice moyenne (+ ESM) induite plix injections de D-amphétamine a
2.25 mg/kg chez les WT et KO MCHR1 (n=14) (panel & panel D représente I'augmentation
moyenne relative de l'activité locomotrice (scodmlta + ESM). Le panel E représente les taux
moyens de sensibilisation de chaque grosjmpés £+ ESM). Les différentes valeurs P inscrites sur le
graphique renvoient aux comparaisons planifiéeseeles scores de la premiere et de la derniere
session. Différence significative a P<0,05: (+ffé@ence significative avec le groupe salin
correspondant (Tyhoet al., 2008a, fig. 3, p. 450).
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Le lendemain du dernier jour de traitement chroei@vec 2.25 mg/kg (jour 11),
'ensemble des animaux testés ont été injectés dwemmluté salin afin d’évaluer la présence
d'une éventuelle activité conditionnée (figure 2&cours temporel aux panels A et C et
activité totale aux panels B et D).

Les différentes analyses effectuées ont réveélédifférence entre les prétraitements
(salin versus amphétamine, effet principal:;sk=11,72 ; R0.002), qui se manifeste quasi
durant la totalité de la session (interaction ¢éraignt x session :(f67672,39 ; K<0.004). Ces
résultats suggérent qu’une activité locomotrice dittonnée est présente chez les deux
génotypes, qui ne different pas entre eux (panedt @). Ces résultats sont corroborés par les
analyses effectuées sur lactivité locomotrice leotdeffets principaux du génotype :
Fa,s274,72 ; K0.035, et du traitement :3f52=23,12 ; R0.0001), indiquant qu’au sein de
chaque génotype, le groupe prétraité avec 'ampfhigta présente une réponse locomotrice

plus élevée que le groupe ayant recu du salinensdmble de la session (panels B et D).

Une autre comparaison statistique a également fédétigée impliquant les scores
locomoteurs totaux et ceux des groupes contréleesmmondants obtenus lors de la premiere
session du traitement chronique (ANOVA double :éaaypes x 2 jours de test — colonne
hachurée des panels B et D). Cette comparaison descscores induits par l'effet de
nouveauté du contexte a pour but de déterminéadivité locomotrice mesurée au onzieme
jour résulte d’'un manque d’habituation au contexiepas (Keppel & Wickens, 2004). Dans
ce cas-ci, I'activité mesurée le onzieme jour’depérience constitue réellement une réponse
conditionnée car, les scores entre les deux sesslifférent de maniéere significative (effet

principal du prétraitement yfs2=12,26 ; R0.001).

71



Chapitre 2 : Sgnsibilisation & renforegment

ol A wiLD-TYPES ® Saline B
- 500
= 2 D-amph
z 7 400 E
i | + [}:F
E N T 300 §2
A
20 -
o 1 - 200 5%
Q@ 45 i mm
o 10 T g A
S R e O S SRS S S S g F1E g
| | I 1 1 I | 1 I 1 | | I | -lg
Q C nockouTs + D z
S 80+ - 500 h%
5 ik
i 40 ~ = 400 g;ﬂ
L o
% 30 l L300 EQ
=
=z
= A
< 10 - T 7
= 1 ’}'/ - 100
=
| ] I | 1 ] | ] ] | ] | I ] //1 n
(ol | Sal
12 34656 7 8 91011121314 Aoy

POST-INJECTION 5-MIM INTERVALS

Figure 29. Activité locomotrice conditionnée (+x ESM) sousisahesurée le lendemain de la dixieme
injection de 2.25 mg/kg de D-amphétamine chez I&s(dénels A et B) et KO MCHR1 (panels C et
D) (n=14). Les panels A et C représentent le décdamporel de l'activité conditionnée (14
intervalles de 5 minutes, post-injection). Les panB et D représentent le total de l'activité
locomotrice sur I'entiereté de la session (70 nm@eyut La colonne hachurée indique les résultats
locomoteurs du groupe salin obtenus lors de la grensession du traitement chronique. Différence
significative a P<0,05 : (+) différence significatiavec le groupe salin correspondant; (#) difféeen

significative avec le groupe prétraité avec la Dphgtamine (Tyhomt al., 20084, fig. 4, p. 451).
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4. Discussion

Les résultats de cette étude réalisée sous anmpinétanous ont permis d’aboutir a

plusieurs constatations:

v' Seule la dose de 3 mg/kg produit une augmentaticoniotrice plus marquée chez les
KO MCHRL1 lors de la premiere injection (les deuxtresi doses produisent une
stimulation plus faible qui ne différencie pasdgmnotypes) ;

v La répétition des injections permet le développeametune sensibilisation
comportementale chez les deux génotypes, quellesgjti¢a dose employée (1.5, 2.25
ou 3 mg/kg), dont le taux et 'amplitude sont congtes. Néanmoins, la sensibilisation
induite par la dose de 3 mg/kg s’effectue a unauvde stimulation locomoteur plus
élevé chez les KO MCHR1 ;

v Une fois le traitement chronique avec 2.25 mg/kgnieé, les deux génotypes

présentent une activité locomotrice conditionnéeificative.

Les effets psychomoteurs aigus observés chez ®MKHR1 confirment en partie
ceux reportés par Smith et collegues en 2005 (Eig§0). En effet, dans les deux études, les
scores locomoteurs augmentent plus fortement @d®.KO par rapport aux WT pour la dose
de 3 mg/kg d’amphétamine. Par contre, pour lesdphes faibles (2 mg/kg chez Smith et
2.25 mg/kg dans cette étude-ci), les résultatsnoistalifferent. Dans notre étude, les deux
génotypes sont stimulés par linjection de 2.25 kgg/Smith, par contre, observe une
différence de stimulation entre ses génotypes &r e la dose 2 mg/kg, différence qui

résulte en partie de I'absence totale de stimuldtoomotrice chez ses WT.

2 500 -

é jggf - KO Figure 30. Effets locomoteurs moyens (+ ESM) suite
..-"% ggg: T a l'injection aiglie de D-amphétamine chez des WT et
E 233 KO MCHR1 (n=9-10) sur une durée totale de 60
5 150 * " minutes. (*) P<0,05 par rapport aux valeurs du geou

% 123_’ n - T contrble correspondant (Smitt al., 2005, fig. 3, p.

S gl e - B

0.0 10 2.0 3.0 o17).
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La différence de réactivité a I'amphétamine erdge KO des différentes études
(Tyhonet al. (2008a) versus Smitit al. (2005, 2008)) peut s’expliquer par le fond généiq
utilisé dans la création de KO MCHR1. En effet, K& de Smith proviennent d'un
croisement entre les fonds génétiques 129S6/SviBbeBL/6J, alors que les KO de toutes
nos recherches sont créés a partir du croisemémt les fonds 129X1/SvJ et C57BL/6J. Les
deux souches de 129 sont connues pour réagir aiffélent aux effets stimulants et
renforcants des psychostimulants, les 12956 réagiggus faiblement(Pauluset al, 1999;
Ralph, Paulus & Geyer, 2001; Thomsen & Caine, 2088jsi donc, le croisement génétique
choisi pour la création des KO testés dans lesedtutd Smith faciliterait I'établissement
d’'une différence marquée entre les génotypes, damae le choix du fond parental 129X1,
moins hypoactif, ne permet pas d’établir des dififees extrémes entre WT et KO. D’ailleurs,
ces derniers présentent peut-étre une potentialisahoins importante de I'activité des
récepteurs DA (Smitht al., 2005).

Lorsque les différentes études sont a nouveau awep, il apparait aussi tres
nettement que l'influence des récepteurs a la MG¥trpas équivalente selon que de la
cocaine ou de I'amphétamine est injectée. Cetthothie au niveau de la sensibilité
locomotrice observée chez les KO MCHRL1 pourraitltés des différences inhérentes aux
mécanismes d’action des deux substances. De’&aitioh de la cocaine est essentiellement
basée sur le blocage de la recapture de DA (etH& Bans une moindre mesure) alors que
celle de 'amphétamine est nettement plus oriestgda libération et la recapture de DA et
NE (Frantz, Stouffer & Parsons, 2000; Julien, 2Qlihe<t al., 1998; Rothman & Baumann,
2003; Schad, Justice & Holtzman, 1995). Il a étdnaldré que le génotype mutant possede
plusieurs altérations au niveau du transport desoammines dans le NAc, telles qu’'une
augmentation du taux de liaison au NET et une dition pour le SERT, ce qui pourrait

expliquer les différences de comportement (Srtithi., 2005).

De plus, il a récemment été montré que lI'applicatMCH augmentait la décharge
électrique de neurones DA uniquement en présermgodistes Pet D, (Chunget al., 2009).
Il est donc possible que, pour étre activee, la Mf@tHbesoin d’'une « décharge » de dopamine

qui peut étre fournie plus facilement pas I'injentd’amphétamine.

! Cette thématique sera abordée de maniére plusfapgie dans la partie « Discussion générale cede
chapitre.
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Enfin, une récente étude a illustré que des saédficientes en récepteurs NMDA ne
présentaient pas (non plus) d’hyperactivité a itesdiune injection aiglie de cocaine, alors
que leur sensibilité a 'amphétamine n’est pag@itdRamsewt al., 2008). Pour conclure, il
est fort probable que les effets comportementaduiirpar la cocaine chez nos KO MCHR1

soient distincts de ceux provoqués par 'amphétamin

5. Conclusions

Nos résultats ne corroborent pas I'hypothese d'lsgesibilité dopaminergique des
KO MCHR1, du moins, avec la cocaine. En effet,stl éair que les récepteurs a la MCH
n'exercent pas d'action inhibitrice sur [lactivitbdes monoamines du systéme
mésocorticolimbique dans la mesure ou les KO MCiHR @léveloppent pas de sensibilisation

locomotrice.

Néanmoins, nos résultats permettent de nuanceof@gition de Smith dans le sens
ou, malgreé les incohérences dues aux différentdsfg@nétiques utilisés, I'action inhibitrice

des MCHRL1 serait spécifique a certaines droguesavair 'amphétamine, et a certaines
doses.
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5. Expérience de renforcement

5.1. La paradigme de préférence de lieu conditididP)

Brievement, ce paradigme consiste a exposer I'drantieux environnements neutres
qui different entre eux par de nombreuses caratitgfues, telles que la couleur ou la texture
du sol. Un des deux compartiments sera associ&déihistration d’'une drogue d’abus qui
possede des propriétés renforcantes (comme pampéxdes psychostimulants, la nicotine ou
les opiacés). Selon les principes de conditionnén@assique, si un animal passe
significativement plus de temps dans le comparttrassocié précédemment a la drogue par
rapport au compartiment associé au soluté salie, pnéférence conditionnée de lieu est
établie. A contrario, si la drogue est aversives gxemple, le lithium chloride ou méme de
fortes doses de psychostimulants), I'animal passigraficativement moins de temps dans le
compartiment de I'appareil associé avec la priseatte drogue et on parle alors d’aversion
de lieu conditionnéeconditioned place aversion, CPA) (pour des syntheses de la littérature,
voir Sanchis-Segura & Spanagel (2006) et TzschgRB@7)).

L'avantage du CPP est que les animaux n’ont pasibete subir d’intervention
chirurgicale, comme par exemple, pour l'auto-adstmtion, et peut étre établi avec un
minimum de pairages et de faibles doses de dro@Basio & Bevins, 2000; Brabant,
Quertemont & Tirelli, 2005). De plus, ce paradigoifre I'avantage de pouvoir mesurer
I'activité locomotrice durant les sessions d'admiirdtion de la drogue, permettant ainsi
d’évaluer le développement éventuel d’'une sensdiittn comportementale au fil des

sessions.

Nonobstant, ce modéle possede également certdméatibns, telles qu’un effet
potentiel de la nouveauté le jour du test (vu e dnimaux n’ont acces a l'entiéreté de
'appareil que le premier jour d’expérience puisntsaconfinés dans un des deux
compartiments jusqu’au jour du test). De plus, aagigme ne permet pas de mettre en place
facilement des courbes doses-effets et ainsi, deondke a certaines questions
pharmacologiques. Il pose le probleme de la pra@&espontanée de I'animal pour un des
deux compartiments et enfin, il n'a été appliqu& qiez les rongeurs (Bardo & Bevins,
2000).
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5.2. Matériel

Le test de préférence de lieu conditionnée pourrisoprovient de chez TSE
(Technical & Scientific EQuipment GmbH ; Place Rrehce System, modele 257000-Mau).
Chaque box de préférence de lieu conditionr@enditioned Place Preference, CPP) est
composé de trois compartiments. Le compartimentraie(l3.5 x 6.7 x 20 cm) sépare les
deux compartiments principaux (16.5 x 13.5 x 2 etmgst composé de parois et d’un sol gris.
Ce compartiment est neutre au niveau de la stimouolatisuelle et tactile. Les deux
compartiments principaux sont constitués de stinwigiuels et tactiles différents, l'un
(compartiment A) est composé de parois strieeesaa@t blanches et d’'un sol avec des carrés
pointillés (0.05 x 0.05 cm par carré) et l'autrertpartiment B) comprend une paroi blanche
et un sol avec des carrés ondulés (0.2 x 0.2 cntgraé). Les parois représentent ainsi les
stimuli visuels et les sols, les stimuli tactilds, a 8 appareils de préférence de lieu au tdtal e
chaque appareil est isolé dans un box (67 x 39gm3B éclairé et maintenu a température
constante (21 £ 2°C).

Tous les appareils sont reliés a un ordinateunmegant ainsi I'enregistrement de
I'activité locomotrice et du temps passé dans chacpmpartiment grace a un programme
(Software Pachage « Place Preference » pour Win@6y@8 et NT, modéele 257000-S). Les
données sont collectées grace a des cellules péectigues disposées autour des 3

compartiments (11 pour les compartiments principetuk pour le compartiment central).

5.3. Expérience n°4 : le renforcement induit pardeaine et 'amphétamine

1. Protocole

L’expérience est composée de 3 phases : une pHesatdation (Jour 1), une phase
de conditionnement (Jours 2 a 9) et d'un test ddfépence de lieu (Jour 10). Chaque
exposition a I'appareil dure 20 minutes pour lepésiences avec la cocaine et 40 minutes

pour celles avec I'amphétamine (voir Tyharal. (2008b) dans la partie Annejes

Les groupes expérimentaux sont fonction du génotgipda substance et de la dose
injectée. Ainsi, les souris sont injectées enayec soit du salin, de la cocaine (1, 2, 4 ou 8
mg/kg) ou de I'amphétamine (0.375, 0.75, 1.5 ou @kg) selon le groupe expérimental
auquel elles appartiennent.
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Lors du jour d’habituation, toutes les souris reent du salin et sont placées dans le
compartiment central qui donne acces aux deuxsuabtmpartiments et cela, durant 20 ou 40
minutes selon la substance qui sera injectée ldehanin. Cette phase permet aux souris,
d’'une part, de visiter I'appareil, réduisant aifigiffet de nouveauté et d’autre part, de
constituer des groupes équivalents au niveau gecférence innée des animaux pour un des
deux compartiments. En effet, le lendemain de géttese de pré-exposition, les animaux sont

recevront la drogue dans le compartiment qu’il$eueit le moins.

Ce type de protocole est dit « biaisé » car lexcdai compartiment qui sera associé a
la drogue n’est pas fait de maniéere aléatoire. Néams, cette procédure a été validée pour de
nombreuses substances chez les rongeurs (Bardovis3&000; Calcagnetti & Schechter,
1993; Cunninghanet al., 2003). En effet, si un animal recoit la drogu@sdaompartiment
pour lequel il a déja une préférence spontanémitigu’il y passe plus de temps le jour du
test ne permettra pas de déterminer si ce compentesst di au fait que la drogue est
renforcante ou parce que I'animal a une préféreaterelle pour ce compartiment (Seale &
Carney, 1991).

Ceux qui n'appartiennent pas au groupe controleiveqt la premiere injection de
drogue et ainsi de suite, un jour sur deux, jus@vair recu quatre injections au total. Les
groupes contréles recoivent du soluté salin duaute la durée de I'expérience. Les données
relatives aux jours ou linjection de soluté safemplace celle de drogue ne sont pas

montrées.

Ce schéma d’alternance est concu sur plusieurs jici 8 jours au total) afin de
permettre a I'animal de former une association eeds caractéristiques physiques qui
composent le compartiment (couleur, texture) eefésts subjectifs ressentis avec la drogue.
Ce conditionnement chronique intermittent permedlé&gent d’observer le développement
éventuel d'une sensibilisation comportementale.sDarcadre de cette étude, I'hypothese de
base est que les KO MCHR1 devraient étre stimypéesfortement que les WT, en tout cas
pour des doses faibles d’amphétamine (Setiti., 2005, 2008).
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Le test de préférence de lieu est réalisé 24h sapme derniére session de
conditionnement et a la méme durée que les sespi@egdentes. De facon similaire a la
phase d’habituation, toutes les souris sont ingsc&ec du soluté salin et sont ensuite placées
dans le compartiment central, ayant libre accésaaves compartiments. Ce test permettait
de déterminer si les souris sont renforcées psultatance via la mesure du temps passé dans

le compartiment associé a la drogue durant la ptlasenditionnement.

2. Analyses statistiques

Lors de la phase de pré-exposition a l'appares, animaux ont acces aux trois
compartiments qui le composent. Les données relmtau temps passé dans les deux
compartiments principaux sont analysées a l'aidenel’ ANOVA & mesures répétées (2
génotypes x 2 compartiments). L’activité locomadrimtale observée sur I'entiereté de la

session est également comparée entre les génatypesine ANOVA simple.

Le lendemain débute la phase de conditionnemestt iajection de la drogue (cocaine
ou amphétamine) un jour sur deux. Les autres jaest du soluté salin qui est administré.
Les données locomotrices sont regroupées par dfasleles versus fortes) et par génotypes.
Elles sont analysées avec des ANOVA en mesureséepg3 groupes x 4 sessions) afin
d’objectiver le développement d’'une sensibilisattmmportementale. De plus, les pentes de
régression individuelles ont été calculées. Cesemogs sont analysées avec des t de Student
unilatéraux afin de déterminer si elles sont pes#iet différentes de zéro, reflétant dans ce

cas la présence d’une sensibilisation locomotrice.

Le lendemain de la derniére session de traitemerngue, la session de test est
effectuée. A cet effet, 'ensemble des animauxirgstté avec du soluté salin et a accés aux
trois compartiments de I'appareil. Ce test a paurde mesurer le temps passé par I'animal
dans chaque compartiment, avec un intérét plusicpber pour les compartiments
principaux. Un animal renforcé passera signifiatent plus de temps dans le compartiment
qui aura été associé avec I'administration de deodues effets potentiellement renforcants
des deux psychostimulants ont été mesurés en telmasembre de secondes passées dans le
compartiment associé a la drogue. lls ont été adalyavec des ANOVAs doubles (2

géenotypes x 3 doses).
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Un autre indice a également été calculé, a sawaicdre delta. Ce dernier est obtenu a
partir de la soustraction du temps passé dansngpaxdiment associé a la drogue le jour du
testmoins le temps passé dans le méme compartiment durghiase de pré-exposition. En
d’autres termes, une comparaison du temps passelel@ompartiment associé a la drogue
est effectuée avant et apres la phase de condoemt. Ainsi, un animal qui passera
significativement plus de temps dans ce compartirteejour du test par rapport a la phase
d’habituation aura un score delta positif et éleefigtant une réponse de renforcement chez
cet animal. A l'inverse, un animal non renforcémeoe par exemple, ceux du groupe salin,
aura un score delta proche de zéro, voire négaitifil ne passera pas plus de temps dans un
compartiment ou l'autre entre les deux sessioresetjalement été analysé avec des ANOVAs

doubles (2 génotypes x 3 doses).

3. Résultats

La phase de pré-exposition a I'appareil met enendd une préférence spontanée chez
I'ensemble des animaux pour le compartiment spigs sombre (N=168 pour I'expérience
avec la cocaine et N=192 pour celle avec 'amphigi(Figure 31, panels A et C). Ces
résultats montrent un effet principal du compartimgxpérience cocaine (1fs67=68.29 ;
P<0.0001 — expérience amphétaming ids=51.37 ; P<0.0001).

En ce qui concerne l'activité locomotrice, nougaetvons les résultats paradoxaux
soulignés dans la littérature (panels B et D). Heteles KO MCHR1 sont Iégerement plus
actifs que les WT pour I'ensemble des expérienosscaine » (fr,16676.18 ; P=0.013), alors
que cette augmentation n’'est pas statistiquemeghifisative pour I'ensemble des

expériences « amphétamine » (ko=2.47 ; P=0.11).
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Figure 31. Session de pré-exposition sous soluté salin duaguielle la préférence relative (ztESM)
pour chacun des trois compartiments de I'appapgihéls A et C) est évalué chez les WT et KO
MCHR1, ainsi que I'activité locomotrice moyennesatet(+ESM) observée durant la session (panels B
et D). Cette session se déroule 24h avant lesosissde conditionnement avec la drogue, a savoir la
cocaine (n=84/génotype) et I'amphétamine (n=96/ty@®). Différence statistique significative a
P<0.05. (***): différence sign. entre les valeudsi compartiment strié (Striped side) et du
compartiment blanc (White side) a P<0.001; (+)ffédénce sign. entre les valeurs locomotrices
moyennes des deux génotypes a P<0.015 (Tghaln 2008b, fig. 1, p. 74).

En ce qui concerne la cocaine, les injectionsnmtézntes de faibles doses, telles que
1 et 2 mg/kg (Figure 32, panels A et B) ne permeétigas le développement d’'une
sensibilisation comportementale chez aucun destgges L’effet aigu de ces injections sur
I'activité locomotrice n'est méme pas observeé. tatément chronique avec une dose de 8
mg/kg, mais pas 4 mg/kg (panels C et D), provoque stimulation locomotrice durant les
quatre sessions. Cependant, cette activation fexalipas entre les génotypes et n’aboutit pas
a une sensibilisation comportementale, dans la reesiules scores de la derniére session ne

sont pas plus élevés que ceux de la premiére sessio
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Figure 32. Effets psychomoteurs (xESM) induits par quatredtigms de différentes doses de cocaine
effectuées un jour sur deux chez les WT (panels@) et les KO MCHRL1 (panels B et D). Les panels
A et B représentent les doses faibles de cocaites gtanels C et D, les doses fortes (n=14/groupe).
Différence statistique significative a P<0.05. {(%aleur significativement plus grande que celle du

groupe salin pour la premiére ou la quatrieme eassiP<0.001 (Tyhoet al., 2008b, fig. 4, p. 76).

Lorsque de faibles doses d’amphétamine sont adméass comme 0.375 et 0.75
mg/kg, les WT ne montrent aucun signe de stimutatéocourt et a long terme (Figure 33,
panel A). Par contre, du c6té des KO, la dose Ongkg engendre une légere, mais
néanmoins significative, sensibilisation locomari¢(**) sur le panel B). Malgré la

stimulation locomotrice produite par la do$e375 mg/kg, elle n’aboutit pas au

développement d’une sensibilisation.

Pour les doses plus fortes, 1.5 et 3 mg/kg, lesddfme les KO (panels C et
panel D, respectivement) présentent tous les deessansibilisation comportementale
nette, avec un niveau de stimulation locomotriees @levé pour la dose 3 mg/kg et ce,

des la premiére injection.
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Figure 33. Effets psychomoteurs (*ESM) induits par quatreedtipns de différentes doses
d’amphétamine effectuées un jour sur deux che¥M&gpanels A et C) et les KO MCHR1 (panels B
et D). Les panels A et B représentent les dosetefad’amphétamine et les panels C et D, les doses
fortes (n=16/groupe). Différence statistique sigaifive & P<0.05. (+) : valeur significativement$l
grande que celle du groupe salin pour la premiarlaaerniére session a P<0.01 minimum. (**) ou
(***) : valeurs significativement plus grandes goelles de la premiére session pour chaque groupe
séparément et significativement différente de setle groupe salin a la quatrieme session, avec
P<0.01 ou P<0.001 respectivement (Tylebal., 2008Db, fig. 5, p. 76).

Sur les figures 32 et 33, les pentes de régresserchacun des groupes sont
représentées par les lignes en pointillés qui stik&volution des données brutes. Les pentes
de régression relatives a I'administration d’amph@he sont représentées par des points
symbolisant la valeur de chaque moyenne avec kads-types (Figure 34). Apres analyse
des pentes de régression moyenne, il ressort g/ Tene présentent une telle réponse que
pour les doses les plus élevées d’amphétaming=8t11 pour 1.5mg/kg et:1$=3.87 pour
3mg/kg, avec P<0.008 au minimum). Par contre, IBSMKCHR1 exhibent une sensibilisation
comportementale pour chacune des doses testgg=(18 pour 0.375 mg/kgu$=4.03 pour
0.750 mg/kg, 15=3.56 pour 1.5 mg/kg ett=4.35 pour 3 mg/ kg avec P<0.045 jusque
P<0.001). Cette analyse permet de mettre en lumarsusceptibilité légerement plus
importante des KO a développer une sensibilisgtimur les doses faibles d’amphétamine, a

savoir 0.375 mg/kg et, plus particulierement O.itglkg.
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Figure 34. Comparaison entre les WT et les KO MCHRL1 selovalaur moyenne de leurs pentes de
régression individuelle (:tESM), calculées sur bales scores locomoteurs induits par quatre
injections de doses faibles (panel A) et fortesnébdB) d’'amphétamine (n=16/groupe). Différence
statistique significative a P<0.05. (+) : valeugrsficativement plus grande que celle du group@sal
pour la premiére ou la derniere session a P<O0.0timmim. (*), (**)ou (***) : valeurs
significativement plus grandes que celles du grosgden correspondant, avec P<0.05, P<0.01 ou

P<0.001 respectivement (Tyhenal., 2008b, fig. 6, p. 77).

Le lendemain de la derniére session de conditioenénfa session test est effectuée
sous soluté salin. Les panels A et B de la figiseréprésentent les résultats récoltés lors
I'expérience avec la cocaine et les panels C &irBde I'expérience avec 'amphétamine.

Une préférence de lieu conditionné est clairemaduite par toutes les doses de
cocaine, excepté celle de 1 mg/kg et ce, de manmrgarable entre les génotypes. Ces
résultats sont appuyés par I'absence d'un effeicgral du génotype et de l'interaction
génotype x dose et la présence d'un effet princgmlla dose robuste (1 et 2 mg/kg :
F.7878.95 ; P<0.001, 4 et 8 mg/kg > s=35.58 ; P<0.001). En comparaison, les résultats de
I'expérience réalisée avec 'amphétamine le joutahi (panels C et D) montrent que toutes
les doses provoquent une préférence de lieu cond#i comparable entre les génotypes et les
doses. Les résultats indiquent un effet principal ld dose, sans aucun autre résultat
significatif (0.375 et 0.750 mg/kg :2ko=9.19 ; P<0.001, 1.5 et 3 mg/kg ¢2.bo=13.59 ;
P<0.001).
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Figure 35. Préférence de lieu conditionnée induite par degslae cocaine (panels A et B, n=14) ou
d’amphétamine (panels C et D, n=16) chez les WléeKO MCHR1. La préférence est exprimée en
termes de temps moyen (xESM) passé dans le comgarttiassocié a la drogue durant la session de
test. Différence statistique significative a P<0.09, (**) ou (***) : valeurs significativement pis
grandes que celles du groupe contrble correspomaamtchaque génotype séparément avec P<0.05,
P<0.01 ou P<0.001 respectivement (Tylkebal., 2008b, fig. 2, p. 75).

De maniére similaire au graphique reprenant lesnées brutes, les scores deltas
calculés pour I'expérience avec la cocaine sonesgmtés aux panels A et B de la figure 36
et ceux de I'expérience avec 'amphétamine figudarts les panels C et D. Les faibles doses
de cocaine induisent difficilement (2 mg/kg), vop@s du tout (1 mg/kg), d’augmentation de
la préférence pour le compartiment associé a lgugroCela implique que ces doses ne sont
pas suffisamment renforcantes. A contrario, lesesode 4 et 8 mg/kg produisent une
préférence marquée, dont l'intensité a tendanceugmanter selon la dose (panel B).
Néanmoins, aucune différence n’est relevée engrg@émotypes, ce qui est sous-tend par un
effet principal de la dose (1 et 2 mg/kgz &=7.42 ; P<0.001, 4 et 8 mg/kg (»f=34.67 ;
P<0.001).
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En ce qui concerne les expériences réalisées &ampHétamine (panels C et D),
I'ensemble des doses testées induisent une pré&mparable, sans différence entre les
génotypes. Aucun autre effet statistique ne sost AROVAs doubles (2 génotypes x 3
doses), mis a part un effet principal de la dos87® et 0.750 mg/Kkg : Fo0=16.84 ;
P<0.001, 1.5 et 3 mg/kg {Jso=9.9 ; P<0.001).
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Figure 36. Préférence de lieu conditionnée induite par dessldaibles et modérées de cocaine
(panels A et B, n=14) ou d’amphétamine (panels O,a1=16) chez les WT et les KO MCHR1. La
préférence est exprimée en termes de score d&lt@M} qui représente la différence entre le temps
passé dans le compartiment associé a la droguatdaraession de test et celle de pré-exposition.
Différence statistique significative a P<0.05. ¢t (***) : valeurs significativement plus grandeseq
celles du groupe contrdle correspondant pour chgguetype séparément avec P<0.05 ou P<0.001
respectivement (Tyhoet al., 2008b, fig. 3, p. 75).
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4. Discussion
Les résultats de cette étude dans le CPP metientidence plusieurs observations :

v" L’hyperactivité naturelle des KO MCHR1 face a urumel environnement dépendrait

de la durée des sessions ;

v Les KO MCHR1 présentent une sensibilité locomotpess marquée pour les doses
faibles d’amphétamine par rapport aux WT, les do$mdes produisant une

sensibilisation comportementale dont I'ampleurceshparable entre les génotypes ;

v' Les KO MCHR1 sont renforcés autant par différenthsses de cocaine que
d’amphétamine et ce, dans la méme mesure que lesa\WBxception de la plus faible

dose de cocaine, 1 mg/kg.

Il apparait que I'hyperactivité spontanéeez les KO MCHR1 soit dépendantes a la

fois du cycle circadien, mais également, de la eludés sessions. Cette disparité pourrait
s’expliquer par la différence de durée des sesgions chaque type d’expérience (20 vs 40
minutes pour les expériences « cocaine » et « dampire », respectivement). De fait, lors
des expériences précédentes avec I'amphétamin@ifEyal., 2008a), les groupes salin KO
MCHR1 ne présentaient pas d’hyperlocomotion sur segsion de 70 minutes, tandis que
dans la phase de pré-exposition dans I'expériemcasemsibilisation a la cocaine, les KO
MCHR1 étaient nettement plus actives que les WTusur durée plus courte (20 minutes)
(Tyhon et al., 2006). De maniere générale, les différents téstemoteurs mettant en
évidence une hyperactivité chez les KO MCHR1 oateftectués soit durant la nuit (Astrand
et al., 2004; Marstet al., 2002; Zhowet al., 2005), soit durant la période claire, mais sur de
courtes durées (5 minutes pour Lalonde & Qian (2@020 minutes chez Tyhabal. (2006

et 2008b). Paradoxalement, les tests locomoteurSndigh (2005, 2008) duraient tous 60

minutes et I'hyperactivité des KO MCHR1 n’est paservée les deux fois.
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Les différents résultats qui ressortent de cettdethe corroborent absolument pas les
prédictions selon lesquelles les KO MCHR1, de parr Idérégulation dopaminergique,
auraient d0 présenter une plus grande sensibilitépaychostimulants que les WT. En effet,
les effets renforcants et stimulants des psychoddimis seraient sous-tendus par les
récepteurs P (Kalivas, Sorg & Hooks, 1993; Kuhar, Ritz & Boja991; Pierce, Duffy &
Kalivas, 1995; Pierce & Kumaresan, 2006; Wise, 1998

Les résultats locomoteurde I'expérience avec les différentes dosescdeaine

concordent avec ceux précédemment obtenus, a d&almsence de développement d’'une
sensibilisation locomotrice a des doses infériewrel2 mg/kg de cocaine (Tyhehal.,
2006). Malgré un effet a 12 mg/kg chez les WT,pparait que des doses inférieures a 12
mg/kg ne les stimulent pas suffisamment WT pouruiib@ une sensibilisation, qui peut
cependant se développer chez d’autres soucheauds, gelles que les C57BL/6J (Downing

et al., 2003; Elmeeet al., 1996; Tirelli, Tambour & Michel, 2003).

Néanmoins, sous un traitement chronique de 15 gndgkcocaine, des souris WT et
les KO MCH présentent un taux de sensibilisatiomportementale semblable (Georgescu,
2004). Dans ce cas-ci, il se pourrait que des nigcms développementaux de compensation
puissent interférer avec la réactivité des animauec la cocaine, puisque le blocage de
I'expression d’'un neuropeptide n'est pas entieramesmparable avec le blocage de
I'expression du récepteur correspondant (Castahah, 2000). Une autre explication serait
que 'axe MCH/MCHR1 serait impliqué dans I'effetigateur de la cocaine uniquement pour
des doses qui provoquent un certain niveau de ktilon, dans ce cas-ci, pas les doses
inférieures ou supérieures a 12 mg/kg. Cette hgsatlest confortée par le fait que l'injection
de MCH intra-accumbens chez le rat ne produit auveffiet sur les scores locomoteurs
sensibilisés avec six pairages de 15 mg/kg de wecéGeorgescu, 2004). Une étude
impliqguant 'établissement d’'une courbe doses-sffadrait peut-étre en mesure de résoudre

cette énigme.
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Lors des traitements chroniques, il ressort gque deses les plus importantes
d’amphétamine (1.5 et 3 mg/kg) produisent une sensibilisatiomgortementale nette et de
méme amplitude chez les deux génotypes. Ces rssuttanfortent ceux obtenus
précédemment avec cinq injections successives (Tghal., 2008a). De plus, la premiere
injection de 3 mg/kg produit un niveau de locomtiégerement plus élevé chez les KO par
rapport aux WT. Les doses plus faibles produisgatednent une sensibilisation locomotrice,
mais de plus faible amplitude et uniquement cheZK® MCHR1, corroborant les résultats
avec 1 mg/kg de I'équipe de Smith (2008), mémesigrotocoles different largement entre

les deux études (Figure 37).

A Day 1 (1 mglkg ARMPH)
B2 Day 2 (0 or 3 mglkg AMPH} #*
= Day 4 {0 or 3 mgkg AMPH}

300+
i Dy & (0 or 3 gy AMPH)
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Figure 37. Expérience de Smith et collégues (2008) sur le ldppement d’'une sensibilisation
comportementale a 'amphétamine chez les WT et KCHR1. Les souris sont testées sur huit jours.
Les groupes (-) représentent les groupes conteolesnuellement traités au salin. Le premier joes,
groupes (+) recoivent une injection i.p. de 1 mgMgmphétamine. Le traitement chronique
commence le lendemain et consiste en 3 injection®wr sur deux de 3 mg/kg (jours 2, 4 et 6). Le
huitiéme jour, un test de sensibilisation est affécavec I'injection de 1 mg/kg d’amphétamine. (*)
P<0.05 versus Day 1 pour le groupe KO+ (Sreithdl., 2008, fig. 2, p. 131).
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Cette dichotomie d’effets locomoteurs chez les &fire les doses faibles et fortes
d’amphétamine pourrait étre sous-tendue par l'augaten du taux de liaison au NET
rapporté dans le NAc et lgobus pallidus des KO MCHR1 (Smitket al., 2005). En effet,
I'amphétamine est beaucoup plus puissante queckir® sur la libération et la recapture de
la noradrénaline (Julien, 2001; Rothman & Baum&tQ3). De plus, plusieurs études ont
mis en évidence une implication de la noradrénatinees récepteurs dans les mécanismes
sous-jacents aux effets stimulants sensibilisaetd’amphétamine (Darracegt al., 1998;

Juhilaet al., 2005; Sulzeet al., 2005; Tassin, 2008).

En résumé, sur base des quelques études sueteikapparait que les KO MCHR1
sont capables de développer et d’exprimer une lsisation comportementale a la suite
d’injections répétées de faibles doses d’amphétriiniérieures a 1.5 mg/kg). A des doses
plus élevées, généralement utilisées dans lesndwsesur la sensibilisation chez la souris,

les chances d’obtenir une différence entre génstgf@nenuisent.

L’absence de différences de renforcementre les WT et les KO MCHR1 est en
contradiction avec les résultats d’'une récenteectlel CPP sous cocaine également (Cleting
al., 2009, figure 38). Dans cette étude, les WT ET MOHR1 sont soumis a un régime de
trois pairages avec 6, 12 ou 18 mg/kg de cocaiag@rbtocole differe également au niveau du
temps des sessions (20 minutes pour la pré-exposti le jour test et 15 minutes pour les
sessions de conditionnement). De plus, I'attributey compartiment associé a la drogue
s'effectue de maniére « non-biaisée », c’est-a-dlee maniere aléatoire. Les résultats
indiquent que les KO MCHR1 ne présentent pas déémnéce pour aucune des doses
injectées, alors que les WT sont significativenrenforcées par les doses de 12 et 18 mg/kg.
Ces résultats sont corroborés par I'observationlgnjection i.c.v. de MCH potentialise les

effets locomoteurs de la cocaine a 6 et 12 mg/kg.

Cette différence flagrante de résultats entre ksxdétudes, aussi bien au niveau
locomoteur (Tyhoret al., 2006) qu’au niveau du renforcement, pourrait &t s’expliquer
par le fait que les WT et KO MCHRL1 ne provienneas pl’'un fond croisé comme le nétre,
mais d’'un fond pur C57BL/6J, qui sont trés réactiaex psychostimulants (Downimegal.,

2003; Elmeret al., 1996; Tirelli, Tambour & Michel, 2003).
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Figure 38. Expérience de préférence conditionnée de lieu aotmine chez les WT et les KO
MCHR1. Le CPP score représente la différence depdepassé entre le compartiment associé a
I'injection de drogue et le temps passé dans lepastiment associé au salin le jour du test (#, 0.

versus le groupe salin ; **P<0.01 versus KO MCHRIhunget al., 2009, fig. 4, p. 3).

De plus, I'hypothése est émise que I'implicatiors décepteurs Det du DAT, dont
l'activité est augmentée chez les KO MCHR1, dansfdemation de la préférence
conditionnée aurait pu étre masquée par une aliér@ation chez les KO, a savoir I'activité
des récepteurs I(Smith et al., 2005). En effet, le blocage de ces récepteunsiast une
facilitation de I'expression d’'un CPP ou d’'une aatbministration de psychostimulants,
suggérant que ces récepteurs exercent une inhilsitioles mécanismes de renforcement des
drogues (Cainet al., 2002; Pierce & Kumaresan, 2006; Tzschentke, 200&) conséquent,
la régulation exacerbée des récepteugspBurrait avoir diminué l'action facilitatrice des

récepteurs Pet du DAT situés dans le NAc des KO MCHRL1.

En plus de cette inhibition dopaminergique, la idution des taux de liaison au
transporteur de la sérotonine au sein du NAc pduggalement avoir eu une influence sur
I'absence de différence entre les génotypes (Sehidh, 2005). En effet, 'implication de ce
transporteur dans la formation d’'un renforcementd@®mnné a été démontrée, avec une
interaction avec le DAT (Baumann, Becketts & Rothm&a995; Di Mattecet al., 2001;
Frantz, Stouffer & Parsons, 2000; Parsons, Weis0&b, 1998; Rochat al., 1998b;Soraet
al., 2001).
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Ces résultats soulevent la question de l'impodardes récepteurs ;Ddans
I'établissement d’un renforcement conditionné auwgdes d’'abus (Adamst al., 2001;
Corvol et al., 2007; Karasinskat al., 2005; Mineret al.,1995). Dans ces différentes études,
I'inactivation des récepteurs;Dvia l'injection d’antagonistes ou grace a unepsapsion
génétiqgue, ne produit pas de détérioration de landtion d'une préférence de lieu
conditionné induite par la cocaine ou I'amphétanthez le rat et la souris. En fait, un
nombre croissant de recherches employant des smutantes pour le DAT, le NET ou
encore, le SERT, indiquent que ceux-ci travaillele maniere interactive dans le
développement du renforcement a la cocaine et hatamine (Hnaskd$otak & Palmiter,
2007; Jasmiret al., 2006; Rothman & Baumann, 2003, 2006; Tassin, 200&nshenkeket
al., 2001). Ainsi, dans la mesure ou les KO MCHR1 gmnteuses d’'une série d’'altérations
au niveau des transporteurs et des monoaminesnefie®s (Smitlet al., 2005, 2008; Royt
al., 2006), des études complémentaires sont absolum&sdssaires afin de déterminer

I'impact de ces altérations sur le phénomene dermeement.

Ces résultats n'appuient donc pas non plus I'hygsshde l'inhibition exercée par la
MCH sur l'activitt monoaminergique du systeme mésumbens. Cependant, malgré la
présence de MCHR1 dans le NAc et la VTA ainsi dedtence d’'une altération au niveau
du transport et des récepteurs de monoamines,dthgpe inhibitrice ne repose pas sur des
faits établis. Jusqu’a présent, il a été montré lgofision de MCH n’augmente pas le taux
d’excitabilité des neurones DA situés dans la Vhazle rat (Korotkovat al., 2003).

De plus, l'infusion de MCH a l'intérieur de la VTéhez le rat n'a aucun effet sur le
taux de libration de dopamine, ni sur sa métahidisadans le noyau caudé ou le NAc
(Sanchezt al., 2001). En complément, I'injection de MCH intraeambens chez le rat ne
produit aucun effet sur les scores locomoteursilsiéinds apres plusieurs injections répétées
de cocaine (Georgescu, 2004). Concernant les KO RICIucune différence n’est observée
entre les génotypes au niveau du niveau basal da auite d'une injection aigue
d’amphétamine du taux d’expression des monoamigmitli et al., 2005). En plus,
I'injection aigiie de 3 mg/kg d’amphétamine n’indpés d’expression de seconds messagers

(MAPK et c-Fos) plus importante chez un des géregyismithet al., 2008).
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Néanmoins, cette méme injection induit I'expressie seconds messagers de maniere

plus marquée chez les KO MCHRL1 dans le cortex @nédl, région densément peuplée

de

neurones a MCH et son récepteur (Hervétwal., 2000; Smithet al., 2008). Ainsi, une

interaction fonctionnelle a été établie entre Rat# des MCHR1 et celle de la sérotonine,

la noradrénaline et de l'acéthylcholine au seincdecortex et ce, aussi bien chez des

de
KO

MCHR1 que des animaux intacts (Retyal., 2006, 2007; Smitlet al., 2006, 2008). Cette

interaction serait a 'origine du phénotype hypéfaanxiolytiqgue et antidépressif des KO

MCHR1, ainsi que de leur sensibilité plus élevée amjections aigilies et répété

es

d’amphétamine (Georgesetial., 2005; Lalonde & Qian 2007; Ray al., 2006, 2007; Smith

et al., 2005, 2006; Tyhort al., 2006). Cette explication est compatible avec plication

démontrée de I'activité DA et NE au niveau cortidahs la locomotion (Tassin, 2008).

5. Conclusions

En résumé, il parait précoce de pouvoir expliquemceetement la sensibilisatic
comportementale observée chez les KO MCHR1 pouffaiddes doses d’amphétamir

uniguement a partir des différentes études sundstipn.

Néanmoins, les diverses données récoltées suggearen dissociation entre
sensibilisation psychomotrice et le renforcememditionné chez les KO MCHR1. En effé
alors que I'inaction du récepteur permet de failitexpression de la sensibilisation a la st
d’administration de faibles doses d’amphétamineigpas de cocaine), elle ne sous-tend
la formation d’un renforcement pour aucune ces aesg Cette dissociation, en complém
de manque d’interaction fonctionnelle entre les MROHet I'activité DA mésoaccumben

indiqgue que ces récepteurs n’'occuperaient pas len mémordial dans les processus

n

ne

a
ot
lite
pas
ent
S,

de

I'addiction.
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6. Discussion générale

Les résultats des différentes études présentées aanhapitre mettent en évidence
que l'axe MCH/MCHR1 est impligué dans le développatnet I'expression de la
sensibilisation a de faibles doses d’amphétaminsj que dans celle de la cocaine injectée en

sous-cutanée.

Par contre, 'axe MCH/MCHR1 ne semble pas intenvelains le développement ni
I'expression d’'une sensibilisation a la cocaine iaistrée en i.p., ni dans le phénoméne de

renforcement mesuré a I'aide du CPP et ce, queite@is cocaine ou sous amphétamine.

La dichotomie de réactivité entre les doses faielefortes d’amphétamine n’a pas
encore d’explication concréete. De plus, la diff@enle sensibilité entre 'administration i.p.
chronique d’amphétamine et de cocaine pourraitditecaux différents modes d’action de ces
deux psychostimulants. Des recherches complémestaaront nécessaires afin de découvrir

les mécanismes sous-jacents a ces effets.

En ce qui concerne le fait que les deux génotype&septent une réponse de
renforcement a plusieurs doses d’amphétamine ebckEne implique que le systeme MCH et
ses récepteurs n’interviennent pas dans la formatio I'expression de ce phénomeéne.
D’autres mesures de renforcement moins « passidesrsaient étre étudiées chez les WT et
KO MCHR1, comme par exemple, celle d’auto-administn de drogue

Ainsi, la prédiction selon laquelle 'axe MCH/MCHRéxercerait une inhibition
naturelle sur I'activité des monoamines, et plusigaiérement celle de la dopamine, au sein
du systeme mésoaccumbens (Sreitlal., 2005, 2008), n'est pas entierement supportée par
les résultats comportementaux des différentes stoidsentées dans le cadre de cette these de
doctorat. Selon Smith et collegues, les différe@ssiltats rapportés, tels que I'hypersensibilité
a I'amphétamine et la dérégulation monoaminergiguesein du cortex frontal observés
uniquement chez les KO MCHR1, seraient plutot cdibfes avec les dysfonctionnements
du cortex frontal dans le cadre des maladies psyglyues, telles que la dépression, la
schizophrénie ou encore les troubles déficitairel'aiention ou hyperactivitéaftention-
deficit hyperactivity disorder, ADHD) (Smithet al., 2008).

! Nous détaillerons cette proposition dans la partPerspective ».
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Il apparait que I'administration de psychostimutante constitue pas une condition
suffisante pour activer 'axe MCH/MCHRL1 de facorst&ymnatique. Les seules conditions dans
lesquelles I'axe est activé est 'administrationsidstance qui engendre une augmentation
importante et prolongée de l'activité du systemepasoinergique, comme dans le cas

d’injection i.p. d’amphétamine (a faibles doses)deuwcocaine par voie sous-cutanée.

Une facon alternative d’activer le systeme MCH paiirétre effectuée via une
privation chronique de nourriture, engendrant umetep de poids significative. De fait,
plusieurs études ont mis en évidence une activatemneurones a MCH a la suite d’'une
période de jeline aussi bien chez le rat que cheaulas (Georgesogt al., 2005; Kokkotouet
al., 2001; Presset al., 1996; Quet al., 1996; Tritoset al., 2001). Cette thématique fait I'objet

du dernier chapitre de cette thése.
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