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AMPc Adénosine 3�, 5� monophosphate cyclique

ARNm Acide ribonucléique messager

ASC Aire sous la courbe

BDNF Brain-derived neurotrophic facteur

BHE Barrière hémato-encéphalique

BO Bulbectomie olfactive

CLHP-ED Chromatographie liquide haute performance couplée à une détection

éléctrochimique

CMS Chronic mild stress, stress modéré chronique

CRF Corticotropin-Releasing Hormone, hormone corticolibérine

DA Dopamine

ED50 Dose efficace 50

FST Forced swimming test, test de la nage forcée

GR 127,935 N-[4-méthoxy-3-(4-méthyl-1-pipérazinyl]-2�-méthyl-4�-(5-méthyl-

1,2,4-oxadiazol-3-yl) [1,1biphényl]-4carboxamide oxalate)

GTP Guanosine triphosphate

GTPγS Guanosine triphosphateγS

IC50 Concentration inhibitrice 50

IMAO Inhibiteur de la monoamine oxydase

IRD Inhibiteur de la recapture de la dopamine

IRSN Inhibiteur de la recapture de la sérotonine et de la noradrénaline
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IRSS Inhibiteur de la recapture sélectif de la sérotonine

kg Kilogramme

KO Knock-out

LC Locus coeruleus

LCR Liquide céphalo-rachidien

LH Learned helplesness, test de résignation acquise

MAO Monoamine oxydase

mg Milligramme

min Minute

mol Mole

mPFCx Cortex médian préfrontal

NA Noradrénaline

NET Transporteur de la noradrénaline

NK-1 Récepteur aux neurokinines de type I

NO azote

NRD Noyau du raphé dorsal

PKA Protéine kinase A

PKC Protéine kinase C

PKG Protéine kinase G

RMN Résonnance magnétique nucléaire

s Seconde

SERT Transporteur de la sérotonine

SNC Système nerveux central

TST Tail suspension test, Test de suspension caudale,

VHPC Hippocampe ventral

WAY 100635 N-[2-4(2-méthoxy-phényl)-1-pipérazinényl]éthyl]-N-(2-

pyridinyl)cyclohéxane carboxamide
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INTRODUCTION

Quand j�ai débuté ce travail (1999) dans le laboratoire de Pharmacologie de Nantes

(Faculté de Médecine) et dans celui de Châtenay-Malabry (Faculté de Pharmacie), une étude

comportementale, réalisée à Nantes et une étude neurobiochimique, réalisée à Châtenay-

Malabry (Malagié et al., 2001), avaient toutes deux montré, grâce à un modèle original, la

souris « knock-out » privée de récepteur 5-HT1B (KO 5-HT1B issue de la souche 129/Sv et

fabriquée par recombinaison homologue par le Pr René Hen, Columbia University, NY, USA)

que l�activation indirecte des récepteurs 5-HT1B par des inhibiteurs de la recapture sélectifs de

la sérotonine (IRSSs) (paroxétine et citalopram essentiellement) limite l�efficacité de ces

molécules. Ces résultats n�avaient cependant pas pu être publiés à l�époque dans un seul et

même article. La principale raison évoquée par les évaluateurs internationaux de ce manuscrit

était que les expériences de microdialyse et celles du test de la nage forcée (FST) avaient été

réalisées à des doses d�IRSSs non comparables. En effet, en microdialyse, la paroxétine est

active dès la dose de 1 mg/kg chez la Souris tandis que dans le test de la nage forcée réalisé

dans cette même espèce animale, on ne commence à observer une diminution du temps

d�immobilité (prédictive de l�efficacité clinique de cette molécule) qu�à une dose beaucoup

plus importante.

De plus, l�utilisation de la souche de souris 129/Sv dans les modèles animaux de

dépression comme le test de nage forcée a montré ses limites en terme de sensibilité de

réponse aux IRSSs puisqu�il a fallu jusqu�à 22 animaux par groupes pour obtenir un effet

statistiquement significatif (Trillat et al., 1998). La difficulté de ces souris de la souche

129/Sv à nager est peut être due au fait qu�elles ne possèdent pas de corps calleux, empêchant

ainsi toutes communications entre les deux hémisphères cérébraux (Gardier et Bourin, 2001).

La souche de souris est donc l�un des facteurs de variabilité qui pourrait aussi expliquer

l�absence d�identité des doses dans les deux approches.

L�objectif de ma thèse a donc été tout d�abord d�explorer les facteurs supposés de

variabilité (la souche, le sexe, l�âge des souris) afin de déterminer quels paramètres modifier

pour sensibiliser le FST et « idéalement » de trouver un moyen d�obtenir une réponse dans les

deux tests, FST et microdialyse, dans la même gamme de doses. Ceci présenterait l�avantage

de pouvoir étudier l�existence d�une éventuelle corrélation in vivo entre les variations des
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concentrations extracellulaires cérébrales d�un neurotransmetteur et l�efficacité

comportementale antidépressive-like des IRSSs.

1. Administration unique d’antidépresseurs sérotoninergiques

J�ai tout d�abord travaillé sur les effets de l�âge sur la réponse des souris dans le FST (4

semaines et 40 semaines) (article 1). Ensuite, j�ai comparé chez des souris mâles et femelles

(dans le FST et le test de suspension caudale, TST), les effets d�une administration unique

d�antidépresseur sur la baisse du temps d�immobilité (article 2). Puis j�ai étudié l�incidence

du fond génétique des souris sur leur réponse dans le FST (Swiss, NMRI, DBA/2, C57BL/6

Rj) (article 3). Je me suis alors intéressé, en utilisant les mêmes gammes de doses

d�antidépresseurs que celles de la précédente étude, aux réponses de ces quatre souches de

souris dans le TST (article 4).

Au cours de ces différents travaux de recherche, utilisant l�administration d�une dose

unique d�antidépresseur, nous avons mis en évidence l�existence de facteurs de variabilité

(âge, genre, souche) entraînant des différences en terme de taille d�effets. La principale

conclusion de ces quatre études comportementales est que la souris mâle Swiss âgée de 4

semaines, paraît être la mieux adaptée pour permettre la détection avec une bonne sensibilité

d�une baisse du temps d�immobilité dans le FST après administration d�une dose unique

d�IRSS.

A l�aide de la technique de microdialyse intracérébrale in vivo, je me suis alors intéressé à

l�effet de l�administration d�une dose unique d�antidépresseurs IRSSs sur les concentrations

extracellulaires de sérotonine chez la souris mâle Swiss âgée de 4 semaines. J�ai étudié la

sélectivité d�effet de ces molécules in vivo en mesurant de façon concomitante chez la même

souris les concentrations extracellulaires corticales de noradrénaline et de sérotonine. De

façon surprenante, nous montrons que la paroxétine et le citalopram selon la dose administrée

par voie systémique (1, 4 et 8 mg/kg) augmentent les concentrations corticales de 5-HT mais

aussi celle de NA. Les effets noradrénergiques de ces molécules apparaissent à des doses

différentes (articles 6).

2. Administration chronique d’antidépresseurs sérotoninergiques

Les antidépresseurs étant destinés à être administrés de façon répétée chez l�Homme en

thérapeutique, nous nous sommes logiquement intéressés aux effets neurobiochimiques de
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l�administration chronique d�un IRSS (paroxétine) sur les concentrations extracellulaires

cérébrales de sérotonine chez la Souris. Nous avons comparé les effets d�un traitement de

paroxétine (1 mg/kg/jour pendant 14 jours) chez les souris contrôles WT et les KO 5-HT1B

(article 5). Nos résultats suggèrent qu�il existe des différences régionales d�activation des

autorécepteurs 5-HT1B car ceux-ci exercent un rôle régulateur sur les concentrations

extracellulaires de 5-HT variables selon la zone cérébrale considérée, le cortex médian

préfrontal ou l�hippocampe ventral. La comparaison des résultats obtenus entre les souris

contrôles et celles mutées KO 5-HT1B montre que ces récepteurs, après un traitement

chronique de paroxétine, ont gardé leur capacité à limiter la libération de 5-HT. Cette étude a

mis l�accent sur la voie sérotoninergique raphé médian / hippocampe ventral et récepteurs 5-

HT1B terminaux (la voie sérotoninergique raphé dorsal / cortex frontal) étant plutôt régulée

par les récepteurs 5-HT1A somatodendritiques). Cette étude m�a surtout permis de sélectionner

les paramètres retenus dans le protocole d�administration chronique : mini-pompe osmotique,

doses d�IRSSs administrées, délai de « wash-out » (période de désimprégnation), nature et

rythme d�administration d�une dose test d�IRSS.

Après avoir mis en évidence, chez la souris Swiss, un effet de la paroxétine et du

citalopram sur les concentrations noradrénergiques corticales (article 6), j�ai voulu vérifier,

en utilisant l�approche neurobiologique in vivo, si, après 14 jours de traitement chronique de

paroxétine ou de citalopram (1 mg/kg/jour), l�administration d�une dose unique d�un de ces

deux antidépresseurs, modifiait 24h après le retrait de la mini-pompe, les effets

noradrénergiques observés après administration d�une dose unique d�IRSS. Après les 14 jours

de traitement chronique, les effets de l�administration unique d�un IRSS sur l�augmentation

des concentrations extracellulaires de NA dans le cortex frontal sont maintenues dans le cas

du citalopram, mais disparaissent dans le groupe traité avec la paroxétine. En utilisant le

même protocole d�administration chronique, j�ai voulu étudier, par l�approche

comportementale, si l�administration d�une dose unique d�IRSS (8 mg/kg), potentialisait

l�effet « antidépresseur-like » chez la souris Swiss. Dans le FST, un traitement chronique par

un IRSS (paroxétine ou citalopram, 1 mg/kg pendant 14 jours) potentialise la baisse du temps

d�immobilité induite par une dose test de paroxétine (8 mg/kg), mais diminue la taille de

l�effet « antidépresseur-like » d�une dose test de citalopram. Il existerait donc une corrélation

inverse entre la concentration extracellulaire corticale de NA et l�efficacité antidépressive (en

terme de taille de l�effet des IRSSs) chez la souris : quand la première est basse, la deuxième

est élevée.
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Ce dernier travail présente l�intérêt de mesurer une réponse chez la souris avec une dose

moyenne identique d�IRSS (8 mg/kg) dans les deux tests expérimentaux choisis, la

microdialyse in vivo et le FST. Il permet également de mettre en évidence un facteur de

variabilité non encore décrit à ce jour chez la souris, entre les deux IRSSs, paroxétine et

citalopram, l�effet noradrénergique. Nos résultats suggèrent qu� in vivo, la noradrénaline

pourrait être un paramètre limitant l�efficacité antidépresseur-like des IRSSs dans le cortex

médian préfrontal, par exemple.

J�ai focalisé la synthèse de la littérature sur les systèmes sérotoninergique et

noradrénergique : d�une part les rôles exercés par certains sous-types de récepteurs comme les

5-HT1A et 5-HT1B ou le récepteur alpha-2 adrénergique, d�autre part les transporteurs

sérotoninergique et noradrénergique, cibles privilégiées des antidépresseurs.
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SYNTHÈSE DE LA LITTÉRATURE

1. La dépression

1.1. Sémiologie

En médecine, le concept de « dépressions » modérée ou majeure concerne une maladie

avec des symptômes précis, caractéristiques, associés à des troubles accessoires (Lôo et Lôo,

2001). La dépression se définit d�abord par la dégradation de l�humeur, de l�élan vital, mais

aussi par des symptômes biologiques et cognitifs. Les dépressifs ont souvent des rythmes

circadiens désynchronisés, des troubles du sommeil se traduisant le plus souvent par une

l�insomnie et un réveil précoce, ainsi qu�un dégoût pour la nourriture, caractérisant le

sentiment d�anhédonie. Divers autres troubles somatiques (palpitations, vertiges,

tremblements, spasmes) sont observés dans toutes les formes de dépression et sont en fait la

transposition physique du malaise psychique. Toute dépression comporte une perturbation

thymique ou affective qui retentit sur l�activité intellectuelle et motrice, elle traduit alors des

périodes de tristesse et d�abattement qui alternent avec les phases d�excitation et d�euphorie

de la psychose maniaco-dépressive.

Le trouble thymique ou humeur dépressive apparaît de manière insidieuse. Le sujet est

alors pris d�un vague sentiment d�ennui, de morosité ainsi que d�un sentiment d�abattement,

de dévalorisation, d�autodépréciation. Le déprimé est aussi envahi d�une absence de

motivations, de plaisirs, l�anhédonie, traduisant une incapacité à élaborer des projets. Henri et

Pierre Lôo ont résumé de manière plus ou moins explicite les troubles qu�expriment les

déprimés :

- la tristesse, le désespoir ;

- l�ennui pour toute activité, même de loisir ;

- l�absence de motivations ;

- des sentiments d�incapacité et d�autodépréciation ;

- la perte d�intérêt pour la vie qui débouche parfois sur un désir de mort, formulé ou

caché ;

- l�évaluation pessimiste de l�avenir où la situation paraît inexorablement bloquée.
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1.2. Évaluation des maladies dépressives

Le diagnostic est une étape importante de la prise en charge des maladies dépressives car

il conditionne les choix thérapeutiques et permet de porter un pronostic sur l�évaluation de la

maladie. La reconnaissance de l�épisode dépressif caractérisé nécessite d�identifier de

nombreux symptômes et de préciser leur évolution. Des critères standardisés selon un

consensus international sur la terminologie sont utilisés pour séparer la dépression

« normale » provoquée par un trouble passager de l�humeur. Ils servent aussi à distinguer le

sentiment de bien être de celui d�être mieux que bien, d�être si expansif et irritable que l�on

parle de manie (Stahl, 2002). Il existe actuellement deux systèmes de classification qui

utilisent des critères pour établir ce diagnostic.

La dixième édition de la Classification internationale des maladies (CIM-10) parue en

1996 sous l�égide de l�Organisation Mondiale de la Santé propose une classification officielle

des dépressions (tableau 1). Cette classification, reposant sur des données cliniques, introduit

la notion de gravité des épisodes de troubles de l�humeur.

Des systèmes de critères diagnostiques exclusivement descriptifs et précis ont paru plus

adaptés pour désigner les types de dépression et les différencier. Les critères diagnostiques

des troubles de l�humeur sont en constant remaniement, et la nosologie actuelle est fixée par

la quatrième édition du Manuel diagnostique et statistique des troubles mentaux (Diagnostic

and Statistical Manuel, ou DSM IV) (tableau 2). La lecture des critères diagnostiques des

catégories de dépression selon le DSM IV permet de se familiariser avec ses multiples

expressions formulées de manière pratique, concrète. La classification du DSM IV repose

essentiellement sur la nature, l�intensité et la durée des symptômes.

Des échelles comme l�échelle de Hamilton (Hamilton, 1960) ou l�échelle de Montgomery

et Asberg (Montgomery et Asberg, 1979) permettant de fixer un minimum de gravité et

servant à suivre l�intensité de la symptomatologie dépressive sont couramment utilisées lors

d�essai thérapeutique afin d�inclure le malade dans l�étude. Elles ne prétendent pas être un

répertoire exhaustif des symptômes dépressifs. En aucun cas, ces échelles ne permettent le

diagnostic de dépression, qui nécessite l�utilisation d�échelles de critères diagnostiques

(tableau 3). L�échelle de dépression de Hamilton reste à ce jour l�échelle de dépression la plus

utilisée dans le monde (Guelfi, 1993).
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Tableau 1 - Diagnostic de la dépression, d�après l�ICD-10

D’après Loveston et Howard, 1997

Symptômes généraux de dépression

• Humeur dépressive

• Perte d�intérêt

• Perte d�énergie

Autres symptômes de dépression

• Diminution de la concentration

• Diminution de l�estime de soi

• Sentiments de culpabilité

• Pessimisme à propos de l�avenir

• Automutilation ou idées suicidaires

• Troubles du sommeil

• Diminution de l�appétit

Dépression légère

• Au moins deux symptômes généraux et deux autres symptômes

• Il peut y avoir détresse mais le fonctionnement reste adéquat

Dépression modérée

• Au moins deux symptômes généraux et trois ou quatre autres symptômes

• La durée est d�au moins deux semaines et le fonctionnement est perturbé

Dépression sévère

• Les trois symptômes généraux et au moins quatre autres symptômes

• Les symptômes sont intenses et le fonctionnement est profondément affecté
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Tableau 2 - Diagnostic de la dépression, d�après le DSM-IV

D’après Loveston et Howard, 1997

Au moins cinq des symptômes suivants doivent avoir été présents pratiquement

quotidiennement pendant une même période de deux semaines. Au moins un des symptômes

est soit (1) une humeur dépressive ou (2) une perte d�intérêt ou de plaisir.

- Humeur dépressive pendant la majeure partie de la journée

- Diminution très nette de l�intérêt ou du plaisir lors des activités

normales (anhédonie)

- Perte ou gain de poids significatif

- Insomnie ou hypersomnie

- Agitation ou ralentissement psychomoteur

- Fatigue ou perte d�énergie

- Sentiments de dévalorisation ou culpabilité excessive

- Diminution de la capacité de concentration

- Pensées récurrentes de mort, pensées suicidaires, tentatives de suicide

Il doit y avoir une détresse clinique significative ou une limitation du fonctionnement. Les

symptômes ne peuvent pas être dus à une affection médicale générale ou induits par une

substance (toxicomanie ou médicament).
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Tableau 3 - Échelles d�appréciation de la dépression

D’après Lôo et Lôo, 2001

L’échelle de Hamilton : 25 items cotés de 1 à 3 ou de 1 à 5 , explicités par une phrase ou

quelques mots.

Humeur dépressive, sentiments de culpabilité, suicide, insomnie du début de la nuit,

insomnie du milieu de la nuit, insomnie du matin, travail et activités, ralentissement, agitation,

anxiété psychique, anxiété somatique, symptômes somatiques généraux, symptômes génitaux,

hypochondrie, perte de poids selon les dires du malade, perte de poids appréciée par pesée,

prise de conscience, variations de la symptomatologie dans la journée, dépersonnalisation et

déréalisation, symptômes délirant (persécutifs), symptômes obsessionnels et compulsionnels,

sentiment d�impuissance, sentiment d�être sans espoir, sentiment de dévalorisation.

L’échelle de Montgomery et Asberg (MADRS) : 10 items et 6 degrés d�intensité croissante

avec des points définis (0, 2, 4, 6) et des points intermédiaires sans définition.

1. Tristesse apparente, 2. Tristesse exprimée, 3. Tension intérieure, 4. Réduction de

sommeil, 5. Réduction de l�appétit, 6. Difficultés de concentration, 7. Lassitude, 8.

Incapacité à ressentir, 9. Pensées pessimistes, 10. Idées de suicide
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1.3. Effets des traitements antidépresseurs sur les troubles de
l’humeur

La plupart des épisodes dépressifs non traités durent entre 6 et 24 mois et cette maladie

comporte des épisodes récurrents. Le traitement de la dépression peut être divisé en plusieurs

périodes (figure 1). La première est la phase aiguë au cours de laquelle on observe la réponse

au traitement antidépresseur. La seconde, où l�amélioration de l�humeur du patient persiste,

est la phase de consolidation. Enfin, la troisième phase est celle de la maintenance où le

traitement empêche la rechute de l�épisode dépressif. L�amélioration d�un patient par un

traitement par antidépresseur est décrite par 3 mots : réponse, rémission, rétablissement

(Stahl, 2002). Le terme « réponse au traitement » indique qu�il y a une réduction du score

initial d�au moins 50% sur l�échelle de Hamilton (Gumnick et al., 2000). Si cet état dure de 6

à 12 mois, on ne parle plus de rémission mais de guérison. L�aggravation d�une dépression est

décrite par les mots « rechute » et « récidive ». Si l�état du patient s�aggrave pendant la

période de rémission, on parle de rechute. Si un patient s�aggrave quelques mois après la

guérison, on parle de récidive.

La moitié à deux tiers des patients répondent à n�importe quel antidépresseur et la moitié

des répondeurs bénéficie d�une rémission complète de leurs symptômes dépressifs au cours

des six premiers mois de traitement. De plus, si le thérapeute essaie successivement plusieurs

antidépresseurs différents ou une combinaison d�antidépresseurs, 90% des patients, voire

davantage, répondent. Enfin, les antidépresseurs diminuent le risque de rechute. Ces

différentes constatations ont permis de conclure que le traitement doit être maintenu au-delà

de la réponse afin de prévenir la rechute. Les études de suivi de patients déprimés traités

pendant 1 an montrent qu�environ 40% d�entre eux le sont encore au bout de cette période

(Stahl, 2002). Mais certains malades n�accéderont jamais à la rémission (Gumnick et al.,

2000). Ces malades, dits répondeurs apathiques (anhédonie, absence de motivation) ou

répondeurs anxieux (anxiété généralisée, insomnie), répondent partiellement au traitement et

se sentent mieux, sans retrouver pour autant leur état psychique initial. Le fait de ne pas

parvenir pou autant à la rémission signifie que la probabilité de rechute est élevée. Enfin, les

études démontrent qu�environ 30% des patients traités par les antidépresseurs sont des non-

répondeurs, résistant à tout traitement.
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Figure 1 � Les phases du traitement de la dépression

Lorsque le traitement de la dépression apporte au moins 50% d�amélioration, on parle de

réponse. Lorsque le traitement de la dépression supprime tous les symptômes, on parle de

rémission pendant les premiers mois, puis de guérison si ce phénomène dure plus de 6 mois.

D’après Stahl, 2002
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2. Étiologie de la dépression

2.1. Hypothèses monoaminergiques

La dépression est une pathologie hétérogène résultant d�un dysfonctionnement de certains

neurotransmetteurs ou de leur métabolisme (Duman et al., 1997). Bien que plusieurs

hypothèses aient été émises, l�étiologie de la dépression est encore mal définie.

La théorie majeure de la dépression, i.e., la théorie monoaminergique, propose que cette

maladie soit due en particulier à une déficience en 5-hydroxytryptamine, sérotonine (5-HT) ou

en noradrénaline (NA) au niveau du cerveau (Schildkraut et al., 1965 ; Coppen, 1967 ;

Bunney, 1965). De faibles concentrations en noradrénaline, sérotonine et son métabolite

majeur, le 5-HIAA, ont été retrouvées dans le liquide céphalo-rachidien de patients déprimés

suicidés (Bourne et al., 1968 ; Beskow et al., 1976). Des molécules supprimant les stocks

vésiculaires de monoamines dans les terminaisons neuronales peuvent induire un état

dépressif. L�utilisation de la reserpine dans le traitement de l�hypertension artérielle a montré

que cette molécule favorisait l�appariton d�un état dépressif (Lemieux et al., 1956). De même,

chez un groupe de patients déprimés récemment guéris, mais encore sous traitement par un

antidépresseur (désipramine, imipramine, fluvoxamine), l�ingestion pendant 24 heures d�une

alimentation en faible teneur de tryptophane (160 mg/jour), l�acide aminé précurseur de la 5-

HT, a produit une immédiate, mais réversible rechute des symptômes dépressifs chez 67% des

patients (Delgado et al., 1990). Les changements comportementaux observés chez ces patients

semblent être associés à une diminution de la disponibilité en 5-HT. De plus des observations

cliniques ont montré que les premiers antidépresseurs, comme les IMAOs en inhibant la

monoamine oxydase (MAO) ou les tricycliques (ADT) en bloquant la recapture de la 5-HT et

de la NA, amélioraient les troubles de l�humeur dépressive. Il fut alors logiquement évoqué

que les antidépresseurs étaient efficaces en réparant une insuffisance de neurotransmission.

Enfin, la déplétion en neurotransmetteurs monoaminergiques provoquerait un

fonctionnement anormal des récepteurs des monoamines, se traduisant par une

hypersensibilisation des récepteurs postsynaptiques. Des études postmortem réalisées chez

des patients déprimés ont mis en évidence une augmentation de la densité des récepteurs 5-

HT1A postsynaptiques et 5-HT2 (Arora et Meltzer, 1989 ; Yates et al., 1990). Cependant

d�autres études tendent à infirmer cette hypothèse, tout au moins pour le récepteur 5-HT2

(Cheetham et al., 1988 ; Meyer et al., 1999).
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2.2. Principales autres hypothèses

2.2.1. Théories moléculaire et cellulaire de la dépression

De récentes études ont permis de caractériser des actions du stress et des traitements par

antidépresseurs au delà du neurotransmetteur-récepteur (Duman et al., 1997). Une hypothèse

neurodégénérative de la physiopathologie de la dépression a été suggéré avec comme acteur

principal un facteur neurotrophique, le � brain-derived neurotrophic facteur � (BDNF)

(Duman et al., 1997 ; Duman, 2001) chargé d�augmenter la survie et la croissance des

neurones hippocampiques (Sklair-Tavron et Nestler, 1995). Il a aussi été démontré qu�un

stress chronique (stress d�immobilisation, intrusion d�un congénère) pouvait provoquer aussi

bien une réduction de la neurogénèse cellulaire hippocampique (Gould et al., 1998 ; Smith et

al., 1995) qu�une diminution des projections dendritiques, une mort neuronale (Magarinos et

al., 1996) et une diminution des facteurs neurotrophiques, comme le BDNF, dans

l�hippocampe et le cortex frontal (McEwen, 1999). Par ailleurs, un traitement chronique par

éléctroconvulsivothérapie ou un traitement chronique par antidépresseurs (désipramine,

imipramine, fluoxétine, sertraline), ont tous deux démontré qu�ils augmentaient les

concentrations de BDNF et de l�ARNm codant pour son récepteur, le TrkB, dans

l�hippocampe (Nibuya et al., 1995 ; Nibuya et al., 1996). Dans un modèle animal de

dépression, le test de résignation acquise chez le Rat, il a récemment été montré qu�un

traitement chronique par les antidépresseurs ou par la sismothérapie empêchait la diminution

de l�expression du BDNF induite par le stress (Vollmayr et al., 2001). Il semblerait que

l�expression du BDNF et de son récepteur TrkB soit positivement régulée par la voie de

transduction dépendant de l�AMPc et par l�expression du � cAMP response element binding

protein � (CREB). En effet, d�une part, l�administration d�ARNm antisens de CREB diminue

les concentrations basales de BNDF dans l�hippocampe (Duman et al., 1994), d�autre part,

l�activation de la voie de couplage dépendant de l�AMPc dans des cultures cellulaires

d�astrocytes augmente l�expression du BDNF et de TrkB (Condorelli et al., 1994).

2.2.2. Théorie endocrinienne de la dépression

Une relation entre les maladies endocriniennes et la dépression a été notée il y a

quelques années et de nombreuses données indiquent un mauvais rétrocontrôle négatif du
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système endocrinien dans la dépression. Les perturbations du système hormonal dans la

dépression sont associées notamment à une hyperactivité de l�axe hypothalamo-hypophyso-

adrénocorticotrope (HHA) reliant l�hypothalamus, l�hypophyse et les glandes

corticosurrénales (Vétulani et Nalepa, 2000 ; Ansseau, 1997). Alors que la production de

cortisol est stimulée par l�hormone adénocorticotrope (ACTH), elle-même stimulée par deux

neurohormones, la vasopressine et la corticolibérine (CRF : Corticotropin-Releasing Factor),

inversement, la production de cortisol freine par rétrocontrôle la production de CRF et

d�ACTH. Dans la dépression, il existe une production accrue de cortisol incapable de freiner

en retour la production de CRF et d�ACTH (Nemeroff, 1998 ; Sheline, 2000). Certaines

études montrent dans le LCR de patients déprimés, des concentrations élevées en CRF (Banki

et al., 1987 ; Nemeroff et al., 1994). En clinique, le test de freination à la dexaméthasone

objective l�hypersécrétion de cortisol. Lors de ce test chez le sujet sain, l�administration de 1

mg de dexaméthasone, cortisone synthétique, freine le CRF, donc la sécrétion d�ACTH et

diminue la production de cortisol. Chez presque la moitié des déprimés, l�administration de

dexaméthasone n�entraîne pas de chute de la concentration du cortisol plasmatique, indiquant

un dysfonctionnement du système endocrinien.  Quelques compagnies pharmaceutiques

développent actuellement des antagonistes des récepteurs au CRF en tant qu�antidépresseur

ou anxiolytique. La majorité des molécules en développement sont des antagonistes CRF1

(Nemeroff, 1998). Lors d�une étude clinique réalisée chez 20 patients atteints d�épisode

majeur dépressif, le R121919, un des antagonistes des récepteurs CRF1 a amélioré l�humeur

des malades (Zobel et al., 2000).

2.2.3. Hypothèse neurokininergique du dysfonctionnement émotionnel

Il existe une autre hypothèse physiopathologique de la dépression selon laquelle entre en

jeu une classe de peptides neurotransmetteurs, les neurokinines, appelées aussi tachykinines

comprenant la substance P, la neurokinine A, la neurokinine B avec les récepteurs NK1, NK2

et NK3 pour récepteurs respectifs. Les neurokinines sont présentes dans différentes aires

cérébrales riches en monoamines, suggérant un rôle de régulation potentiel de ces

neuropetides sur les neurotransmissions monoaminergiques. Le rôle de la substance P comme

agent dépressogène a été suggéré par le fait que l�administration chronique d�un

antidépresseur réduit les concentrations de substance P dans le striatum, la substance noire et

l�amygdale (Shirayama et al., 1996). Il semblerait d�ailleurs que la cible thérapeutique
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potentielle des antagonistes des récepteurs NK1 se situerait dans l�amygdale, siège important

de la régulation de l�humeur (Boyce et al., 2001). De plus, il a récemment été démontré chez

des souris n�exprimant pas de manière constitutive le récepteur NK1 (souris KO NK1-/-), que

le récepteur 5-HT1A était désensibilisé, comme après un traitement chronique par IRSS

(Froger et al., 2001 ; Santarelli et al., 2001). Bien que l�évaluation de l�efficacité de certains

antagonistes NK1 soit restée pendant très longtemps difficile chez les rongeurs du fait de la

faible affinité du récepteur pour ce ligand, quelques nouveaux composés très prometteurs

semblent confirmer l�efficacité de ces molécules dans la dépression. Le L-733060, un

antagoniste du récepteur NK-1, entraînerait une action antidépressive chez des personnes

atteintes d�épisode dépressif majeur (Kramer et al., 1998). Cette activité antidépressive du L-

733060 a été retrouvée lors d�une étude préclinique utilisant un modèle animal prédicitif de

l�efficacité clinique d�un antidépresseur, TST chez la gerbille (Varty et al., 2003). D�ailleurs

lors de la même étude, d�autres antagonistes NK1, (L-742,94, CP-99,994, CP-122,721 ou

MK-869) présentent une « activité antidépressive-like » très prometteuse. Ce dernier

composé, le MK-809, qui au départ avait été évalué chez l�Homme dans l�anxiété, semble

avoir des propriétés cliniques antidépressives (Baby et al., 1999).
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3. Les systèmes monoaminergiques

3.1. Rappel de quelques éléments concernant le système
sérotoninergique central

3.1.1. Synthèse, libération, inactivation, localisation et rôle physiologique de la

sérotonine

La 5-HT est une indolamine qui est retrouvée aussi bien au niveau périphérique que

central où elle représente environ 2% de la 5-HT corporelle (Cooper et al., 1991). La 5-HT

périphérique est synthétisée par les cellules entérochromaffines de l�intestin tandis la 5-HT

retrouvée au niveau du système nerveux central, est synthétisée in situ car elle ne franchit pas

la barrière hémato-encéphalique (BHE). La biosynthèse de la 5-HT s�effectue par des

enzymes à partir d�un acide aminé précurseur, le L-tryptophane, présent dans l�alimentation et

véhiculé du sang vers le SNC par un transporteur commun à d�autres acides aminés neutres à

longue chaîne (Fernström et Wurtman, 1972 ; Young et Sourkes, 1977 ; Kühn et al., 1986)

(figure 2). Une fois entré dans le neurone, le L-tryptophane est transformé en 5-

hydroxytryptophane (5-HTP) par la tryptophane hydroxylase, enzyme dont on vient

d�identifer une deuxième isoforme, la Tph2 (Walther et al., 2003). Cette étude a conclu que

l�isoforme Tph1 est retrouvée à la périphérie (duodénum) tandis que l�isoforme Tph2 est

exprimée dans le SNC. Cette réaction d�hydroxylation constitue l�étape limitante de la

synthèse de 5-HT. Le 5-HTP formé est ensuite décarboxylé par une enzyme pour donner la 5-

HT sous sa forme finale. La sérotonine est ensuite stockée dans les vésicules synaptiques où

elle demeurera jusqu�à sa libération. Celle-ci fait intervenir deux modes physiologiques

opposés, l�un calcium (Ca2+)-dépendant (exocytose) et l�autre Ca2+-indépendant. Le premier

des modes cités entraîne une libération « quantique » de 5-HT selon un processus d�exocytose

et tétrodotoxine (TTX) sensible (Sharp et al., 1990). Le second mode de libération, Ca2+-

indépendant et TTX insensible (Rudnick et Wall, 1992a, 1992b), mobilise le transporteur

selon un mode « inverse », du milieu intraneuronal vers le milieu extraneuronal. La quantité

disponible de 5-HT endogène peut être modulée de différentes manières : un transporteur

membranaire sélectif de la 5-HT est capable de recapter 80% du neurotransmetteur libéré, la

5-HT est catabolisée par voie enzymatique en 5-HIAA et excrétée dans l�urine. La 5-HT est
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alors dégradée par la MAO intraneuronale intramitochondriale, principalement de forme B

chez le Rat, pour les neurones sérotoninergiques (Saura et al., 1992).

La première cartographie des voies sérotoninergiques a été réalisée par histochimie de

fluorescence (Dahlström et Fuxe, 1964) puis la technique d�immunohistochimie a permis

d�affiner les connaissances sur la localisation précise des neurones sérotoninergiques et de

leurs projections (Steinbush, 1981 ; Steinbush et Niewenhuys, 1983). Les neurones

sérotoninergiques sont restreints à des groupes de cellules autour de la ligne du pont et du

cerveau moyen supérieur, numérotés de B1 à B9 correspondant aux noyaux du raphé

(Dahlström et Fuxe, 1964) (figure 3). Les groupes de cellules les plus caudales dans le raphé

projettent majoritairement dans la moelle épinière par des voies descendantes. Les cellules les

plus rostrales du raphé dorsal (B7) (NRD) et médian (B8) projettent dans les structures

limbiques comme l�hippocampe et le cortex par des voies ascendantes.

Il faut noter que la sérotonine est l�un des principaux neurotransmetteurs impliqués dans

des effets physiologiques aussi diversifiés que la régulation des comportements alimentaires,

la thermorégulation, le comportement sexuel, l�anxiété, la dépression, la motilité intestinale et

plus généralement les muscles lisses (bronches, utérus) et enfin dans la régulation de l�activité

nerveuse sympathique et parasympathique des vaisseaux du c�ur (figure 4). Ceci peut être

relié à la grande diversité de types et de sous-types de récepteurs (16 identifiés à ce jour).
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Figure 2 � Voies de biosynthèse et d�inactivation de la sérotonine

L�étape limitante dans la voie de biosynthèse de la sérotonine est catalysée par une enzyme, la

tryptophane hydroxylase. Dans le système nerveux, cette enzyme est exclusivement localisée

dans les neurones sérotoninergiques.

D’après Hamon, 1995
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gure 3 � Représentation schématique de l�innervation sérotoninergique du Système

rveux Central du Rat

s corps cellulaires des neurones sérotoninergiques sont regroupés essentiellement en

yaux localisés dans la région sagittale du tronc cérébral numérotés de B1 à B9. Les fibres

i en partent se projettent dans l�ensemble de l�encéphale et de la moelle épinière.

Nomenclature des noyaux du raphé

         Groupe Structure anatomique

yaux caudaux B1 Raphé pallidus
B2 Raphé obscurus
B3 Raphé magnus
B4 Substance grise périventriculaire, 

Area postrema

yaux rostraux B5 Raphé medianis caudal
Raphé pontis

B6 Raphé dorsalis caudal
B7 Raphé dorsalis rostral
B8 Raphé medianis rostral

Noyau caudalis linearis
B9 Raphé pontis oralis

Région supralemiscale
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Figure 4 �

Structures

cérébrales

impliquées

dans les

effets de la

sérotonine

La

sérotonine

exerce des

effets variés

tant au

niveau du

système

périphérique

que central.

D’après Stahl, 2002
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3.1.2. Classification et rôles des récepteurs sérotoninergiques

3.1.2.1. Classification des récepteurs 5-HT

La classification actuelle des récepteurs sérotoninergiques s�avère être très hétérogène

(Barnes et Sharp, 1999 ; Hoyer et al., 2002). Hormis le récepteur 5-HT3 qui appartient à la

super-famille des récepteurs ionotropiques, tous les autres font majoritairement partie de la

super-famille des récepteurs métabotropiques formés de 7 domaines transmembranaires et

couplés aux protéines G. Cette nomenclature classe les seize sous-types de récepteurs

sérotoninergiques en sept familles : 5-HT1 (1A, 1B/1D, 1E, 1F) ; 5-HT2 (2A, 2B, 2C) ; 5-HT3

(3A, 3B, 3C), 5-HT4, 5-HT5 (5A, 5B), 5-HT6 et 5-HT7 (tableaux 4, 5). Pour certains d�entre

eux, comme les récepteurs 5-ht1E, 5-ht1F, 5-ht5B, leur rôle physiologique reste à définir, aussi

la nomenclature internationale nomme ces récepteurs sous forme minuscule « 5-ht ».

Concernant le gène codant pour le récepteur 5-HT1B, un préfixe « r » pour rat et « h » pour

humain est accolé à 5-HT1B pour tenir compte des différences de profil pharmacologique que

ce récepteur présente entre les différentes espèces mammaliennes considérées (Barnes et

Sharp, 1999)

Je limiterai le développement bibliographique aux récepteurs de la 5-HT dont j�ai plus

particulièrement étudié le rôle lors des études comportementales ou de microdialyse

intracérébrale chez la souris. Des techniques in vitro permettent de localiser le récepteur

[immunohistochimie, autoradiographie sur coupes, hybridation in situ, RTP-PCR (Reversed

transcriptase polymerase chain reaction)], de mesurer l�activation des protéines G

[35S]GTPγS] ou à partir d�études in vivo permettent de caractériser l�activité fonctionnelle du

récepteur (électrophysiologie sur coupe de cerveau ou chez l�animal anesthésié, microdialyse

cérébrale in vivo, études comportementales) ; je limiterai donc les données bibliographiques

aux deux sous-types de récepteurs 5-HT1, les récepteurs 5-HT1A et 5-HT1B.
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Tableau 4 � Classification des récepteurs 5-HT1A, 5-HT2, 5-HT3, 5-HT4

D’après Hoyer et al., 2002

Récepteurs 5-HT1

5-HT1A 5-HT1B 5-HT1D 5-ht1E 5-ht1f

Ancien nom

Agonistes sélectifs

Antagonistes sélectifs (pKB)

Marqueurs radioactifs

Couplage

Gène

Information structurale

Protéine (acides aminés)

-

8-OH-DPAT

(±) WAY 100635 (8,7)

[3H]WAY 100635

[3H]-8-OH-DPAT

Gi/0 - " AMPc

Canal K+

5q11.2 � q13

7TM

h421

s421

r422

5-HT1Dβ

sumatriptan (rat)

L694247

GR 55562 (7,4)

SB224289 (8,5)

SB 236057 (8,.9)

[125I]GTI

[125I]CYP (rat)

[3H]-sumatriptan

[3H]-GR 125743

Gi/0 - " AMPc

6q13

7TM

h390

s386

r386

5-HT1Dβ

sumatriptan (rat)

PNU 109291

BRL 15572 (7,9)

[125I]GTI

[3H]-sumatriptan

[3H]-GR 125743

Gi/0 - " AMPc

1p34.3 � 36.3

7TM

h377

s374

r374

-

-

[3H]5-HT

Gi/0 - " AMPc

6q14 � 15

7TM

h365

5-HT1Eβ, 5−ΗΤ6

LY 334370

[125I]LSD

[3H]LY 334370

Gi/0 - " AMPc

3p11 � p14.1

7TM

h366

s366

r366

Récepteurs 5-HT2,3,4

5-HT2A 5-HT2B 5-HT2C
b 5-HT3A 5-HT4

Ancien nom

Agonistes sélectifs

Antagonistes sélectifs (pKB)

Marqueurs radioactifs

Couplage

Gène

Information structurale

Protéine (acides aminés)

D/5-HT2

DOIa

kétansérine (8,5 - 9)

MDL 100907 (9,4)

SR 46349B (8,8)

[3H]DOI

[3H]kétansérine

[3H]MDL 100907

Gq/11 � IP3/DAG

13q14 � q21

7TM

h357

s357

r357

5-HT2F

BW 723C86

SB 200646 (7,5)c

SB 204741 (7,8)

[3H]-5-HT

Gq/11 � IP3/DAG

2q36.3 � q37.1

7TM

h481

s504

r479

5-HT1C

Ro 600175

mésulergine (9,1)

SB 206553 (8,4)c

SB 242084 (9,0)

RS 102221 (8,4)

[3H] mésulergine

Gq/11 � IP3/DAG

Xq24

7TM

h458

s459

r460

M

SR 57227

m-chlorophenyl-biguanide

[3H]granisetron

[3H]tropisetron

[3H]GR 65630

Canal cationique d

44q23 � q23.2 multiples

sous-unitése

5-HT3A, 5-HT3B, 5-ht3c

-

BIMU 8

RS 67506

ML 10302

[3H]GR 113808

[3H]RS57639

GS - # AMPc

5q31 - 33

7TM

h387

s387

r387

Notons l�absence d�agoniste ou d�antagoniste sélectifs des récepteurs 5-ht1E, 5-ht1F. A l�heure actuelle les isoformes issues de l�épissage ne pouvant
être discriminées pharmacologiquement, elles ne sont pas représentées. h : humain ; s : souris ; r : rat. a. Active également les récepteurs 5-HT2C,
b. De multiples isoformes du récepteur 5-HT2C sont produites par le mécanisme d�édition post-transcriptionnelle. c. Blocage non sélectif, d. Le
récepteur 5-HT3 est un récepteur canal cationique qui existe sous la forme d�un pentamère dont chacune des sous-unités présente 4 séquences
protéiques transmembranaires (ou TM), e. Un gène codant pour une seconde sous-unité du récepteur 5-HT3 (baptisée 5-HT3B) vient récemment
d�être cloné (Davies et al., 1999). L�existence d�une troisième sous-unité (5-HT3C) reste encore incertaine (Dubin et al., 2001).
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Tableau 5 � Classification des récepteurs 5-ht5, 5-HT6, 5-HT7

D’après Hoyer et al., 2002

Notons l�absence d�agonistes ou d�antagonistes sélectifs des récepteurs 5-HT6 et 5-HT7.

Récepteurs 5-HT5,6,7

5-ht5A 5-ht5b 5-HT6 5-HT7

Ancien nom

Agonistes sélectifs

Antagonistes sélectifs (pKB)

Marqueurs radioactifs

Couplage

Gène

Information structurale

Protéine (acides aminés)

5-HT5α

-

-

[125I]LSD

[3H]5-CT

Gi/0 - " AMPc

HTR5A/7q36.1

7 TM

h357

s357

r357

5-HT5β

-

-

[125I]LSD

[3H]5-CT

non identifié

htr5b/2q11 � q13

7TM

h370

s370

-

-

Ro 630563

SB 271046 (7,8)

SB 357134 (8,5)

[125I]SB 258585

[125I]LSD

[3H]5-HT

GS - # AMPc

HTR6/1p35-36

7TM

h440

s440

r438

5-HTx

5-HT1-like

SB 258719 (7,9)

SB 269970 (9,0)

[125I]LSD

[3H]SB 269970

[3H]5-CT

[3H]5-HT

GS

HTR7/10q23.3 � 24.3

7TM

h445

s448

r448
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3.1.2.2. Le récepteur 5-HT1A

Le récepteur 5-HT1A est le premier récepteur sérotoninergique entièrement séquencé. Le

récepteur 5-HT1A humain et celui de Rat, ont été identifiés par le screening de librairies

génomiques de séquences homologues des β2-adrénorecepteurs (Fargin et al., 1988 ; Albert et

al., 1990). Le récepteur 5-HT1A humain conserve 89% d�homologie avec celui du Rat. La

distribution du récepteur 5-HT1A dans le cerveau de Rat a été étudiée par autoradiographie en

utilisant des ligands marqués comme la [3H]-5-HT, [3H]-8-OHDPAT, [3H]-ipsapirone et plus

récemment avec le [3H]-WAY100635 (Pazos et Palacios, 1985 ; Hoyer et al., 1986 ; Khawaja,

1995). Ce dernier ligand a aussi été utilisé pour la localisation in vivo chez la souris des

récepteurs 5-HT1A centraux (Laporte et al., 1994). Récemment, les études d�imagerie

cérébrale (tomographie à émission de positrons) utilisant du [11C]-WAY100635 ont permis de

localiser le récepteur 5-HT1A dans le cerveau de l�Homme vivant (Pike et al., 1995). Les

études de liaison utilisant des ligands marqués montrent que le récepteur 5-HT1A est

largement distribué dans le SNC. Il est présent sous forme d�autorécepteur somatodendritique,

régulant négativement l�activité neuronale sérotoninergique en inhibant l�activité électrique

puis la synthèse et la libération de la 5-HT (Sprouse et Aghajanian, 1987 ; Hjorth et Sharp,

1991) dans les noyaux du raphé du mésencéphale (noyaux du raphé B8 médian et du raphé B7

dorsal). Le récepteur 5-HT1A est aussi présent en tant que récepteur postsynaptique dans les

structures limbiques et notamment l�hippocampe, le septum latéral, les aires corticales (pour

revues Barnes et Sharp, 1999 ; Hoyer, 2002), tandis qu�on le retrouve en faible densité dans

les ganglions de la base et le cervelet. La distribution des ARNm codant pour le récepteur 5-

HT1A selon la technique d�hybridation in situ, est en tous points superposable à celle obtenue

par des techniques de liaison d�un ligand radioactif sur un récepteur (Chalmers et Watson,

1991 ; Miquel et al., 1991 ; Pompeiano et al., 1992 ; Burnet et al., 1995). La distribution du

récepteur 5-HT1A est en règle générale similaire selon les espèces même si des différences

d�organisation laminaire entre les rongeurs et l�Homme peuvent dans les différentes couches

corticales et de l�hippocampe. Enfin, l�utilisation d�anticorps dirigés contre la troisième

boucle intracellulaire du récepteur 5-HT1A de Rat confirme la localisation du récepteur 5-

HT1A obtenue par les deux autres techniques (Miquel et al., 1991).

Les récepteurs 5-HT1A sont couplés à différents systèmes effecteurs (inhibition) : un

effecteur enzymatique produisant une inhibition de l�adénylate cyclase (AC) et deux

effecteurs ioniques, l�un activateur d�un canal potassique et l�autre inhibiteur d�un canal
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calcique (Chen et Penington, 1996 ; Oleskevich, 1995 ; Haj-Dahmane et al., 1991). Dans

l�hippocampe de Rat, mais non dans le raphé, il a été montré qu�un agoniste des récepteurs 5-

HT1A, le 8-OHDPAT, inhibait l�activation de l�adénylate cyclase induite par la forskoline,

suggérant que l�effecteur enzymatique soit présent uniquement au niveau hippocampique

(Johnson et al., 1997). Concernant les effecteurs ioniques, le couplage du récepteur à une

protéine Gi/G0 activant un canal potassique a été mis en évidence dans l�hippocampe et le

raphé de Rat (Oleskevich, 1995 ; Katayama et al., 1997) tandis que l�inhibition du canal

calcique à uniquement été mise en évidence dans le raphé (Chen et Penington, 1997). Les

deux types d�effecteurs sont couplés au récepteur via une protéine Gi/G0 puisque l�activation

du récepteur est bloquée par la toxine pertussique. De nombreuses études utilisant divers

systèmes d�expression (Escherichia Coli, cellules de mammifères) montrent que lorsque le

récepteur 5-HT1A est stimulé par la 5-HT ou le 8-OH-DPAT, il fixe les protéines Gi dans

l�ordre suivant Giα3>Giα2≥Giα1≥G0α>Gzα (Raymond et al., 1993 ; Raymond et al., 2001). De

manière intéressante, le récepteur 5-HT1A présynaptique présente des caractéristiques de

couplage et de réponse fonctionnelle différentes de celles de son homologue postsynaptique

(Clarke et al., 1996) bien qu�un seul gène codant pour ce récepteur ait été identifié à ce jour. Il

faut noter que la pharmacologie du récepteur 5-HT1A et celle du récepteur 5-HT7 ont des

similarités. Le 8-OH-DPAT, connu tout d�abord comme ligand sélectif de référence du

récepteur 5-HT1A (Hjorth et al., 1982) est aussi un agoniste du récepteur 5-HT7 (Tsou et al.,

1994). Il est donc possible que les effets imputés au récepteur 5-HT1A soient attribuables à un

autre sous-type de récepteur de la 5-HT localisé dans des régions particulières du cerveau ou

qu�ils soient le résultat d�une combinaison d�effets due à la mobilisation de plusieurs types de

récepteurs de la sérotonine.

La densité des récepteurs 5-HT1A, obtenue par autoradiographie, étant plus faible dans le

raphé médian que dans le raphé dorsal (Pazos et Palacios, 1985), l�administration d�un

agoniste de ces récepteurs entraînerait des effets région-dépendants selon la région cérébrale

recevant les fibres sérotoninergiques issues du raphé médian ou du raphé dorsal. Des études

d�électrophysiologie réalisées chez le Rat anesthésié, mettent en évidence que les neurones

sérotoninergiques du noyau du raphé dorsal sont plus sensibles aux agonistes des récepteurs

5-HT1A que les neurones sérotoninergiques du noyau du raphé médian (Blier et al., 1990). Il

n�a pas été mis en évidence de différences régionales fonctionnelles entre les noyaux du raphé

dorsal et médian suite à l�administration de 8-OHDPAT en utilisant la technique de

microdialyse intracérébrale in vivo (Hjort et Sharp, 1991 ; Hájos et al., 1995), une étude plus

récente utilisant cette même technique chez le Rat, a montré que les neurones du raphé dorsal
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étaient plus sensibles à l�activation des autorécepteurs 5-HT1A par un agoniste comme

l�ipsapirone que les neurones du raphé médian (Casanovas et Artigas, 1996).

L�implication des récepteurs 5-HT1A dans de nombreux effets physiologiques et

comportementaux est bien établie. Les récepteurs 5-HT1A sont impliqués dans la régulation

neuroendocrinienne de l'hormone adrénocorticotrope, mais pas dans celle de la prolactine

(Jorgensen et al., 2001) (tableau 6). Cependant, l�implication du récepteur 5-HT1A pré- ou

postsynaptique reste en suspend pour certaines réponses physiologiques (tableau 6). Il est

largement admis que l�activation des récepteurs 5-HT1A postsynaptiques induit un syndrome

comportemental caractérisé par une posture d�écrasement dans la cage, un mouvement de

pétrissage des pattes arrières. De plus, la réponse spontanée secondaire à une stimulation

thermique caudale, brève mais intense, est attribuée à l�activation du récepteur 5-HT1A

postsynaptique (Tricklebank, 1986 ; Lucki, 1992 ; Bervoets et al., 1993) tandis que

l�activation des récepteurs 5-HT1A présynaptiques provoque une hyperphagie chez le Rat

(Simanskyn 1998). Selon l�espèce animale, l�hypothermie induite par les agonistes 5-HT1A

n�implique pas les mêmes mécanismes. Chez le Rat, ce phénomène physiologique est plutôt

du à l�activité du récepteur 5-HT1A postsynaptique tandis que chez la Souris, le récepteur 5-

HT1A présynaptique serait impliqué (Bill et al, 1991 ; Millan et al, 1993).

Récemment, l�utilisation de souris mutées n�exprimant pas le récepteur 5-HT1A, souris

knock-out (KO 5-HT1A) issues de trois fonds génétiques différents, le fond 129/Sv (Ramboz

et al., 1998), le fond C57BL 6J (Heisler et al., 1998) et le fond Swiss Webster (Parks et al.,

1998) a permis de confirmer que le récepteur 5-HT1A pouvait moduler les comportements de

type anxieux. Le « firing » basal des neurones sérotoninergiques du raphé mesuré chez ces

souris anesthésiées n�est pas modifié (Ramboz et al., 1998). Ceci suggère que le récepteur 5-

HT1A n�exerce pas un contrôle tonique sur l�activité éléctrique basale des neurones 5-HT du

raphé. Ces résulats sont en accord avec ceux obtenus lors de l�administration d�un antagoniste

de ces récepteurs, le WAY 100635 (Forster et al., 1995). Des études de microdialyse

intracérébrale in vivo réalisées chez les souris KO 5-HT1A issues du fond 129/SV ou Swiss

Webster sont venues confortées les résultats d�électrophysiologie (Knobelman et al., 2001 ;

He et al., 2001). En effet, aucune différence des concentrations extracellulaires basales de 5-

HT n�a été retrouvée entre les souris WT contrôles et les souris mutées dans le striatum

(Knobelman et al., 2001 ; He et al., 2001) ou dans l�hippocampe (Knobelman et al., 2001).

Cepedant Parons et al., (2001) ont montré dans l�hippocampe et le cortex frontal chez ces

souris KO 5-HT1A (fond génétique C57BL/6J ), une augmentation tonique des concentrations

extracellulaires basales vis à vis de leurs congénères non mutées.
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En pharmacologie, des agonistes comme la buspirone ou la gépirone sont utilisés pour le

traitement de l�anxiété, mais aussi des épisodes dépressifs (Tunnicliff, 1991 ; Den Boer et al.,

2000 ; Gorman 2002). Le sous-type de récepteur 5-HT1A serait également impliqué dans le

mécanisme d�action des antidépresseurs (Zifa et Fillion, 1992). Chez la Souris, il a été

démontré que dans le test de la nage forcée, l�effet antidépresseur-like des IRSSs, traduit par

une baisse du temps d�immobilité, serait plutôt dû à une action des récepteurs 5-HT1A

présynaptiques tandis que l�effet anti-immobilité des IRN serait dû aux récepteurs 5-HT1A

postsynaptiques (Redrobe et al., 1996). L�administration d�une dose unique d�agonistes des

récepteurs 5-HT1A comme le 8-OH-DPAT par voie intrapéritonéale, diminue le temps

d�immobilité dans le FST (O�Neill et Conway, 2001).

Une étude de microdialyse in vivo réalisée chez le Rat a montré que le pindolol, molécule

connue initialement comme antagoniste des récepteurs β1-β2 noradrénergiques, posséderait, à

faible dose, la propriété de bloquer les récepteurs 5-HT1A (Gobert et Millan, 1999). Des

expériences de mutagénicité ont d�ailleurs permis d�établir qu�un seul résidu asparagine (Asn

385) conférait au récepteur 5-HT1A une forte affinité pour certains ligands β-adrénergiques

(Guan et al., 1992). Les études réalisées en microdialyse chez le Rat montrent que la co-

administration du pindolol et d�un IRSS provoque une augmentation des concentrations

extracellulaires de sérotonine supérieure à celle observée lors de l�administration d�un IRSS

seul dans le cortex frontal (Hjorth, 1996 ; Romero et al., 1996 ; Gobert et al., 1999 ; Dawson

et Nguyen, 2000) et l�hippocampe chez le Cobaye (Cremers et al., 2001) indiquant que le

pindolol potentialise les effets des IRSSs. Ces résultats précliniques expliqueraient ceux

obtenus en clinique. Le pindolol, associé à un IRSS (paroxétine), augmenterait l�efficacité

thérapeutique de ce dernier et diminuerait son délai d�action (Artigas et al., 1994, 1996 ; Blier

& Bergeron, 1995; Perez et al., 1997; Zanardi et al., 1997; Perez et al., 1997). Cependant à

l�heure actuelle, les données cliniques sont controversés (Berman et al., 1997, 1999; Tome et

al., 1997 ; Rabiner et al., 2001 ; Artigas 2001) puisque certains essais n�ont pas retrouvé de

baisse du délai d�action lors de l�association pindolol et paroxétine.
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Tableau 6 � Réponses fonctionnelles associées à l�activation des récepteurs 5-HT1A

centraux

D’après Barnes et Sharp, 1999

Tableau 7 - Réponses fonctionnelles associées à l�activation des récepteurs 5-HT1B

centraux

D’après Barnes et Sharp, 1999

Niveau Réponse Mécanisme
Cellulaire (-) Adénylate cyclase Postsynaptique

Électrophysiologique Inhibition du potentiel synaptique
évoqué

Présynaptique
(hétérorécepteur)

Comportementale (+) Locomotion/rotation Postsynaptique
Hypophagie Présynaptique

Hypothermie (Cochon d’Inde) ?
Secousse musculaire (Cochon

d’Inde) ?

Neurochimique (-) Libération de 5-HT Présynaptique
(autorécepteur)

(-) Libération d�acétylcholine Présynaptique
(hétérorécepteur)

Niveau Réponse Mécanisme
Cellulaire (-) Adénylate cyclase Postsynaptique

Électrophysiologique Hyperpolarisation Postsynaptique
Comportemental Syndrome 5-HT Postsynaptique

Hypothermie Pré / Postsynaptique
Anxiolyse Présynaptique

(+) Comportement sexuel Pré / Postsynaptique
Neurochimique (-) Libération 5-HT Présynaptique

(+) Libération de noradrénaline Postsynaptique
(+) Libération d�acétylcholine Postsynaptique

(-) Libération de glutamate ?
Neuroendrocinien (+) ACTH Postsynaptique

(+) Prolactine Postsynaptique
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3.1.2.3. Le récepteur 5-HT1B

L�actuelle classification des récepteurs sérotoninergiques distingue le récepteur 5-HT1B de

Rat du récepteur humain, anciennement 5-HT1Dβ, par les préfixes « r » pour Rat et « h » pour

Homme (pour revue voir Hoyer et al., 2002). Le récepteur 5-HT1B humain est caractérisé par

une homologie de 96% avec le récepteur 5-HT1B de Rat (Jin et al., 1992). Les différences

pharmacologiques entre ces deux homologues résident dans la mutation d�un seul acide

aminé, l�acide aspartique (Asp123) en arginine (Arg123). Chez le Rat, ces récepteurs ont pu être

distingués des sites 5-HT1D par leur affinité élevée pour certains antagonistes des récepteurs

β-adrénergiques (pindolol, cyanopindolol) ou encore pour un agoniste, le CP 93129 (Barnes

et Sharp 1999).

Les études d�autoradiographie, utilisant des molécules marquées comme la [3H]-5-HT en

présence de 8-OH-DPAT et du [125I]-cyanopindolol en présence d�isoprénaline démontrent

que le sous-type de récepteur sérotoninergique 5-HT1B est retrouvé, chez le Rat, dans les

ganglions de la base et particulièrement dans la substance noire, le globus pallidus, le

pallidum ventral et les noyaux entopédonculaires (Pazos et Palacios, 1985 ; Verge et al.,

1986 ; Bruinvels et al., 1993). Les études d�hybridation in situ ont permis de localiser

l�ARNm codant pour les récepteurs 5-HT1B dans le raphé médian et dorsal (Boschert et al.,

1994 ; Doucet et al., 1995), ARNm qui semble largement réduit par la lésion des fibres 5-HT

par de la 5,7-DHT (Doucet et al., 1995), indiquant que ces récepteurs contrôlent localement la

libération de 5-HT (autorécepteurs terminaux issus des noyaux du raphé médian et du raphé

dorsal) (Engel et al., 1986 ; Hen 1992 ; Pineyro et Blier, 1999). Récemment, chez l�Homme,

une étude post-mortem utilisant la technique d�hybridation in situ a permis de retrouver de

l�ARNm codant pour le récepteur 5-HT1B dans le raphé dorsal (Bidmon et al., 2001).

Certaines aires du cerveau antérieur de Rat, comme le striatum, contenant une grande quantité

de sites de liaison exprime aussi l�ARNm du récepteur. Cependant, la distribution régionale

du récepteur 5-HT1B chez le Rat ne semble pas correspondre à celle de son ARNm. Des aires

cérébrales comme la substance noire, le globus pallidus ou le noyau entopédonculaire qui

présentent elles aussi une densité importante de récepteurs, ont de faibles quantités d�ARNm.

Dans l�hippocampe, l�ARNm du récepteur 5-HT1B est localisé dans les corps cellulaires des

cellules pyramidales de la région CA1, tandis que la protéine est présente dans la zone de

projection des neurones CA1 pyramidaux (Boschert et al., 1994). La même étude montre que

l�ARNm est exprimé dans les cellules de Purkinje, cellules dans lesquelles aucun site de
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liaison n�est retrouvé. Les données anatomiques indiquent donc que le récepteur 5-HT1B est

largement exprimé dans le cerveau aussi bien en tant qu�autorécepteur qu�hétérorécepteur,

contrôlant ainsi la libération, chez le Rat, non seulement de la sérotonine mais aussi d�autres

neurotransmetteurs comme la dopamine (Sarhan et al., 1998), le glutamate (Bobker et

Williams, 1989), l�acétylcholine (Maura et Raiteri, 1986 ; Cassel et al., 1995) ou le GABA

(Feuerstein et al., 1996). La présence du récepteur 5-HT1B comme hétérorécepteur a été

démontré par l�utilisation de neurotoxine sélective comme la 5,7 dihydroxytryptamine (5,7

DHT). Une étude d�hybridation in situ réalisée chez le Rat montre que la 5,7 DHT, en

détruisant l�innervation sérotoninergique, affecte la quantité d�ARNm présente dans le noyau

du raphé dorsal tandis que le signal d�hybridation reste inchangé au niveau postsynaptique

(Neumaier et al., 1996). La même neurotoxine provoque une augmentation de la densité des

récepteurs 5-HT1B dans le ganglion de la base chez le Rat pour une déplétion en 5-HT d�au

moins 95% (Compan et al., 1998). La cartographie des récepteurs 5-HT1B par

immunohistochimie a confirmé la présence du récepteur 5-HT1B en tant qu�hétérorécepteur

puisqu�il est retrouvé en densité très importante dans le globus pallidus et la substance noire

(Langlois et al., 1995).

Les études effectuées sur des cellules transfectées, exprimant soit le récepteur 5-HT1B

humain soit celui de rongeur, ont permis d�établir que ce sous-type de récepteur

sérotoninergique est couplé négativement à l�adénylate cyclase (Adham et al., 1992). Chez les

mammifères, le récepteur 5-HT1B est couplé à la protéine Gi/0 puisque la voie de couplage est

sensible à la toxine pertussiuqe (Hamblin et Metcalf, 1991 ; Maroteaux et al., 1992).

Lorsqu�un agoniste se fixe sur le récepteur 5-HT1B, ce dernier stimule les protéines Gi/0 dans

l�ordre suivant Giα3>Giα1≥Giα2≥G0α (Clawges et al., 1997).

Il existe une grande quantité de ligands ayant une affinité pour le récepteur 5-HT1B, mais

peu sont sélectifs de ce sous-type. (Barnes et Sharp, 1999). Le RU 25960 fut la première

molécule considérée comme agoniste entier des récepteurs 5-HT1B. Des molécules

caractérisées par des propriétés β-adrénolytiques comme le pindolol, le cyanopindolol, le SDZ

21009, l�isamoltane ou le propranolol paraissent avoir également une affinité pour le

récepteur 5-HT1B et en particulier pour le r/m5-HT1B (Boess et Martin, 1994). Ces molécules

ont une affinité supérieure pour le récepteur 5-HT1B à cause d�une différence au niveau du

7ème segment transmembranaire (thréonine chez l�humain au lieu d�une asparagine chez le Rat

en position 355) (Parker et al., 1993). Le pindolol, classé tout d�abord comme antagoniste des

récepteurs β-adrénergiques, puis comme antagoniste des récepteurs 5-HT1A montre une
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certaine affinité pour le récepteur 5-HT1B et ceci aussi bien chez les rongeurs que chez

l�Homme (Boess et Martin, 1994). Par exemple, le (-)pindolol a une affinité 100 fois plus

importante pour le récepteur 5-HT1B de Rat (Ki=63,1-105 nM ; Langlois et al., 1993 ;

Tsuchihashi et al., 1990) que pour le récepteur 5-HT1B humain (Ki=10000 nM ; Gobert et

Millan, 1999). Dans le FST chez la souris, il a été montré que le pindolol pouvait agir aussi

sur les récepteurs 5-HT1B présynaptiques (Bourin et al. 1998). Le GR 127935 fut l�un des

premiers antagonistes mixtes 1B/1D permettant de discriminer les récepteurs 5-HT1B/1D des

autres sous types de récepteurs sérotoninergiques. Ce composé bien qu�ayant la propriété

d�être un puissant antagoniste des 5-HT1B/1D et de passer la barrière hémato encéphalique ne

permet pas discriminer le récepteur 5-HT1B du récepteur 5-HT1D. Les données concernant les

effets de cet antagoniste sont cependant contradictoires. Certaines études effectuées chez le

Rat, montrent que le GR 127935 administré seul n�augmente pas les concentrations

extracellulaires corticales de 5-HT (Hutson et al., 1995 ; Sharp et al., 1997), tandis qu�il

affecte la libération de cette monoamine dans l�hypothalamus chez le Cobaye (Rollema et al.,

1996). Chez la Souris, le GR 127935 potentialise l�augmentation des concentrations

extracellulaires de 5-HT induite par la paroxétine ou la fluoxétine dans l�hippocampe, mais

pas dans le cortex (Malagié et al., 2001 ; Malagié et al., 2002). Récemment, la mise à

disposition des premiers antagonistes à haute affinité pour les récepteurs 5-HT1B versus 5-

HT1D (SB 216641 et SB 224289) a permis une meilleure séparation des propriétés physio-

pharmacologiques entre ces deux récepteurs (Price et al., 1997 ; Roberts et al., 1997) car ils

sont 25 fois plus sélectifs pour le récepteur 5-HT1B que pour le récepteur 5-HT1D (Barnes et

Sharp, 1999).

L�existence d�un peptide endogène, la 5-HT-Moduline (Leu-Ser-Ala-Leu, LSAL) se liant

de manière non compétitive au récepteur 5-HT1B a été démontrée. Il entraînerait un

changement structural du récepteur empêchant la fixation de la 5-HT (Massot et al., 1996) et

jouerait un rôle dans la physiopathologie de l�anxiété ou de la dépression (Fillion, 2000). Son

intérêt pharmacologique n�a cependant pas été démontré.

Les études d�électrophysiologie ont permis de conclure que le récepteur 5-HT1B ne jouait

aucun rôle tonique dans la régulation de la décharge neuronale de 5-HT du noyau du raphé

dorsal (Sprouse et Aghajanian, 1988). L�administration d�un agoniste des récepteurs 5-HT1B,

le CP 94253 par voie intraveineuse chez le rat anesthésié augmente le « firing » des neurones

présents dans le noyau du raphé médian, mais pas ceux présents dans le noyau du raphé

dorsal. De même lorsque le CP 94253 était perfusé localement dans le noyau du raphé

médian, on observait à faibles doses une diminution du « firing » et à fortes doses une
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augmentation. Il a d�ailleurs été démontré au cours de la même étude, que l�administration de

CP 94253, toujours par voie intraveineuse chez des Rat anesthésiés diminue les

concentrations extracellulaires de 5-HT dans l�hippocampe dorsal et dans le globus pallidus

alors que dans le noyau du raphé médian, ce même agoniste augmente les concentrations

extracellulaires sérotoninergiques (Adell et al., 2001). Ces résultats laissent à penser qu�aussi

bien la décharge neuronale, que la libération de 5-HT sont sous contrôle des récepteurs 5-

HT1B et ceci particulièrement dans le noyau du raphé médian. Ces résultats suggèrent aussi

que des récepteurs 5-HT1B présents en dehors du noyau du raphé médian contrôle la libération

de 5-HT dans cette aire cérébrale, impliquant ainsi un rétrocontrôle long (Adell et al., 2001).

Enfin, une étude de microdialyse effectuée chez le Rat, a suggéré qu�une administration

chronique d�antidépresseur (tricyclique ou IRSS) provoquerait une désensibilisation des

autorécepteurs 5-HT1B (Briley et al., 1997). Nos résultats obtenus chez la Souris ne

confirment pas cette hyptohèse, dans l�hippocampe des souris KO 5-HT1B (Gardier et al.,

2003).

Le récepteur 5-HT1B est impliqué dans des effets comportementaux et physiologiques

aussi variés que la modulation des concentrations de corticostérone plasmatique, de

prolactine, l�hypophagie, l�hypothermie, l�érection pénienne, l�analgésie, le sommeil,

l�humeur, la vigilance, l�anxiété et la dépression (Clark et Neumaier, 2001 ; pour revue

Barnes et Sharp, 1999 ; Moret et Briley, 2000) (tableau 7). L�anpirtoline, agoniste de ce sous-

type de récepteur 5-HT a des propriétés aussi bien analgésiques chez l�Homme (Hummel et

al., 1994) ou chez la Souris (Schlicker et al., 1992 ; Swedberg, 1994) qu�antidépressives chez

les rongeurs (Schlicker et al., 1992).

Les récepteurs 5-HT1B centraux exerceraient aussi un rôle sur l�activité locomotrice. Il

apparaît cependant que la stimulation des récepteurs 5-HT1B postsynaptiques centraux chez la

Souris (O�Neill et al. 1996), mais pas chez le Rat (Kalkman, 1995) produit une

hyperlocomotion. Dans le test de la nage forcée, les récepteurs 5-HT1B joueraient un rôle

important dans l�effet anti-immobilité des IRSSs ou de l�imipramine (Redrobe et al., 1996 ;

O�Neill et Conway, 2001).

Les souris homozygotes KO 5-HT1B générées à partir du fond génétique 129/Sv, ont été

un formidable outil d�investigation permettant de pallier l�absence d�antagoniste spécifique du

récepteur 5-HT1B et de déterminer la participation de ce sous type de récepteur

sérotoninergique à différents états physiopathologiques (Saudou et al., 1994) (tableaux 8, 9,

10). Le gène d�intérêt a été inactivé par recombinaison homologue par insertion d�un

fragment d�ADN comportant le gène de résistance à la néomycine. Ces souris mutantes ont un
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développement et une maturation normale. Cependant, puisque le gène codant pour le

récepteur 5-HT1B est manquant, des changements adaptatifs compensatoires ont été suggérés.

Ase et al., (2001) ont montré que, chez ces souris mutées, la densité du transporteur de la

sérotonine était augmentée ou diminuée selon l�aire cérébrale étudiée. Par ailleurs, il semble

qu�il existe chez ces souris mutées une réduction compensatoire de la fonction des récepteurs

5-HT2C (Clifton et al., 2003), mais pas de la densité des récepteurs 5-HT1A (Ase et al., 2001).

Pourtant une autre étude montre que, chez les souris KO 5-HT1B, l�hypothermie induite par le

8-OH-DPAT est supérieure à celle mesurée chez des souris contrôles non mutées. Ces

résultats suggèrent un processus adaptatif de la thermorégulation induit par une altération des

autorécepteurs somatodendritiques 5-HT1A (Gardier et al., 2001). De plus, il a récemment été

démontré chez les souris mutantes, en utilisant la technique du [35S]GTPγS, que l�efficacité du

couplage du récepteur 5-HT1A est diminuée dans l�amygdale (Ase et al., 2002).

Le rôle d�autorécepteur (inhibiteur) du type 5-HT1B, a été confirmée en comparant in vitro

(Pineyro et al., 1995) et in vivo (Trillat et al., 1997) les effets d�un antagoniste, le CP 93129

sur la libération de 5-HT chez des souris naïves WT et KO 5-HT1B dans l�hippocampe et le

cortex frontal. Une étude d�électrophysiologie montre que chez ces souris, le « firing » des

neurones du raphé dorsal (Pineyro et al., 1995) et les concentrations extracellulaires de 5-HT

des différentes régions riches en terminaisons neuronales sérotoninergiques sont normales,

c�est-à-dire sont comparables à celles des souris non mutées (Trillat et al., 1997). Les études

de microdialyse montrent, de la même manière que les études in vitro, que la stimulation des

récepteurs 5-HT1B par des agonistes comme la 5-CT, le RU 24969 ou le CP 93129, inhibe la

libération de 5-HT. Par exemple, contrairement aux souris KO 5-HT1B, la perfusion de deux

agonistes des récepteurs 5-HT1B, le CP-93,129 ou le sumatriptan dans l�hippocampe ventral

ou le cortex frontal, provoque chez les souris non mutées, une diminution de la libération de

5-HT induite par infusion locale de potassium (KCl 120 mM pendant 15 min) (Trillat et al.,

1997). Ces résultats suggèrent que les autorécepteurs 5-HT1B inhibent la libération de 5-HT

par les terminaisons sérotoninergiques. Deux autres études de microdialyse réalisées au sein

de notre laboratoire ont montré que l�absence d�expression du récepteur 5-HT1B chez les

souris KO 5-HT1B, potentialisait les effets des IRSSs (paroxétine, fluoxétine) sur les

concentrations extracellulaires de 5-HT et ceci principalement dans l�hippocampe ventral

(Malagié et al., 2001 ; 2002). Ces résultats obtenus dans l�hippocampe ont été retrouvés par

une autre équipe en utilisant de la paroxétine administrée par voie systémique et de la

fluvoxamine en perfusion locale (De Groote et al., 2002b). Cette même équipe a aussi
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démontré que les autorécepteurs 5-HT1B jouaient un rôle dans la libération de la 5-HT dans le

cortex préfrontal (De Groote et al., 2002a).

Les études comportementales suggèrent que dans bien des cas les souris KO 5-HT1B

présentent un comportement opposé à celui des souris KO 5-HT1A, caractérisé par une

diminution de l�anxiété (Ramboz et al., 1995) dans le labyrinthe en croix surélévé et un

renforcement de l�agressivité (Saudou et al. 1994). L�implication du récepteur 5-HT1B dans la

prise d�alcool a été étudiée chez ces souris, car on retrouve des hétérorécepteurs 5-HT1B sur

les terminaisons GABAergiques, ces dernières se projettent du noyau accumbens vers l�aire

tegmentale ventrale, voie neuronale impliquée dans les phénomènes de récompense. Une

première étude a mis en évidence d�une part une préférence marquée des souris KO 5-HT1B

pour la consommation d�alcool puisqu�elles boivent deux fois plus d�alcool, que les souris

non mutées, d�autre part une tolérance plus lente à ce produit chez les souris sauvages

(Crabbe et al., 1996). Ce résultat est controversé puisqu�une autre étude, plus récente, montre

qu�il n�existe pas de différences de préférence des deux génotypes pour l�alcool (Risinger et

al., 1999).
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Tableau 8 � Revue de la littérature récapitulant les principaux effets comportementaux

décrits chez les souris KO 5-HT1B

But de l�étude Principaux effets décrits chez les souris
KO 5-HT1B

Références
bibliographiques

Hyperagressivité Saudou et al., 1994

Etude de l�activité locomotrice
chez les souris mutées

Activité locomotrice semblable à celle des souris
sauvages. Développement normal. Absence

d�effet hyperlocomoteur du RU 24969
Ramboz et al., 1996

Effets de l�hyperthermie induite
par un stress (induit par la mesure
de la température rectale) sur les
concentrations plasmatiques de

corticostérone

Température basale plus élevée que celle des
souris sauvages. Légère augmentation des

concentrations plasmatiques de corticostérone
Bouwknecht et al., 2001

Comparaison des effets de
l�hypothermie induite par le 8-OH-

DPAT chez les souris mutées et
chez les souris WT

Effet hypothermisant plus important du 8-
OHDPAT chez les KO 5-HT1B

Possible altération de l�autorécepteur 5-HT1A
somatodendritique chez les souris mutées

Gardier et al., 2001

Mesure de la prise de nourriture et
Etude par immunohistochimie de

l�expression de c-Fos

Absence d�hypophagie induite par la
dexfenfluramine ou par le RU24969. Expression

de c-Fos diminuée chez les KO 5-HT1B

Lucas et al., 1998

Effets des agonistes 5-HT2C sur la
prise de nourriture, l�activité

locomotrice, c-Fos

Faible augmentation de la prise de nourriture, de
l�activité locomotrice. Faible augmentation de c-

Fos dans l�hypothalamus. Diminution de la
densité des 5-HT2C

Clifton et al., 2003

Mesure de la température et de la
fréquence cardiaque après un
stimulus entraînant un sursaut

Absence de modifications des deux paramètres
physiologiques lors du stimulus. Augmentation

de ces deux paramètres lors du transport ou de la
manipulation

Bouwknecht et al., 2000

Mesure de l�hyperactivité à un
nouveau stimulus

Diminution de la sensibilisation à un choc
plantaire et de la réactivité après un stimulus Dirks et al., 2001

Mesure de l�inhibition de la
réactivité induite par un choc
précédant un stimulus (PPI)

Absence de diminution de l�inhibition de
réactivité induite par un pré-choc. Rôle des

récepteurs 5-HT1A
Dulawa et al., 1998

Mesure de l�inhibition de la
réactivité induite par un choc
précédant un stimulus (PPI)

La méthylamphétamine et le MBDB (molécules
facilitant la libération de 5-HT) augmentent

l�inhibition de la réactivité induite par un choc
précédant un stimulus

Dulawa et al., 2000

Mesure de l�activité du sommeil Augmentation du sommeil paradoxal pendant la
journée Boutrel et al., 1999

Mesure de l�activité cognitive et
émotionelle Augmentation du comportement de persévérance Malleret et al., 1999

Mesures opérationnelles des
mécanismes de gestion centrale des

informations
Modulation de l�habituation et de la réactivité Dulawa et al., 1997

Effets de la lumière sur les noyaux
suprachiasmatiques

Augmentation de l�activité sous lumière
constante. Rôle des autorécepteurs 5-HT1B

Sollars et al., 2002
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Tableau 9 � Revue de la littérature récapitulant les principaux effets décrits après

administration d�éthanol ou de cocaïne chez les souris KO 5-HT1B

But de l�étude Principaux effets décrits chez les
souris KO 5-HT1B

Références
bibliographiques

Préférence à la consommation d�alcool, mais
tolérance plus lente. Diminution de la

sensibilité à l�ataxie induite par l�alcool.
Crabbe et al., 1996

Mesure de la prise d�éthanol

Pas de différence entre les deux génotypes Crabbe et al., 1999

Mesure de l�auto-administration
d�éthanol par voie orale

Pas de différence d�auto-administration
d�alcool entre souris mutées et non mutées Risinger et al., 1999

Etude des effets de l�auto-
administration de cocaïne par voie

intraveineuse

Diminution du temps de latence. Les souris
mutantes, à dose égale, répondent de la même

manière que leurs congénères non mutées
Rocha et al., 1997

Test de préférence de place à la
cocaïne Absence de préférence de place Belzung et al., 2000

Effets comportementaux de la
cocaïne

Augmentation de l�activité locomotrice.
Augmentation de la vulnérabilité à la cocaïne.

Effet compensatoire chez les souris mutées
Castanon et al., 2000
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Tableau 10 � Revue de la littérature récapitulant les principaux effets décrits en

électrophysiologie et en neurobiochimie chez les souris KO 5-HT1B

But de l�étude Principaux effets décrits chez les
souris KO 5-HT1B

Références
bibliographiques

Mesure de la libération de 5-HT
induite par des stimulations électriques

sur des coupes de cortex frontal,
d�hippocampe, de raphé pré-incubées

avec de la [3H]5-HT

Augmentation de la libération de [3H]5-HT
sur les coupes d�hippocampe, mais pas

dans le cortex. Rôle dans le rétrocontrôle
négatif de la libération de 5-HT

Pineyro et al., 1995

Mesure de l�activité électrique des
neurones du raphé dorsal chez la souris

anesthésiée

Contrairement aux souris mutées, le CP
94253 et le RU 24969 augmentent la

décharge neuronale des souris sauvages
Evrard et al., 1999

Augmentation des concentrations
extracellulaires de 5-HT dans

l�hippocampe, mais pas dans le cortex
secondaire après l�administration d�une
dose de paroxétine. Absence d�effet des

IRSSs dans le FST

Trillat et al., 1998

Effets de l�administration d�une dose
d�IRSS dans l�hippocampe sur les

concentrations extracellulaires de 5-HT Augmentation des concentrations
extracellulaires de 5-HT dans le cortex et

l�hippocampe. Possible changement
adaptatif. Effet dans l�hippocampe > effet

dans le cortex

Malagié et al., 2001
(paroxétine)

Malagié et al., 2002
(fluoxétine)

Effets de la perfusion d�un IRSS dans
l�hippocampe sur les concentrations

extracellulaires de 5-HT

Augmentation de 2 fois des concentrations
extracellulaires de 5-HT. Mise en évidence

d�une possible compensation chez les
souris mutées

De Groote et al., 2002a

Effets de la perfusion d�un IRSS dans
le cortex sur les concentrations

extracellulaires de 5-HT

Augmentation des concentrations
extracellulaires de 5-HT dans

l�hippocampe après une perfusion de
fluvoxamine. Possible changement

compensatoire au niveau du transporteur
de la 5-HT

De Groote et al., 2002b

Mesure des effets des agonistes des
récepteurs 5-HT1B sur la libération de

[3H]DA

Suppression des effets du CP93,129, du
SB224289 sur le libération de [3H]DA

dans le striatum
Sarhan et al., 2000

Mesure de la densité du transporteur de
la 5-HT dans le SNC par

autoradiographie

Pas de modifications de la densité des
récepteurs 5-HT1A. Diminution de la
densité du transporteur de la 5-HT.
Augmentation de la densité de ce
transporteur dans l�amygdale et

l�hippocampe ventral

Ase et al., 2001

Caractérisation d�une possible
compensation des récepteurs 5-HT1A

Diminution du couplage récepteur 5HT1A /
protétine G dans les aires cérébrales où le

5HT1A et le 5-HT1B sont colocalisés
Ase et al., 2002

Effets des récepteurs 5-HT1B sur la
transmission thalamocorticale dans la

IV couche des neurones corticaux
Pas d�effet de la 5-HT chez les mutées Laurent et al., 2002

Mesure de l�extravasion des protéines
plasmatiques de la dure mère Pas de différence entre les deux génotypes Yu et al., 1996
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3.1.3. Le transporteur de la sérotonine

Nous allons plus largement développer ce paragraphe car cette protéine de transport est la

cible de nombreux antidépresseurs. Il y a 40 ans environ, Axelrod introduisait le concept de

recapture pour expliquer comment la noradrénaline retournait après libération dans les

terminaisons sympathiques nerveuses (Hertting et al., 1961). Ce n�est que quelques années

plus tard que des mécanismes de capture similaires, mais distincts furent démontrés pour la

DA et la 5-HT dans le SNC. Ces transporteurs monoaminergiques neuronaux, appartenant à la

grande famille des transporteurs sodium-dépendants, furent baptisés : DAT pour le

transporteur de la DA, SERT pour le transporteur de la 5-HT et NET pour le transporteur de

la NA. La capture du neurotransmetteur joue un rôle essentiel en déterminant la quantité de

neurotransmetteur présent dans la fente synaptique, la magnitude et la durée de l�effet du

quantum aminergique sur les récepteurs postsynaptiques (Lesch, 2001). La structure des trois

transporteurs est commune et comporte douze segments transmembranaires (TM) constitués

de 25 acides aminés hydrophobes chacun, une large boucle extracellulaire comprise entre les

segments TM3 et TM4 avec des sites de N-glycosylation et des domaines N et C terminal

plutôt long contenant des sites de phosphorylation situés tous les deux dans le milieu

intracellulaire (figure 5). Les transporteurs monoaminergiques sont la cible privilégiée

d�antidépresseurs (i.e., clomipramine, fluoxétine), de médicaments anorexigènes (d-

fenfluramine) et de certaines drogues [cocaïne, amphétamine et dérivés comme le 3,4-

méthylénédioxymethamphétamine (NMDA, ectasy)]. Cependant les antidépresseurs bloquent

le phénomène de recapture du transporteur, mais les drogues comme l�amphétamine l�utilisent

en mode inverse pour faire sortir la 5-HT de l�intérieur du neurone (terminaisons neuronales)

vers la fente synaptique. Ces transporteurs seraient donc altérés dans de nombreuses maladies

du SNC comme les troubles obsessionnels compulsifs, le trouble panique (Olivier et al., 2000)

ou la dépression pour les transporteurs de la 5-HT et de la NA (Lesch, 2001). Le transporteur

de la DA serait impliqué dans le traitement des troubles de l�attention, voire ceux de la

maladie de Parkinson (Olivier et al., 2000).
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3.1.3.1. Distribution dans le système nerveux central

D�une manière générale, il existe une bonne corrélation entre la distribution anatomique

du transporteur obtenue par immunohistochimie et celle obtenue par un ligand radiomarqué

(Torres et al., 2003). Généralement, le SERT est localisé au niveau des jonctions synaptiques,

mais l�utilisation d�anticorps dirigés contre la région N-terminale du transporteur de Rat a

démontré que le SERT était aussi localisé au niveau des varicosités, des corps cellulaires et

des fibres axonales sérotoninergiques (Zhou et al., 1998). Une activité du transporteur

sérotoninergique a aussi été décrite dans des cultures astrocytaires (Kimelberg et Katz 1985).

Le SERT, bien que principalement localisé dans le SNC, est aussi présent au niveau

périphérique. Il a été détecté sur la membrane des plaquettes (Talvenheimo et Rudnick, 1980),

celle des cellules du tractus intestinal (Wade et al., 1996) et des glandes surrénales (Schroeter

et al., 1997).

La cartographie du SERT, chez le Rat, a été réalisée par des études d�autoradiographie

quantitative en utilisant de la [3H]-paroxétine. Elles ont permis de montrer que la plus forte

densité du transporteur sérotoninergique est localisée dans le noyau dorsal du raphé, les

noyaux basolatéraux de l�amygdale et le cerveau médian (respectivement, 872, 632 et 506

fmol/mg de protéines par exemple selon Hrdina et al., 1990). De fortes densités de SERT (400

fmol /mg de protéines) ont été également détectées dans les noyaux du thalamus, les noyaux

dorsomédians de l�hypothalamus et dans certaines régions du cerveau médian et de la

substance noire réticulée. A contrario, de faibles densités de SERT ont été détectées dans les

ganglions de la base (200-250 fmol/mg de protéine). Une étude d�hybridation in situ chez le

Rat, utilisant un oligonucléotide synthétique radiomarqué a montré que contrairement aux

noyaux raphé caudal linéaire, raphé magnus, raphé pontis, raphé pallidus et raphé obscurus, le

noyau du raphé médian présente un marquage intense indiquant que le SERT est

principalement localisé sur la membrane des  neurones 5-HT (Fujita et al., 1993).

Les études post-mortem effectuées sur le cerveau humain en utilisant soit de la

[3H]paroxétine, soit du [3H]citalopram montrent une distribution du SERT généralement

similaire à celle trouvée chez le Rat (Cortés et al., 1988 ; Duncan et al., 1992), même si des

différences régionales apparaissent entre les deux espèces. Par exemple, dans les noyaux

arqués et ventromédians de l�hypothalamus ou les noyaux corticaux amygdaliens, la densité

de SERT est beaucoup plus importante chez l�Homme que chez le Rat. Au contraire, dans les

noyaux basolatéraux de l�amygdale, la quantité de SERT retrouvée est plus grande dans le
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cerveau de Rat que dans celui de l�Homme (Olivier et al., 2000). L�expression de l�ARNm

codant pour le SERT humain, analysée en utilisant une sonde oligonucléotidique antisense

marquée, a mis en évidence de forts signaux d�hybridation dans les noyaux du raphé médian

et du raphé dorsal tandis que le signal dans le noyau du raphé caudal linéaire est légèrement

plus faible (Austin et al., 1994). Au cours de la même étude, aucun signal d�hybridation n� a

pu être détecté dans la substance noire ou le locus coeruleus,.

Chez la Souris, la distribution du SERT dans le SNC a été étudiée en incubant des coupes

de cerveau de souris avec du [125I]RTI-55 et en utilisant la technique d�hybridation in situ

(Bengel et al., 1997). Les auteurs ont montré que la plus grande densité d�ARNm codant pour

le SERT était localisée dans le noyau du raphé médian ce qui renforce nos arguments selon

lesquels la voie sérotoninergique corps cellulaires du raphé médian/terminaisons

hippocampiques et récepteurs 5-HT1B est bien plus intéressante dans le mécanisme d�action

des IRSS chez la souris (voir discussion p 272). Les données concernant l�autoradiographie

indiquent que, contrairement à la cartographie du SERT obtenue chez le Rat (Hrdina et al.,

1990 ; Cortés et al., 1988), des marquages intenses ont été retrouvés en dehors des noyaux du

raphé, et principalement dans la substance noire, le globus pallidus et les collicules supérieurs,

indiquant une innervation sérotoninergique différente entre les deux espèces. Par une

technique d�immunomarquage utilisant des anticorps dirigés contre la région C-terminale du

transporteur, Qian et al., (1995) ont décrit une densité importante de SERT dans les régions

recevant une innervation sérotoninergique comme le cortex frontal et les couches CA1 et CA3

de l�hippocampe. Les techniques d�hybridation in situ ont permis de révéler que le SERT était

présent dans le SNC de la souris à un stade de développement précoce de l�embryon [(E) 11]

(Hansson et al., 1999).
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re 5 - Topographie générale du transporteur monoaminergique

ransporteur monoaminergique est constitué de 12 segments transmembranaires liés par
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3.1.3.2. Structure et fonctionnement du transporteur de la sérotonine

Le SERT a d�abord été cloné in vitro chez le Rat puis chez l�Homme, la Souris, la

Drosophile et le Cochon d�Inde. La structure moléculaire du SERT déterminée à partir de la

surexpression du transporteur dans des cellules HeLa pour le Rat (Blakely et al., 1991 ;

Mayser et al., 1991), COS-I pour la Souris (Chang et al., 1996) et HeLa pour l�Homme

(Ramamoorthy et al., 1993 ; Lesch et al., 1993), révèle que dans ces trois cas, le transporteur a

une masse moléculaire relative de 70 kD et comporte 630 acides aminés. L�homologie de

séquence entre le SERT humain et celui du rat est de 92%, avec d�importantes différences

dans la région N-terminale. L�homologie est de 94% entre le SERT humain et le SERT de

Souris (Chang et al., 1996). Entre les deux espèces de rongeurs, l�homologie de séquence est

de 97%. Les SERTs humain et murin (SLC6A4) sont codés par un seul gène localisé

respectivement sur le chromosome 17q11.1-q12 et le chromosome 11. Le SERT humain est

codé par un gène de 24 kb et contient 13 exons codant et deux exons non codant (exons 1A et

exon 1B obtenus par épissage alternatif) situés en amont de l�exon 2 (Bradley et Blakely,

1997 ; Torres et al., 2003).

La plupart des modèles permettant de caractériser le fonctionnement du SERT, le présente

avec une structure monomérique. Mais de récentes études décrivent ce transporteur

monoaminergique sous forme de plusieurs unités associées (Jess et al., 1996 ; Kilic et

Rudnick, 2000). En effet, l�expression hétérologue de concatémères du SERT montrent une

activité de recapture aussi bien pour le dimère que pour le tétramère (Chang et al., 1998). Le

SERT, constitué sans doute d�oligomères, présente 12 segments transmembranaires dont

certains sont primordiaux pour la liaison des substrats exogènes ou pour son activité.

L�activité du SERT dépend d�un acide aminé présent dans le premier segment

transmembranaire (TM1), l�acide aspartique. Lorsque celui-ci est remplacé par de l�alanine,

de la glycine ou de l�asparagine, l�activité du transporteur est abolie et son affinité pour des

composés comme la cocaïne est diminuée (Barker et al., 1999). Ces résultats suggèrent que le

segment TM1 soit crucial pour la reconnaissance du substrat, et ceci sans doute par une

interaction entre le groupement carboxyl et la charge positive du groupement amine de la 5-

HT. La construction d�un SERT chimérique, à partir du transporteur de Rat et celui de

l�Homme, a permis de mettre en évidence que le segment TM1 était aussi déterminant quant à

la sélectivité d�un IRSS, le citalopram, pour ce transporteur (Barker et al., 1998). Une autre

construction chimérique entre le SERT humain et celui d�un papillon Manduca sexta a révélé
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le rôle important du domaine amino terminal, incluant les segments TM1 et TM2 dans la

sensibilité à la cocaïne tandis qu�une construction chimérique entre le SERT humain et bovin

a permis d�identifier une Met180 (méthionine en position 180), une Tyr495 (tyrosine en

position 495) et une Phe513 (phénylalanine en position 513) comme des déterminants

moléculaires importants pour le blocage du transporteur par les antidépresseurs (Mortensen et

al., 2001). Lorsque le deuxième segment transmembranaire du SERT est remplacé par celui

du NET, une réduction très marquée de l�activité de recapture de la 5-HT est observée

montrant que ce segment TM2 est impliqué dans la sélectivité directement ou indirectement et

dans la translocation de son substrat (Smicun et al., 1999). L�utilisation de la substitution

d�une isoleucine par une cystéine a permis de conclure que le segment TM3 du SERT était

crucial pour la fixation et la translocation de substrats endogène (la 5-HT) et exogènes comme

la cocaïne (Chen et al., 1997). Le segment TM12 jouerait quant à lui un rôle important dans

l�affinité du SERT pour les antidépresseurs tricyliques et serait responsable de la différence de

sélectivité inter-espèces pour cette classe de médicaments. En effet, un seul acide aminé du

SERT humain, une phénylalanine en position (F586) serait crucial pour la haute affinité des

tricycliques (Barker et Blakely, 1996). Lorsque cet acide aminé du 12ème segment

transmembranaire est converti par mutagénèse dirigée en une valine (V586), acide aminé qui

à cette position est retrouvé chez le SERT de Rat, l�affinité pour les tricycliques augmente.

La fixation de la 5-HT par le transporteur nécessite au préalable un co-transport de sodium

et de chlore pour assurer la formation d�un complexe quaternaire. Une fois ce complexe

formé, un changement de conformation du transporteur permet à la 5-HT, au sodium et au

chlore d�être transloqués de l�extérieur du neurone vers l�intérieur avec une st�chiométrie de

1 :1 :1. Les études réalisées sur des fibroblastes surexprimant le SERT murin montrent que

l�ion chlore facilite la fixation de la 5-HT tandis que l�ion sodium permet la translocation de

la 5-HT fixée (Chang et Lam, 1998). Le retour du transporteur à son état initial est potassium-

dépendant. Après la dissociation de la 5-HT, du sodium et du chlore du transporteur, le

potassium intracellulaire est transloqué de l�intérieur du neurone vers l�extérieur où il se

dissocie du transporteur. Ce co-transport est un processus actif faisant intervenir une pompe

Na+/K+ ATPase. L�inhibition de la capture de la 5-HT par un antidépresseur, est la

conséquence d�une liaison compétitive de haute affinité de ce médicament avec un seul site

du transporteur, empêchant la liaison de la 5-HT sur son site de reconnaissance (Olivier et al.,

2000). Il a été démontré sur des fibroblastes surexprimant le SERT, que le mécanisme

d�action de l�imipramine était sodium indépendant, mais non chlore dépendant (Chang et

Lam, 1998).
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3.1.3.3. Régulation du transporteur

Les phénomènes de phosphorylation (kinases) et de déphosphorylation (phosphatases)

sont probablement des mécanismes importants de régulation de l�expression ou de

l�internalisation du transporteur. Le séquençage des acides aminés formant le SERT révèle la

présence de sites consensus pour la phosphorylation par des protéines kinases comme les

protéines kinases AMPc-dépendantes, les protéines kinases C (PKC) et les protéines kinases

Ca2+/calmoduline dépendantes montrant ainsi une possible régulation post-traductionnelle

(Torres et al., 2003). Ces enzymes sont fortement exprimés dans les neurones et moduleraient

la plasticité neuronale (Raymond et al., 1993a). Les effets de la PKC sur l�inactivation du

transporteur sont les mieux documentés. Par exemple, l�activation de la PKC dans des

systèmes in vitro exprimant le SERT, réduit l�activité du transporteur en diminuant son

expression à la surface de la cellule (Quian et al., 1997). Cependant, l�occupation du

transporteur par son substrat endogène, la 5-HT ou par l�amphétamine ou simplement par la

stauporine, un inhibiteur de la PKC, empêche la phosphorylation du SERT et l�inactive par

internalisation, i.e., le SERT disparaît de la membrane de la cellule par endocytose. Une des

questions qui reste en suspens concerne la nécessité de la phosphorylation pour permettre

l�internalisation du transporteur, puisque l�absence dans le SERT de site consensus de la PKC

n�empêche pas son internalisation (Sakai et al., 1997). En utilisant des cellules humaines

HEK-293 transfectées avec le transporteur hSERT, il a été démontré que des protéines kinases

autres que la PKC, comme les kinases A (PKA) ou G (PKG), pouvaient phosphoryler le

transporteur (Ramamoorthy et al., 1998). Le transporteur serait ainsi une phosphoprotéine

dont le phénomène de phosphorylation jouerait un rôle capital dans sa régulation

(Ramamoorthy et al., 1998).

L�implication et la fonction des sites de N-glycosylation du SERT ont aussi été étudiées.

Des séquences consensus de N-glycosylation (Asn-X-Ser/Thr) ont été identifiés dans la

grande boucle extracellulaire entre les segments TM3 et TM4. Sur des cellules d�insectes Sf9,

transfectées avec le SERT, l�utilisation d�un inhibiteur de la N-glycosylation, la tunicamycine

indique que la N-glycosylation semble être importante pour l�expression normale du

transporteur à la surface des cellules, mais n�intervient pas dans la liaison ou la translocation

du substrat (Tate et al., 1994).

Enfin d�autres processus de régulations du transporteur ont été décrits, par la protéine

phosphatase 2A (PP2A) (Bauman et al., 2000), ou la protéine kinase GMPc-dépendante
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(Miller et Hoffman, 1994). La PP2A interagirait avec le SERT et par une approche

d�immunoprécipitation, Bauman et collaborateurs (2000) ont montré dans des broyats de tissu

de cerveau médian, que la PP2A pouvait être liée au SERT. De plus, la PPDA est

dynamiquement régulée par la PKC qui module l�activité du SERT. La protéine kinase-GMPc

dépendante provoque une augmentation de l�activité du SERT. En effet, Miller et Hoffman,

(1994) ont montré que la stimulation des récepteurs de l�adénosine A3 dans des cellules

RBL2H3 de Rat par de la 5�-N-caroxamidoadénosine provoquait une augmentation de la

capture de la 5-HT par le SERT. L�activation des récepteurs A3 entraînerait une élévation du

calcium qui après avoir stimulé en cascade la production de monoxyde d�azote (NO) et de

GMPc soluble, activerait une kinase GMPc-dépendante.

3.1.3.4. Transporteur sérotoninergique et polymorphisme génétique

Un polymorphisme de la région de contrôle transcriptionnel du SERT appelé 5-HTTLPR

pour « 5-HTT-linked polymorphic region », a été décrit pour le gène SLC6A4 codant pour le

SERT situé dans l�exon 1A du promoteur (Lesch et al., 1996). Ce polymorphisme serait

associé aux troubles anxieux et à la dépression. La région concernée par le polymorphique est

une séquence répétée unique, riche en bases nucléotidiques Guanine-Cytosine, de 14 à 16

éléments, plus rarement de 18 ou 20 éléments, localisée à 1 kb en amont de la région

initiatrice de transcription. Le polymorphisme consiste en 44 paires de bases insérées ou

délétées impliquant 6 à 8 éléments (Heils et al., 1996). L�étude d�une population de 505 sujets

américains dont 93% d�hommes, a révélé que 57% d�entre eux avaient l�allèle long (l) et 43%

l�allèle court (s) (Lesch et al., 1996). Ces variants 5-HTTLPR contribuent aux différences

d�expression du SERT et à sa régulation (Kim et al., 2000). Les études in vitro réalisées sur

des lymphoblastes humains et sur des plaquettes indiquent qu�un polymorphisme fonctionnel

dans la région du promoteur du gène SERT entraîne une réduction de l�expression de 25 à

50% (pour revue Murphy et al., 2001) (tableau 11). Il a aussi été démontré, lors d�études post

mortem, que chez les sujets homozygotes pour le variant « long » du 5-HTTLPR, la quantité

d�ARNm du SERT est plus importante que chez des sujets possédant un autre variant

génotypique (figure 6). Le variant « court » (allèle « s ») réduirait l�activité transcriptionnelle

du promoteur aboutissant à une expression faible du gène SLC6A4. Une étude utilisant

l�imagerie à résonance magnétique nucléaire (RMN) montre aussi que la présence d�une ou

deux copies de l�allèle « s » associée à une augmentation des comportements anxieux, se
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traduit par une augmentation de l�activité neuronale dans l�amygdale (Hariri et al., 2002). Ces

données ont une conséquence physiologique in vivo traduite par une altération de la recapture

de la 5-HT (Ogilvie et al., 1996)

Un second polymorphisme du gène codant pour le SERT concernent 17 paires de bases

(polymorphisme VNTR-17) et se trouvant dans l�intron 2 (système Stin2) a été identifié

(Lesch et al., 1994). Ce polymorphisme est composé de deux allèles communs (STin2.10 ;

Stin2.12) comprenant un nombre variable de séquences tandem répétées (entre 10 et 12) et

d�un autre allèle rare composé de 9 éléments répétés (Stin2.9) (MacKenzie et Quinn, 1999).

La présence de cet allèle rare du polymorphisme VNTR-17 serait corrélée à la survenue de

troubles unipolaires mais pas bipolaires (Ogilvie et al., 1996). Deux études montrent que la

fréquence d�apparition de ce polymorphisme est très importante dans les populations

américaine, européenne et africaine (Kunugi et al., 1996 ; Gelertner et al., 1997). Les

différences inter-individuelles de réponses observées chez les patients coréens déprimés

traités avec un IRSS (paroxétine ou fluoxétine) indiquent que les polymorphismes VNTR-17

et 5-HTTLPR peuvent affecter la réponse au traitement antidépresseur (Kim et al., 2000). Une

étude clinique récente réalisée chez des patients français atteints de troubles affectifs

bipolaires d�âge différent (âge moyen de 17, 27 et 46 ans), montre que chez les patients

porteurs du polymorphisme VNTR-17 (allèle Stin2.12) l�apparition de la pathologie serait

retardée (Bellivier et al., 2002).

Enfin, on a récemment identifié un polymorphisme rare appelé Leu255Me, dont

l�implication fonctionnelle reste à définir pour le SERT, ainsi qu�une délétion de 381 paires

de bases [del(17)(q11.2)] tissu spécifique présent dans 20 à 60% de l�ADN isolé du cerveau

humain (Lesch et al., 1999).

3.1.3.5. Apport des études utilisant des souris mutées privées de transporteur de

la sérotonine dans la compréhension des effets des antidépresseurs

Les souris n�exprimant pas le transporteur de la 5-HT (souris KO SERT -/-) représentent

un formidable outil pour étudier le rôle de ce transporteur in vivo. Les études neurochimiques

chez ces souris KO SERT -/- montrent une multiplication par 6 des concentrations

extracellulaires de 5-HT accompagnée d�une diminution de 60 à 80% des concentrations

tissulaires de ce même neurotransmetteur dans le cerveau médian, le cortex frontal,

l�hippocampe, et le striatum (Bengel et al., 1998). A ce jour, il n�existe pas d�étude de
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microdialyse in vivo chez ces souris KO SERT -/-. Chez ces souris mutantes, l�élévation

persistante de 5-HT altère la réponse des récepteurs sérotoninergiques. En effet, chez ces

souris KO SERT -/-, tandis qu�une première étude d�électrophysiologie démontrait que les

récepteurs 5-HT1A pré- et postsynaptiques seraient désensibilisés (Gobbi et al., 2001), une

autre étude utilisant du WAY100635 montre que seuls les récepteurs 5-HT1A présynaptiques

seraient désensibilisés. Li et collaborateurs (1999), en utilisant la technique

d�autoradiographie avec deux marqueurs, l�un tritié ([3H]8-OH-DPAT), l�autre iodé

([125I]MPPI) sur des coupes de raphé dorsal et d�hypothalamus, ont montré une baisse

significative de la densité des récepteurs 5-HT1A présynaptiques. Les quantités d�ARNm

codant pour les sous-types de récepteurs 5-HT1A et 5-HT1B sont également modifiées chez les

souris mutées dépourvues du SERT. Une baisse significative des quantités d�ARNm codant

pour le récepteur 5-HT1A dans les noyaux du raphé (Mannoury La Cour et al., 2001) et

d�ARNm codant pour le récepteur 5-HT1B dans la substance noire a été observée (Fabre et al.,

2000) ainsi qu�une diminution du couplage de ces deux sous-types de récepteurs 5-HT1. Elle

est accompagnée d�une absence de réponse à l�ipsapirone, un agoniste partiel des récepteurs

5-HT1A, et au GR 127935, un antagoniste des récepteurs 5-HT1B (Fabre et al., 2000). En outre,

chez ces souris, la densité des récepteurs 5-HT2A postsynaptiques est plus faible dans le

claustrum, le cortex cérébral et le striatum latéral (Rioux et al., 1999). On observe, lors d�une

administration de 8-OH-DPAT, une altération des effets hypothermiques et neuroendocriniens

(faible augmentation des concentrations plasmatiques d�ocytocine et de corticostérone) chez

les KO SERT (Li et al., 1999).

Toutes ces données tendent à prouver que chez les KO SERT, soit la densité de

l�autorécepteur 5-HT1A est diminuée, soit ce récepteur est désensibilisé; la régulation du

récepteur postsynaptique semble être beaucoup plus complexe, dépendant en majeure partie

de l�aire cérébrale et du sous-type de récepteur de la 5-HT étudiés. Les effets

hyperlocomoteurs du MDMA sont annulés chez souris KO SERT -/-, et ceux d�une dose forte

de d-amphétamine sont inchangés (Bengel et al., 1998). Les profondes altérations

neurochimiques observées chez les souris mutantes montrent que le transporteur membranaire

joue un rôle crucial dans l�homéostasie présynaptique à deux niveaux : en diminuant la

quantité de 5-HT libérée dans la fente synaptique et en restaurant les réserves de ce

neurotransmetteur (Gainetdinov et Caron, 2003). Les études comportementales réalisées dans

un modèle animal d�anxiété, le test de l�enceinte à double compartiments, indiquent que ces

souris mutantes ont une anxiété accrue comparée à leurs congénères non mutées (Wichems et

al., 2000). Enfin, ces souris KO SERT-/- présentent un comportement particulier : on observe
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une diminution de leur activité locomotrice dans leur cage individuelle, accompagnée d�une

réduction de l�agressivité lorsqu�elles rentrent en contact avec un intrus (Holmes et al., 2002).

Figure 6 � Structure du gène du transporteur humain et de ses régions de contrôles

transcriptionnelles

Le promoteur du gène codant pour le transporteur de la sérotonine est défini par un motif

« TATA-like », des motifs de liaisons aux facteurs de transcription incluant AP1, AP2, SP1 et

un motif « CRE-like » entourant l�exon 1B. Les positions des différents polymorphismes liés

au transporteur de la sérotonine (5-HTTPLR), la délétion de 381 pb [del(17)(q11.2)] ainsi que

la localisation d�une séquence variable répétée en tandem (VNTR-17) et le variant structural

(Leu255Met) sont reportés.

D’après Lesch, 2001
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Tableau 11 � Comparaison de la réduction du transport de la sérotonine, de sa liaison au

transporteur et de la quantité d�ARNm de différents génotypes du transporteur

humain et murin de la sérotonine

D’après Murphy et al., 2001

mSERT -/- vs. mSERT +/+ hSERT s/s; s/l vs. hSERT l/l

Cerveau Lymphoblastes Cerveau Plaquettes

Recapture de la [3H]-5-HT

Fixation au transporteur

ARNm du SERT

-44%##

-50%##

N/A

-48%**

-36%**

-35%**

N/A

-45%***

-51%***

-27**

ns

N/A

mSERT: transporteur sérotoninergique murin; hSERT: transporteur sérotoninergique humain ;

SERT s/s : génotype homozygote court pour le SERT, SERT s/l : génotype hétérozygote court

pour le SERT ; SERT l/l : génotype homozygote long pour le SERT.

## (p<0,01): différence statistiquement significative entre le groupe de souris ayant

n�exprimant pas le transporteur de la sérotonine (mSERT -/-) et les souris contrôles (SERT

+/+).

** (p<0,01), *** (p<0,001) : différence statistiquement significative entre une population

d�Hommes ayant le génotype l/l du polymorphisme 5-HTTPLR et les populations ayant le

génotype s/s ou s/l.

N/A : non étudié



70

3.2. Rappel de quelques éléments concernant le système
noradrénergique central

3.2.1. Synthèse, libération, inactivation, localisation et rôle physiologique de la

noradrénaline

La noradrénaline (NA) appartient à une famille de neurotransmetteurs appelée « les

catécholamines » qui inclut l�adrénaline et la dopamine. Tous ces composés sont dérivés de la

phényléthylamine. Présente dans le système nerveux central où elle agit comme un

neuromédiateur ou comme un neuromodulateur, elle est également présente dans le système

nerveux périphérique comme neuromédiateur des ganglions sympathiques et, dans les glandes

médullosurrénales, comme hormone. La noradrénaline est synthétisée dans la terminaison du

neurone, à partir d�un acide aminé, la tyrosine, captée activement dans les neurones

catécholaminergiques à l�exception de certains neurones noradrénergiques, où seule la DA en

est le précurseur (figure 7). La synthèse de la NA nécessite trois enzymes, la tyrosine

hydroxylase, la DOPA-décarboxylase et la dopamine β-hydroxylase (figure 7). Seule la

dernière étape s�effectue dans les vésicules synaptiques. La tyrosine hydroxylase est l�enzyme

limitante de la synthèse de NA ; des concentrations trop élevées de NA limitent la synthèse de

cette enzyme. La NA est ensuite stockée dans des vésicules jusqu�à sa libération au passage

de l�influx nerveux. La libération de la NA fait intervenir un mécanisme calcium-dépendant.

La dégradation de la NA met en jeu plusieurs mécanismes (Stahl, 2002). Le premier implique

dans le système nerveux central, un phénomène actif, qui fait intervenir un transporteur

transmembranaire spécifique de la NA. Les deux autres mécanismes impliquent deux

enzymes : la MAO intramitochondriale, intracellulaire, et la catéchol-O-méthyl transférase

(COMT), extracellulaire. Ces enzymes transforment la NA en métabolites tels que la

normétanéphrine (NME) ou le 3-méthoxy-4-hydroxyphénylglycol (MHPG) qui sont

transférés dans le liquide céphalorachidien, puis dans le sang et éliminés dans les urines.

Le système central noradrénergique est constitué de corps cellulaires concentrés dans deux

régions principales du tronc cérébral, la région du pont (le locus coeruleus) et celle du bulbe

(l�aire tegmentale latérale). Le groupe de cellules A4, A6 (faisceau noradrénergique dorsal)

est situé dans les noyaux du locus coeruleus (LC) (Dahlström et Fuxe, 1965). Cette structure

est le site de la majeure partie des neurones noradrénergiques d�où partent des faisceaux de

fibres ascendantes vers le cortex frontal, l�hippocampe, l�amygdale, le cervelet, et des fibres
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descendantes vers la moelle épinière. Des efférences partant de l�aire tegmentale latérale

(correspondant au groupe de cellules A1, A2, A5 et A7) forment le système noradrénergique

ventral d�où partent des projections vers l�hypothalamus, vers les aires du septum mais aussi

vers les noyaux de l�amygdale. Les corps cellulaires présents dans les noyaux du tractus

solitaire forment le groupe A2 (figure 8). Les projections noradrénergiques les plus

importantes concernant les fonctions physiologiques proviennent d�un ensemble de cellules

du LC et remontent du tronc cérébral pour innerver le thalamus, l�hypothalamus dorsal,

l�hippocampe et le cortex (Gaspar, 1995).

Depuis les années 1960, le rôle de la NA n�a cessé d�être exploré dans les pathologies

touchant les troubles de l�humeur, pour étayer le mécanisme d�action des antidépresseurs.

(Leonard, 1997). Ceci est sans doute dû au fait que la première génération d�antidépresseurs,

les tricycliques, augmentait les concentrations de NA. Les antidépresseurs ont un impact sur

la décharge neuronale des neurones du LC chez le rat anesthésié (Valentino et al., 1990). La

noradrénaline et le locus coeruleus ont aussi une influence importante sur le contrôle par le

système nerveux central de la cognition, de l�humeur, des émotions, de la motricité et de la

pression artérielle. D�ailleurs, un dysfonctionnement de ces noyaux serait en cause dans des

troubles situés au carrefour de l�humeur et de la cognition tels que la dépression, l�anxiété, les

troubles du traitement de l�attention et de l�information (Stahl, 2002). Deux systèmes

noradrénergiques ventral et dorsal semblent être impliqués dans la psychologie de la

motivation, des pulsions, dans le mécanisme de récompense et dans le sommeil paradoxal

(rapid eye movement sleep, REM). Les différentes voies NA agissent chacune sur une

fonction physiologique différente (figures 9 et 10).
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igure 7 � Voies de biosynthèse et d�inactivation de la noradrénaline

a tyrosine hydroxylase est l�enzyme de l'étape limitante de la synthèse de noradrénaline. Elle

st soumise à un rétro-contrôle négatif par les concentrations intracytoplasmiques de

oradrénaline.
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igure 8 � Représentation schématique des différentes voies noradrénergiques du

erveau de Rat

a plupart des corps cellulaires des neurones noradrénergiques cérébraux sont localisés dans

e tronc cérébral, dans un noyau appelé le locus coeruleus. On suppose que c�est un

ysfonctionnement du locus coeruleus qui sous tend les troubles dans lesquels l�humeur et

ognition sont impliquées, comme la dépression, l�anxiété ainsi que les troubles de l�attention

t du traitement de l�information.
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igure 9 � Structures cérébrales impliquées dans les effets de la noradrénaline

 existe dans le cerveau, de nombreuses voies noradrénergiques spécifiques, chacune agissant

r une fonction physiologique différente. Par exemple, une projection du locus coeruleus sur

 cortex frontal pourrait être responsable de l�action régulatrice de la NA sur l�humeur.

’après Stahl, 2002
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3.2.2. Classification et rôles des récepteurs noradrénergiques

3.2.2.1. Classification des récepteurs NA

Les récepteurs noradrénergiques sont dissociés en deux grandes familles avec les

récepteurs α- et β-adrénergiques. A ce jour, sont regroupés dans la famille des récepteurs α

adrénergiques deux grands types, les récepteurs α1 et α2 composés chacun de 3 sous-types.

Concernant les récepteurs, β-adrénergiques, on distingue 4 sous-types de récepteurs β1, β2, β3

et β4. Les deux derniers sous-types de récepteurs cités ont principalement une fonction

cardiaque ou plus généralement une fonction sur le muscle lisse ou le tissu adipeux. Dans les

tableaux 12, 13, 14 sont reportés les 10 sous-types de récepteurs adrénergiques connus.

Aujourd�hui, sur les neuf adrénorécepteurs clonés, huit ont été identifiés dans le système

nerveux central de Rat : α1A, α1B, α1D, α2A, α2B, α2C, β1 et β2 (Bylund et al., 1994 ; Ford et al.,

1994). Ils sont tous membres de la famille des récepteurs métabotropiques et donc des

récepteurs à 7 domaines transmembranaires couplés à des protéines G.

Ayant utilisé au cours de mes différents travaux de thèse, uniquement des molécules

ayant une affinité pour les récepteurs α2, je décrirai plus en détail uniquement ce sous-type de

récepteur noradrénergique.

3.2.2.2. Les sous-types de récepteurs alpha2 adrénergiques

La classification des récepteurs α2 repose sur les résultats d�études de liaison ligand-

récepteur et sur leurs implications physiologiques dans certains tissus ou lignées cellulaires

(Bylund, 1992). A ce jour, trois sous-types de récepteurs α2 ont été clonés : α2A, α2B, α2C. Le

récepteur α2A, contrairement au récepteur α2B présente une faible affinité pour la prazosine et

une forte affinité pour l�oxymétazoline (Bylund et al., 2000). Le récepteur α2C, bien qu�ayant

le même type d�affinité pour la prazosine et l�oxymétazoline que le récepteur α2B, se distingue

pharmacologiquement de ce dernier pour son affinité pour la rauwolscine.

Les données expérimentales indiquent qu�au niveau du SNC, les récepteurs α2

adrénergiques interviennent dans des réponses physiologiques et pharmacologiques aussi

vafriées que les mécanismes de régulation de la pression artérielle, l�antinociception, le

contrôle de la température corporelle, les fonctions cognitives et l�humeur. Le récepteur α2A,
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α−adrénorécepteur le plus abondant, est largement distribué aussi bien dans le SNC que dans

le système nerveux autonome à la pépiphérie (Lähdesmäki et al., 2002). Les études

d�hybridation in situ réalisées chez le Rat montrent que le récepteur α2A a d�abord été identifié

dans la VIème couche du cortex cérébral, puis dans les noyaux paraventriculaires de

l�hyptohalamus, dans les noyaux du tractus solitaire, dans la formation réticulaire médullaire,

le locus coeruleus et le thalamus (Nicholas et al., 1993). Une autre étude réalisée la même

année décrit une présence d�ARNm codant pour le récepteur α2A dans le bulbe olfactif et le

cervelet (McCune et al., 1993). Il semblerait que la quantité d�ARNm du récepteur α2A soit la

plus abondante dans le locus coeruleus (Scheinin et al., 1994). L�ARNm codant pour les

récepteurs α2B-adrénergiques a uniquement été retrouvé, dans le SNC, dans le thalamus,

(Scheinin et al., 1994). Ces récepteurs sont principalement exprimés à la périphérie et

notamment dans le rein, le foie, le poumon, le c�ur et les vaisseaux. Les adrénorécepteurs

α2C, sont présents dans les bulbes olfactifs, le cortex cérébral, la formation hippocampique, le

striatum et la racine dorsale ganglionnaire (Nicholas et al., 1996). Chez la Souris, la

distribution de l�ARNm codant pour les trois sous-types de récepteurs α2 présente beaucoup

de similarité avec celle observée chez le Rat, hormis quelques exceptions comme dans la

substance noire où l�ARNm du récepteur α2A est détecté uniquement chez la Souris ou

comme pour l�ARNm du récepteur α2B que l�on trouve dans le caudé-putamen de Souris mais

pas de Rat (Wang et al., 1996). Les études d�immunohistochimie utilisant des anticorps

radiomarqués montrent une présence des récepteurs α2A dans la région du tronc cérébral où

l�on retrouve les corps cellulaires (Rosin et al., 1993). Concernant le récepteur α2C, une

immunoréactivité a été détectée dans le cortex cerebelleux et le striatum (McCune et al.,

1993).

Les trois récepteurs alpha2 adrénergiques, contrairement à leur homologue α1-

adrénergique, sont associés à une inhibition de l�adénylate cyclase ; cet effet est médié par

une protéine G inhibitrice. Dans de nombreux tissus, on a démontré un lien entre ces

récepteurs et la stimulation de l�influx calcique, l�activation de canaux potassiques, la

phospholipase A2 et l�échangeur Na+/H+ (Bylund et al., 1994).

Le rôle des différents sous-types de récepteurs α2-adrénergiques sur des modèles

comportementaux est difficile à explorer puisqu�il n�existe pas de ligands sélectifs capables

d�activer ou de bloquer chacun des trois sous-types (Björklund et al., 1998). Ainsi, le rôle de

ces récepteurs α2A, α2B, α2C a été étudié en contruisant des souris sur-exprimant

(transgéniques) ou au contrairement n�exprimant pas (KO mutées) un des sous-type de
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récepteurs α2-adrénergiques. En comparaison avec des souris non mutées, les souris

dépourvues du récepteur α2A (KO α2A) présentent des altérations phénotypiques

caractéristiques : une tachycardie, une élévation de la pression artérielle, une élévation des

concentrations plasmatiques de NA et une augmentation du turn-over de NA dans

l�hippocampe et une piloérection (Lähdesmäki et al., 2002). L�utilisation de ces souris dans

différents modèles animaux tels que le test du labyrinthe en croix élevé ou l�open field montre

que l�absence du récepteur α2A provoque une augmentation du comportement d�anxiété

accompagné d�un rythme diurne anormal (Lähdesmäki et al., 2002). Le récepteur α2C, joue un

rôle dans la modulation du comportement de réactivité (introduction dans un nouvel

environnement), dans l�agressivité, l�hyperactivité locomotrice induite par l�amphétamine. Ce

récepteur intervient aussi en modulant la réponse dans les modèles murins basés sur

l�apprentissage et la mémoire. Les souris tissu-spécifique sur-exprimant le récepteur α2C

(souris OE α2C) sont plus sensibles à l�hypothermie induite par la dexmédétomidine que leurs

congénères non mutés. Ces dernières sont plus sensibles que les souris KO α2C -/- (Sallinen et

al., 1997). L�utilisation de ces souris dans le Morris Water Maze suggère que la synthèse

d�agonistes dépourvus d�activité α2C-adrénergiques puisse améliorer les capacacités

mnésiques (Björklund et al., 1998). Il a aussi été montré que chez des souris KO α2C -/-,

l�agressivité semblait accrue (Sallinen et al., 1998).

L�activation des neurones du LC innervant le système limbique et le cortex entraîne une

libération de NA qui agit sur une variété de sous types de récepteurs adrénergiques

postsynatiques incluant les récepteurs α1, α2, β1, β2. La présence du sous type de récepteur α2

en tant qu�autorécepteur somatodendritique lui confère des propriétés inhibitrice sur l�activité

électrique du neurone alors que le récepteur α1, qui peut être présent en tant

qu�hétérorécepteur aurait une action facilitatrice, i.e. en augmentant l�activité éléctrique.

Puisque l�activation de ces récepteurs inhibe la libération de NA. Des études pré-cliniques

montrent que lorsque un antagoniste α2 (idazoxan) est combiné à un antidépresseur

(désipramine), une potentialisation de l�effet antidépresseur, traduite par une augmentation

des concentrations extracellulaires de NA, est observée (Nutt et 1997). En fait, ce système

agirait comme le récépteur 5-HT1A pour le système 5-HT, en activant un rétro-contrôle négatif

afin de limiter l�augmentation des concentrations extracellulaires de NA (Lacroix et al.,

1991). Dans le LC, la NA peut aussi être libérée au niveau des projections neuronales. La

libération du neurotransmetteur peut interagir avec les récepteurs α2 présents sur les corps

cellulaires des neurones noradrénergiques. La conséquence de ce phénomène est une
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inhibition de l�activité de décharge du neurone, représentant de ce fait un second mécanisme

de rétrocontrôle inhibiteur (Nutt, 2002). Enfin chez le Rat, les études de microdyalise in vivo

ou d�électrophysiologie indiquent que les récepteurs α2, après un traitement chronique

d�antidépresseurs, semblent désensibilisés dans le cortex (Invernizzi et al., 2001)

l�hippocampe (Szabo et Blier, 2001) ou le LC (Mateo et al., 2001) justifiant le délai d�action

de ces antidépresseurs (réboxétine, citalopram, .

 Tableau 12 � Classification des récepteurs α1-adrénergiques

D’après Bylund et al., 2000

α1A- adrénergique α1B- adrénergique α1D- adrénergique

Ancien nom

Agonistes sélectifs

Antagonistes sélectifs (pKB)

Marqueurs radioactifs

Couplage

Chromosome

Information structurale

Protéine (acides aminés)

α1A, α1C

oxymétazoline

A61603

±niguldipine (9,5-10,5)

5-méthylurapidil

prazosine (9-10)

SNAP5089

Rec152739

RS17053

SB216469

Ro700004

KMD3213

[3H]-prazosine

[125I]-HEAT

Gq/11-IP3/DAG

Ch. 8

7TM

h466

r466

α1B

-

prazosine (9-10)

chloroéthylclonidine (non sélectif)

[3H]-prazosine

[125I]-HEAT

Gq/11-IP3/DAG

Ch. 5

7TM

h519

r515

α1A, α1a/d

noradrénaline

adrénaline

phenyléphrine

oxymétazoline

A61603

prazosine (9-10)

BMY7378 (8,0)

SKF105854

[3H]-prazosine

[125I]-HEAT

Gq/11

Ch. 20

7TM

h572

r561

s562
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Tableau 13 � Classification des récepteurs α2-adrénergiques

D’après Bylund et al., 2000

α2A-adrénergique α 2B-adrénergique α 2C-adrénergique

Ancien nom

Agonistes sélectifs

Antagonistes sélectifs (pKB)

Marqueurs radioactifs

Couplage

Chromosome

Information structurale

Protéine (acides aminés)

α2-C10, RG20

oxymétazoline

guanfacine

méthylnoradrenaline

clonidine

UK14304

dexmédetomidine

adrénaline

noradrénaline

erythro-α-methylnoradrénaline

clonidine

phenyléphrine

BRL44408

BRL48962

prazosine

yohimbine

rauwolscine

[3H]-rauwolscine

[3H]-RX821002

[3H]-UK14304

[125I]-iodoclonidine

Gi/o-↓AMPc

Ch. 10q23-25

7TM

h450

r450

α2-C2, RNG

methylnoradrénaline

clonidine

UK14304

dexmédétomidine

imiloxan

prazosine

yohimbine

[3H]-rauwolscine

[3H]-RX821002

[3H]-UK14304

[125I]-iodoclonidine

Gi/o-↓AMPc

Ch. 2

7TM

h450

r453

s455

α2-C4,

methylnoradrénaline

clonidine

UK14304

dexmédétomidine

prazosine

yohimbine

rauwolscine

BRL44408

[3H]-rauwolscine

[3H]-RX821002

[3H]-UK14304

[125I]-iodoclonidine

Gi/o-↓AMPc

Ch. 4

7TM

h461

r458

s458
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Tableau 14 � Classification des récepteurs β-adrénergiques

D’après Bylund et al., 2000

1adénylate cyclase

β1- adrénergique β2- adrénergique β3- adrénergique β4- adrénergique

Ancien nom

Agonistes sélectifs

Antagonistes sélectifs (pKB)

Marqueurs radioactifs

Couplage

Chromosome

Information structurale

Protéine (acides aminés)

-

dénopamine

xamotérol

T0509

isoprénaline

dénopamine

xamotérol

aténolol (7,6)

bisoprolol (7,5)

betaxolol (8,5)

practolol (6,5)

CGP20712A (9,6)

[125I]-iodocyanopindolol

[3H]-CGP12177

[3H]-dihydroalprénolol

Gs-↑AMPc

Ch. 10q14-26

7TM

h477

r466

s466

-

salméterol

salbutamol

formotérol

terbutaline

fénoterol

procaterol

isoprénaline

ICI118551 (9,3)

[125I]-iodocyanopindolol

[3H]-CGP12177

[3H]-dihydroalprenolol

Gs-↑AMPc

Ch. 5q31-32

7TM

h413

r418

s418

β-adrenocepteur atypique

BRL37344

CGP12177

CL316243

isoprotérénol

SR59230A

bupranolol

ICI118551 (5,9)

SR52930 (8,2-8,8)

[125I]-iodocyanopindolol

[3H]-CGP12177

[3H]-dihydroalprénolol

stimulation de l�AC1

inhibition de l�AC1

Ch. 8p11-12

7TM

h408

r400

s400

-

CGP12177

iodocyanopindolol

pindolol

carazolol

bupranolol

CGP20712A

[3H]-CGP12177

Gs-↑AMPc

-

-

-
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3.2.3. Le transporteur noradrénergique

Le transporteur de la noradrénaline est un acteur de l�épisode majeur dépressif puisqu�il

est la cible de nombreux antidépresseurs et que son expression dans le cerveau semble varier

entre des patients déprimés et des patients sains (Klimek et al., 1997). En effet, cette étude

post mortem réalisée chez des patients atteints d�épisode dépressif majeur montre une

diminution de liaison de la [3H]nisoxétine au NET indiquant une possible « downregulation »

fonctionnelle dans le LC suite à une insuffisance du substrat endogène, la NA. Le NET est la

cible pharmacologique de nombreux antidépresseurs comme la nisoxétine (développement

arrêté au cours des essais cliniques), la réboxétine, la viloxazine, la nomifensine, le

mazindole, le talsupram, un analogue du citalopram et de nombreux inhibiteurs du NET

dérivés de la structure chimique des tricycliques.

3.2.3.1. Distribution dans le système nerveux central

La distribution du NET, que ce soit dans le cerveau humain ou de Rat, a été étudiée par

autoradiographie quantitative en utilisant de la [3H]-nisoxétine (Tejani-Butt, 1992 ; Ordway et

al., 1997). Dans le cerveau de Rat, le marquage de NET par de la [3H]-nisoxétine montre que

la quantité de transporteur la plus importante a été retrouvée dans le LC (1526 fom/mg de

protéine), le noyau antéroventral du thalamus ainsi que dans les noyaux des stries terminales

et dans les noyaux dorso-médians de l�hypothalamus. Alors qu�une densité importante a aussi

été identifiée dans les noyaux paraventriculaires de l�hypothalamus, du thalamus, du gyrus

dentelé de l�hippocampe, la densité de NET dans le caude putamen semble faible (Tejani-

Butt, 1992). La protéine et son ARNm seraient co-localisés, chez le Rat dans leLC puisqu�on

retrouve par hybridation in situ de l�ARNm codant pour le NET (Lorang et al., 1994). Les

études d�immunohistochimie chez le Rat ont permis d�identifier la présence du NET dans les

corps cellulaires, les dendrites et les axones afférent dans l�hippocampe et du cortex

(Schroeter, 2000), mais ont aussi permis de montrer que le NET était associé à la structure

tubulo-vésiculaire d�organites intracellulaires. Comme pour le SERT, le NET a aussi été

retrouvé à la périphérie dans les neurones du système nerveux sympathique, dans les glandes

médullo-surrénales, dans l�intestin et le placenta (Eisenhofer, 2001). Une revue de la
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littérature montre que le NET est exprimé très précocément chez l�embryon, aussi bien dans

les tissus périphériques que centraux (Sieber-Blum et Ren, 2000).

Chez l�Homme l�ARNm codant pour le NET a été identifié principalement dans les

noyaux du LC, aire cérébrale où sont présentes la plus grande partie des neurones

noradrénergiques (Eymin et al., 1995). Sa distribution dans le LC et les noyaux du raphé a été

étudiée par Ordway et collaborateurs (1997). Cette étude d�autoradiographie quantitative

révèle que la quantité NET semble, inégalement distribué tout au long de l�axe rostro-caudal

du LC et du noyau du raphé dorsal. La densité du NET dans le raphé dorsal est tout de même

supérieure à celle retrouvée dans le LC.

3.2.3.2. Structure et fonctionnement du transporteur de la noradrénaline

La comparaison de la séquence d�acides aminés du NET avec celle de l�acide γ-

aminobutyrique (GABA) a montré des similitudes (46%) et a permis de mettre à jour une

nouvelle famille de gènes codant pour le transporteur de neurotransmetteur (Blakely et al.,

1994). Le NET a été le premier des transporteurs monoaminergiques à être caractérisé et

cloné chez l�Homme (Pacholczyk et al., 1991). Il fut ensuite cloné chez le Bovin et le Rat

(Brüss et al., 1997). Le transporteur humain, formé de 617 acides aminés est codé par un gène

(SLC6A2) de 45 kb constitué de 14 exons et localisé sur le chromosome 16 (16q12.2.)

(Porzgen et al., 1995). Chez la souris, le NET a été localisé au niveau du chromosome 8. Il

existe un fort degré de conservation dans l�alignement des séquences d�acides aminés des

transporteurs humain et de Rat (rat versus humain : 93%).

La présence d�un facteur de transcritpion appartenant à la famille du type « leucine

zipper », présent au niveau du TM2 chez les trois types de NET, humain bovin et rongeurs,

suggère la possibilité de formation d�oligomères actifs. L�affinité de la NA pour son

transporteur résiderait au niveau des boucles TM1-TM3 et TM10-TM11, suggérant que des

résidus dans les deux régions puissent interagir. Les domaines impliqués dans la translocation

des substrats inclueraient les domaines TM4-TM8 (Buck et Amara, 1994). Giros et

collaborateurs (1994), en développant une construction chimérique entre le NET(rat) et le

DAT(humain) et en l�exprimant dans des cellules COS-7, a pu montrer des motifs de liaison et

de translocation différents. Les régions allant du domaine N-terminal jusqu�aux segments

TM1-TM5 sont considérées comme responsables de la translocation et de la dépendance
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ionique. Entre les domaines TM6 et TM8, une région très importante pour l�affinité de la

cocaïne et des ADTs a été identifiée (Giros et al., 1994), alors qu�une région incluant le

domaine TM9 et allant jusqu�à la région C-terminale semble être responsable de la

stéréosélectivité et de l�affinité du transporteur pour des substrats comme les antidépresseurs,

l�amphétamine ou la cocaïne. De même que pour le SERT, le remplacement d�un acide

aspartique par une alanine, une glycine ou une asparagine, abolit l�activité du transporteur

noradrénergique. La construction d�un transporteur chimère entre le DAT de Rat et le NET

humain a permis de conclure que les domaines TM5 et TM7 étaient importants pour l�affinité

du NET humain pour les inhibiteurs sélectifs de la recapture de la NA comme la désipramine

et la nisoxétine. La région incluant les domaines TM1-3 est aussi impliquée dans la liaison de

la désipramine et de la nisoxétine (Buck et Amara, 1995).

La stoechiométrie nécessaire à la translocation de la NA par le NET est différente de celle

nécessaire pour le SERT. En effet, alors qu�il y a une sortie de potassium pour le co-transport

de la 5-HT, le transport de la NA nécessite seulement du sodium et du chlore (NA, Na+, Cl- =

1 : 1 : 1).

3.2.3.3. Régulation du transporteur

Les sites de phosphorylation et de déphosphorylation sur le NET participent probablement

à un système de régulation complexe permettant l�augmentation ou la diminution de la

capture de la NA (Olivier et al., 2000). Les deux NET (Homme, Rat) ont un site de

phosphorylation par la PKC situé sur la deuxième boucle intracellulaire. Chez le Rat, on

retrouve aussi sur le segment C-terminal un site de phosphorylation par la PKC et un site de

phosphorylation à la caséine kinase II. Dans des cellules HEK293 et LLC-PK1 où le NET à

été transfecté, il a été montré que l�activation de la PKC par le β-PMA et le PDBu (phorbol-

12,13-dibutyrate), deux phorbolesters, provoquait une diminution significative de la recapture

de la NA par le hNET transfecté et ceci sans affecter l�affinité du neurotransmetteur pour son

transporteur (Asparsundaram et al., 1998). Lors de la même étude, l�utilisation de

transporteurs hNET immunomarqués par des anticoprs N430, montre que le β-PMA provoque

une internalisation du transporteur, phénomène que l�on peut bloquer par de la stauporine. Le

transporteur de la NA est aussi régulé par exemple par le Ca2+ et la calmoduline Kinase

(CAMK II), le monoxyde d�azote ou l�éthanol (pour revue Zahniser et Doolen, 2001). Par

exemple, l�exposition de cellules PC12 exprimant le NET pendant 10 min à 1mM de Ca2+,

augmente la capture de la [3H]NA de plus de 700% (Uchida et al., 1998). En fait le Ca2+
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régulerait l�activité du NET par l�implication d�une CaMK II, qui elle le phosphorylerait. Le

monoxide d�azote serait lui aussi un élément régulateur du transporteur puisque un agoniste

du NO, le SNAP, diminue la capture de la [3H]NA (Kaye et al., 2000). Enfin, l�application

d�éthanol dans le cortex de Rat anesthésié, inhibe l�activité de recapture du NET (Lin et al.,

1993).

Le transporteur humain comporte trois sites de glycosylation situés sur la deuxième

boucle extracellulaire, tandis que le NET de Rat n�en contient que deux. En fait ces sites de

glycosylation se situent entre les segments TM3 et TM4 et comportent une asparagine 184

(Asn184), une Asn192 et une Asn198. Les effets de la glycosylation sur l�expression et

l�activité du NET ont surtout été étudiés par Nguyen et Amara (1996) et Melikian et al.,

(1996). La mutation de l�Asn192 et l�Asn198 par une glutamine dans des vecteurs

d�expression comme les cellules HeLa (Nguyen et Amara, 1996), montre une activité du NET

muté diminuée de deux fois alors qu�elle est diminuée de vingt fois lorsque les trois acides

aminés sont remplacés et ceci sans en affecter l�affinité de la NA ou de ligands comme la

désipramine ou la cocaïne pour le NET.

Il a été démontré in vivo et in vitro dans des modèles de lignées cellulaires qu�une

régulation hormonale influerait de façon chronique sur le gène codant pour le NET. In vitro,

sur des coupe d�hypothalamus de Rat, un traitement par de l�insuline (0,1 � 10 nM) diminue

la recapture de la [3H]NA (Figlewicz et al., 1993a ). De même un traitement chronique par de

l�insuline pendant 96 h sur des cellules PC12 réduit la capture de NA ainsi que la fixation de

[3H]désipramine sur le NET (Figlewicz et al., 1993a). In vivo, l�administration d�insuline chez

des Rats réduit de manière significative les concentrations d�ARNm codant pour le NET dans

le LC (Figlewicz et al., 1993b).

3.2.3.4. Transporteur noradrénergique et polymorphisme génétique

Le fait qu�un seul gène code pour le NET à la périphérie et au niveau du SNC signifie

qu�un polymorphisme peut influer sur la densité du NET (Blakely, 2001). Stöber et al., (1996)

ont décrit 13 variants pour le hNET dont cinq sont des substitutions d�acides aminés

(Val69Ile, Thr99Ile, Val245Ile, Val449Ile, et Gly478Ser) localisés respectivement au niveau

des segments TM1, TM2, TM4, TM9, TM10. Une étude de mutagénèse dirigée contre le
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hNET exprimé dans des cellules COS-7, a permis de reproduire les cinq variants, sans affecter

la puissance de recapture du transporteur de la NA. Cependant, la mutation Gly478Ser

diminuerait l�affinité du transporteur pour son substrat indiquant que la glycine en position

478 jouerait un rôle important dans la reconnaissance substrat / transporteur (Runkel et al.,

2000). Un sixième variant exonique, 1287G/A localisé dans l�exon 9, consiste en une

substitution silencieuse. Ce polymorphisme étudié dans une population adulte de caucasiens

ne semble pas jouer un rôle majeur dans la dépression, ni dans les comportements suicidaires

(Owen et al., 1999). Une autre étude réalisée chez des volontaires sains caucasiens dont du

LCR a été prélevé par ponction lombaire, révèle que les personnes ayant le variant 1287G/A

ont de fortes concentrations en MHPG, alors que les concentrations de 5-HIAA et l�HVA ne

semblent pas modifiées (Jönsson et al., 1998). Ainsi, le polymorphisme du NET a

principalement été impliqué dans des troubles cardio-vasculaires comme l�hypotension

orthostatique (Robertson, 1999). En fait, ce variant situé à proximité du variant 1287G/A,

semble le seul associé à une perte de fonction physiologique (Shannon et al., 2000). Cette

mutation résulterait de la substitution d�une guanine en cytosine. Ce changement de base

nucléotidique a pour conséquence de substituer une alanine par une proline au niveau d�une

région hautement conservée du segment TM9. Les études in vitro sur ce mutant montrent une

perte complète de la fonctionnalité du NET ainsi qu�une absence de maturation de la protéine

du NET (Blakely, 2001).

3.2.3.5. Apport des études utilisant des souris mutées privées de transporteur de

la noradrénaline dans la compréhension des effets des antidépresseurs

Le NET, principale cible pharmacologique des ADTs, est aussi la cible de quelques

molécules psychostimulantes (cocaïne, amphétamine et dérivés). Les souris n�exprimant pas

le transporteur de la NA (souris KO NET -/-) ont été obtenues par recombinaison homologue

(Xu et al., 2000). Chez ces souris, l�absence du transporteur prolonge la demi-vie de la  NA et

élève les concentrations extracellulaires de cette monoamine tout en déplétant les stocks

vésiculaires (Xu et al., 2000). Il en résulte une augmentation des concentrations de NA et une

déplétion des réserves du neurotransmetteur. De plus, chez ces souris, une diminution de la

liaison des récepteurs α1 adrénergiques est observée dans l�hippocampe. Elles présentent une

perte de poids et leur activité locomotrice est diminuée fortement lorsqu�elles sont placées

dans un nouvel environnement. Dans le TST, un modèle animal de « dépression », les souris
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KO NET -/- non traitées, ont un comportement semblable à celui des souris WT traitées par

un antidépresseur ; les antidépresseurs comme la désipramine, la paroxétine ou le bupropion

ne modifient pas leur comportement (Xu et al., 2000). La désipramine inhibe la locomotion

des souris KO NET-/- ; ceci indique que cet effet est indépendant du NET. L�hypoactivité

pourrait être, soit liée à de faibles concentrations extracellulaires de DA dues à une altération

du système DA du cerveau médian, soit liée à un effet de la désipramine sur le SERT (Bohn et

al., 2000). Dans un modèle animal d�analgésie, le tail-flick, les souris mutées traitées par de la

morphine présentent une analgésie supérieure aux souris non mutées (Bohn et al., 2000).

Une étude réalisée à partir de synaptosomes obtenus par broyat de cortex frontal de souris

mutées NET -/- montre que la cocaïne et la nisoxétine n�ont aucun effet inhibiteur sur la

capture de la DA, indiquant que dans cette région, la recapture de la DA dépend

principalement du NET. Enfin, les souris KO NET-/- possèdent une réponse aux

psychostimulants augmentée que nous relions à la suppression des fonctions dopaminergiques

présynaptiques et à l�hypersensibilité des récepteurs dopaminergiques D2 et D3 (Xu et al.,

2000).

3.3. Les interactions fonctionnelles entre les systèmes
sérotoninergique et noradrénergique

Les interactions fonctionnelles entre les systèmes 5-HT et NA sont importantes puisque

lorsque l�on administre un antidépresseur, une augmentation des concentrations

extracellulaires des deux neurotransmetteurs est mesurée. Il existe donc deux hypothèses :

l�une où l�augmentation des concentrations des neurotransmetteurs s�effectue en parallèle

avec une inhibition des deux transporteurs, l�autre où l�on observe d�abord l�augmentation des

concentrations d�un neurotransmetteur, puis de l�autre.

Le système NA est plus lié à la composante psychomotrice de la dépression, tandis que le

système 5-HT est plus lié aux aspects affectifs de la dépression (figure 10). Il existe de

nombreux chevauchements comportementaux dans les effets de la NA et de la 5-HT et l�on

pense actuellement que des comportements complexes peuvent être le reflet d�interactions

fonctionnelles entre ces neurotransmetteurs (Tassin, 1994 ; Blier, 2001). De nombreuses

données montrent que les interactions entre les systèmes sérotoninergique et noradrénergique

reposent sur des connexions anatomiques et biochimiques, impliquant différents types de

synapses et de récepteurs (Caldecott-Hazard et al., 1991). La connaissance des inter-relations
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entre les systèmes de neurotransmission est très importante afin de mieux comprendre les

troubles de l�humeur. Deux types d�interactions de la noradrénaline avec la 5-HT coexistent.

Dans le tronc cérébral, une première voie partant du LC vers le raphé interagit avec les corps

cellulaires des neurones sérotoninergiques ce qui accélère la libération de 5-HT. Une seconde

voie noradrénergique qui se projette sur le cortex interagit également avec les terminaisons

axonales sérotoninergiques et à l�inverse freine la libération de 5-HT.

L�administration chronique d�un IRSS comme le citalopram, après 14 et 21 jours de

traitement continu, diminue progressivement la décharge des neurones noradrénergiques et

ceci sans doute à cause des projections 5-HT vers le LC (Blier, 2001). Les corps cellulaires

sérotoninergiques (présents dans le noyau du raphé) et les corps cellulaires noradrénergiques

(présents dans la région du LC) émettent mutuellement des projections d�un système vers

l�autre (figure 11). On retrouve aussi bien des hétérorécepteurs sérotoninergiques de type 5-

HT2A sur les terminaisons des neurones noradrénergiques que des hétérorécepteurs

noradrénergiques de type alpha 1 sur les corps cellulaires des neurones sérotoninergiques.

Les études d�électrophysiologie mettent l�accent sur l�implication du récepteur 5-HT2

dans la régulation des neurones noradrénergiques du LC. Les enregistrements

d�électrophysiologie effectués chez le rat anesthésié suggèrent que l�activation des récepteurs

5-HT2 résulte à la fois de la facilitation de l�activation des neurones noradrénergiques, et de

l�inhibition de leur activité spontanée (Aghajanian, 1995). L�effet inhibiteur des récepteurs 5-

HT2 sur la transmission noradrénergique a aussi été démontré par des études de microdialyse

intracérébrale in vivo indiquant une diminution de la libération de NA dans l�hippocampe de

rat après l�administration d�un agoniste des récepteurs 5-HT2 (DOI ou DOB), effet qui est

d�ailleurs antagonisé par la ritansérine ou la spipérone (Done et Sharp, 1992). D�autres études

de microdialyse chez le Rat éveillé mettent plus généralement en évidence le rôle des

antagonistes 5-HT2 dans l�augmentation de la libération de NA (Done et Sharp, 1994).

Certaines études suggèrent que l�activation des récepteurs 5-HT2 portés par des neurones

noradrénergiques puisse être indirecte, impliquant des afférences du LC vers le cerveau

moyen (Gorea et al., 1991 ; Aghajanian, 1995). Les récepteurs 5-HT2 pourraient être

responsables de l�excitation des neurones des noyaux prépositus hypoglossi qui sont une

source majeure d�inhibition des afférences du LC (Bobker, 1994). Bien que de nombreuses

données indiquent que les neurones noradrénergiques sont modulées par le sous type 5-HT2A,

les résultats obtenus en microdialyse laissent à penser qu�un autre sous type de récepteur 5-

HT2, le 5-HT2C, modulerait l�activité du système noradrénergique. Les antagonistes de ces

récepteurs augmenteraient les concentrations de noradrénaline (Millan et al., 1998). En fait,
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les récepteurs 5-HT2C exerceraient une influence tonique inhibitrice sur les projections

noradrénergiques.

De nombreuses études soulignent aussi le rôle important du récepteur 5-HT1A dans la

modulation de la libération de NA. Les études de microdialyse effectuées chez le Rat éveillé,

démontrent que le 8-OH-DPAT augmente la libération de NA dans de nombreuses aires

cérébrales incluant l�hypothalamus, l�hippocampe, le cortex frontal, l�aire tegmentale ventrale

(Done et Sharp, 1994 ; Chen et Reith, 1995 ; Suzuki et al., 1995). D�autres ligands, comme la

buspirone, le NAN-190 et le MDL 73005EF augmentent les concentrations de noradrénaline

dans les dialysats et dans chaque cas, l�effet semble résulter d�une activation des récepteurs 5-

HT1A (Done et Sharp, 1994 ; Hájos-Korcsok et al., 1999). L�action des récepteurs 5-HT1A sur

la réponse noradrénergique est probablement postsynaptique puisque ni une neurotoxine 5-HT

(Suzuki et al., 1995), ni un inhibiteur de synthèse de la 5-HT (Hájos-Korcsok et al., 1999) ne

bloquent la réponse. De plus, les agonistes des récepteurs 5-HT1A comme le 8-OH-DPAT ou

la buspirone induisent une expression très marquée du gène précoce c-fos, dans le locus

coeruleus, effet bloqué par le WAY 100635 (Hájos-Korcsok et Sharp, 1999). Par conséquant,

étant donné que la densité de récepteurs 5-HT1A est faible dans le locus coeruleus , les

agonistes de ce sous-type de récepteur 5-HT pourraient stimuler l�activité noradrénergique via

une action sur les afférences du locus coeruleus.

Le récepteur α2 noradrénergique peut, quant à lui, être aussi bien autorécepteur

qu�hétérorecepteur. Ainsi l�activation des autorécepteurs α2 noradrénergiques du locus

coeruleus contribue à la réduction de la concentration de la noradrénaline et de la sérotonine

dans le cortex frontal via une diminution de l�activité des fibres noradrénergiques excitatrices,

médiée par les récepteurs α2 noradrénergiques postsynaptiques localisés sur les corps

cellulaires des neurones des noyaux du raphé. De plus l�activation des autorécepteurs α2

adrénergiques présents sur les terminaisons des neurones adrénergiques afférent aux noyaux

du raphé peut aussi inhiber l�activité des corps cellulaires sérotoninergiques (Gobert et al.,

1997). Chez le Rat, par exemple, l�augmentation de la transmission noradrénergique stimule

la fréquence de décharge des neurones 5-HT (Vandermaelen et Aghajanian, 1983) et après un

certain délai, augmente la neurotransmission sérotoninergique. Inversement, un tonus

sérotoninergique inhibiteur diminue l�activité électrique des neurones noradrénergiques du LC

et donc diminue la libération de NA (Aston-Jones et al., 1991). Néanmoins, le type

d�interactions entre les deux systèmes de neurotransmetteurs, facilitatrices ou inhibitrices,

peut changer en fonction des structures anatomiques dans lesquelles elles ont lieu.
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gure 10 � Schéma des différentes projections noradrénergiques et sérotoninergiques

ns le système nerveux central

s connexions et projections anatomiques sérotoninergiques et noradrénergiques impliquent

s interactions fonctionnelles entre les deux systèmes.

après Kaplan et Sadock, 1995



F

e

L

le

m

d

d

in

D

90

igure 11 - Interactions mutuelles entre un neurone sérotoninergique, noradrénergique

t un neurone postsynaptique.

es neurones sérotoninergiques projettent du noyau du raphé dorsal vers le locus coeruleus et

s neurones NA projettent du locus coeruleus vers le noyau du raphé dorsal. Ces projections

utuelles revêtent un caractère physiologique important permettent le contrôle de l�activité

�un neurone postsynaptique. Ces interactions jouent un rôle important dans le mécanisme

�action des antidépresseurs. Les signes (+) ou (-) indiquent une action excitatrice ou

hibitrice sur les récepteurs.

’après Blier 2003
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4. Les thérapeutiques médicamenteuses de la dépression

La découverte des antidépresseurs imipraminiques et leurs dérivés et celle des IMAOs

voilà plus de trente ans, a été une révolution dans le traitement de la dépression. Selon les

études cliniques, les antidépresseurs imipraminiques ont prouvé leur efficacité dans le

traitement de la dépression endogène aussi bien que réactionnelle chez 70 à 80% des patients.

Il convient de signaler d'ailleurs que la plupart des études modernes ont été réalisées en tenant

compte des critères diagnostiques du DSM III voire du DSM III R qui ne font plus appel à la

notion de dépression endogène ou réactionnelle. De nombreux essais cliniques ont montré que

l'effet placebo, dans la dépression, pouvait être voisin, voire supérieur à 40 %. Une molécule

dont il est prouvé qu�elle exerce un effet d�au moins 20% supérieur à celui du placebo est dès

lors considérée comme un nouvel antidépresseur, ce qui revient à dire que les antidépresseurs

améliorent le tableau clinique initial, i.e. les symptômes, d�au moins 60%.

4.1. Classification des antidépresseurs

Nous pouvons dégager trois classifications selon que l�on souhaite regrouper les

antidépresseurs selon leur structure chimique, selon leur activité thérapeutique ou selon leur

mécanisme d�action central, classification la plus pertinente donc je ne parlerai que de celle-

ci.

La classification mécanistique, que nous avons retenue, a l�avantage de regrouper les

antidépresseurs en grandes classes selon les mécanismes d�action des molécules. On peut

ainsi classer les médicaments antidépresseurs en différentes catégories selon la modulation de

la transmission monoaminergique impliquée et leur affinité spécifique pour un des

transporteurs de monoamines (Frazer, 2001) (figure 12). Cette classification permet en cas

d�échec thérapeutique de changer de famille d�antidépresseurs bien que le mécanisme

d�action des molécules ne résume pas leur pouvoir thérapeutique. La première catégorie

comprend les antidépresseurs qui augmentent sélectivement la transmission sérotoninergique,

on y retrouve tous les inhibiteurs du recaptage sélectifs de la sérotonine (IRSS) (tableau 15).

La seconde catégorie regroupe les antidépresseurs qui augmentent sélectivement la

transmission noradrénergique, dans laquelle on classe les inhibiteurs sélectifs du recaptage de

la noradrénaline (IRN). La troisième regroupe les antidépresseurs d�action mixte qui

augmentent simultanément les transmissions sérotoninergique et noradrénergique (IRSN). Du
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fait d�un mécanisme d�action différent, les IMAOs qui augmentent eux aussi la transmission

monoaminergique, ont été classés dans une catégorie à part entière. Enfin, des molécules

comme le bupropion qui inhibe principalement la recapture de la dopamine ou la trazodone

(antidépresseur dit « atypique »), ont été regroupées dans une quatrième classe (IRD).

4.2. Mécanismes d’action

Afin de restaurer les concentrations en monoamines dans le SNC, les antidépresseurs utilisent

trois principaux mécanismes d�action basés sur l�inhibition de la MAO, l�inhibition de la

recapture et enfin le blocage d�un récepteur (Artigas et al., 2002). Après la mise sur le marché

des premiers inhibiteurs de la MAO, non sélectifs d�une monoamine, la découverte des deux

formes A et B de la monoamine oxydase, différant l�une de l�autre par l�affinité préférentielle

de la forme A pour la NA et la 5-HT et de la forme B pour la DA, a conduit à la

commercialisation d�IMAOs réversibles et sélectifs de la monoamine oxydase A ou B.

L�action de la molécule sur une cible thérapeutique autre que l�enzyme de dégradation, le

transporteur monoaminergique, a permis de commercialiser de nouvelles classes innovantes

de médicaments antidépresseurs. Ces molécules dont le mécanisme d�action est fondé sur

l�inhibition du recaptage des monoamines qu�il s�agisse de la NA, de la 5-HT ou de la DA

reste le plus fréquemment retrouvé. On a d'abord proposé l'inhibition de la recapture de la

sérotonine et de la noradrénaline "induite" par les imipraminiques. Plus tard, est apparue la

notion de sélectivité et des molécules "plus spécifiques", n'agissant que sur la recapture de la

noradrénaline, telles que la désipramine ou la maprotiline, ont été identifiées. Puis, la

génération des inhibiteurs de la recapture de la sérotonine a fait son apparition. Il existe enfin

des molécules qui agissent essentiellement sur l�inhibition du recaptage de la dopamine, telle

que le bupropion, ce dernier étant commercialisé comme antidépresseur seulement aux États-

Unis. L�effet thérapeutique des derniers antidépresseurs développés résulte d�une action

simultanée sur plusieurs grands systèmes de neurotransmission. Ainsi, sont apparues sur le

marché des molécules agissant à la fois sur les voies noradrénergiques et sérotoninergiques en

inhibant aussi bien la recapture de la NA et de la 5-HT. Enfin, il existe un mécanisme d�action

des antidépresseurs distinct des deux précédants, fondé sur le blocage de certains sous-types

de récepteurs sérotoninergiques ou noradrénergiques.
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Figure 12 � Puissance d�inhibition du transporteur de la 5-HT (A) ou de la NA (B) par

les antidépresseurs utilisés au cours des différents travaux expérimentaux

L�IC50 la plus faible d�un antidépresseur correspond à une puissance plus grande.

D’après Frazer, 2001

A

B
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Tableau 15 - Classification des antidépresseurs utilisés au cours des études

comportementales et neurobiochimiques avec leur formule chimique
Dénomination

commune
internationale

Formule Dénomination chimique

paroxétine

N

F

CH2

H

O

O
O (3S-trans)-3-[(1,3-

benzodioxol-5-yloxy) méthyl]-
4-(4-fluorophényl)pipéridine)

sertraline NHCH3

Cl

Cl (+)cis (1S,4s)-4-
(3,4dichlorophényl)-1,2,3,4-

tétrahydro-N- méthyl- 1-
naphtylamine

citalopram
O

CN

F

CH2CH2CH2N

CH3

CH3

1-[3-(diméthylamino)propyl]-
1-(p-fluoirophényl)-1, 3-

dihydro- isobenzofuran- 5-
carbonitrile

Augmentation
sélective de la
transmission

sérotoninergique

fluvoxamine
CF3 CCH2CH2CH2CH2OCH3

N
OCH2CH2NH2

(E)-5-méthoxy-4�-
(trifluorométhyl)valerophénone

0-(2-amino-éthyl)oxime

maprotiline
CH2

CH2

CH2CH2CH2NHCH3

N-méthyl-9,10-
éthanoanthracène-9(10H)-

propylamine
Augmentation
sélective de la
transmission

noradrénergique
desipramine

N

N
H

CH3

5-[3-(méthylamino)propyl)]-
10.11-dihydro-5H-
dibenz[b,f]azépine

imipramine
N

N
CH3

CH3

5-[3-(diméthylamino)propyl)]-
10.11-dihydro-5H-
dibenz[b,f]azépineAugmentation

mixte de la
transmission

sérotoninergiques
et noradrénergique

venlafaxine
CH3O

OH

N
CH2

CH3
(+/-)-1-[2-(diméthylamino)-1-

(p-méthoxyphényl)ethyl]
cyclohexan-1-ol

Augmentation de la
transmission

dopaminergique
bupropion

Cl

COCHCH3

NHC(CH3)3

(+)-2-(tert-butylamino)-3�-
chloropropiophénone
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4.3. Caractéristiques de la réponse aux antidépresseurs

4.3.1. Caractéristiques de la réponses aux antidépresseurs : faits cliniques

Si les antidépresseurs imipraminiques ont fait la preuve de leur efficacité, deux problèmes

majeurs demeurent dans le traitement chimiothérapeutique des maladies dépressives : une

importante proportion de patients, 30 %, est non répondeuse au traitement et un trop long

délai d'action de près de quatre à six semaines est nécessaire à une amélioration franche de

l'humeur. Des progrès notables ont cependant été réalisés depuis les années 80, en particulier

ces dix dernières années. En effet, les thérapeutes ont aujourd'hui à leur disposition des

molécules antidépressives responsables de l�apparition d�un petit nombre d'effets indésirables

sévères. En conséquence, une meilleure compliance des patients ainsi qu�une meilleure

efficacité globale des traitements sont observées. Par ailleurs, des relations dose/réponse pour

les antidépresseurs commencent à être établies. L'existence de relations effet/dose a

longtemps fait défaut en psychiatrie, privant les patients d'importants bénéfices potentiels.

Avec les antidépresseurs tricycliques en particulier, une augmentation importante de la dose

conduit à une inefficacité clinique chez l�Homme suivant une courbe effet/dose en U.

Aujourd'hui, la preuve d'une relation effet/dose a été établie pour deux molécules : la

paroxétine et la venlafaxine. De même que la paroxétine (Redrobe et al., 1998a), la

venlafaxine est à faible dose, inhibitrice du recaptage de la sérotonine et lors de

l�augmentation de la dose, inhibitrice du recaptage de la noradrénaline (Redrobe et al., 1998b

et mes résultats de l�article 6). On considère ainsi qu�à partir de 150 mg/j et plus, la

venlafaxine inhibe principalement le recaptage de la noradrénaline (Frazer, 2001). De même

pour la paroxétine passer de 20 à 40 mg/jour augmente nettement la proportion de patients

répondeurs. Cette augmentation de dose est certes limitée par la survenue d'effets indésirables,

mais la relation effet/dose permet de proposer au patient une augmentation de posologie et

d�éviter des changements de traitements précoces.

Une des hypothèses étiologiques de la dépression est une hyperactivité de l�axe

hypothalamo-hypophyso-adrénocorticotrope. Cette hyperactivité serait normalisée après un

traitement antidépresseur (Pepin et al., 1992 ; Barden et al., 1995). À la fin des années 70, la

diminution du nombre ou de la sensibilité des récepteurs bêta-adrénergiques cérébraux

semblait impliquée dans l'activité des antidépresseurs (Sulser et al., 1978). Dans la mesure où

l'effet clinique des antidépresseurs apparaissait seulement après 15 jours d�administration, on
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a pensé qu'on trouvait là une explication rationnelle à l'activité des antidépresseurs. Cette

diminution, survient aussi chez le Rat près de quatre semaines après le début de

l'administration du traitement (pour revue Vetulani et Nalepa, 2000). Mais à l'heure actuelle, il

existe des antidépresseurs qui n'entraînent pas de diminution du nombre de récepteurs bêta et

qui sont cliniquement actifs dans la dépression. C�est le cas notamment des inhibiteurs du

recaptage de la sérotonine : une � down-regulation � des récepteurs bêta a été observée avec la

fluvoxamine, la fluoxétine et la sertraline, mais ni avec la paroxétine, ni avec citalopram, pour

lequel un effet opposé est observé (Nalepa et Vetulani, 1993). Ces derniers normalisent

toutefois la densité et la fonction des récepteurs 5-HT, exerçant ainsi une action sur la

désensibilisation des récepteurs sérotoninergiques.

4.3.2. Rôle des récepteurs 5-HT1A sur l’activité des antidépresseurs

Diverses études comportementales, d�électrophysiologie et de microdialyse in vivo ont

permis de mettre en évidence le rôle des récepteurs 5-HT1A dans les propriétés

pharmacodynamiques des antidépresseurs. Ainsi, les effets de l�administration d�une dose

unique d�antidépresseur sur un modèle animal de désespoir (FST) réalisé chez la Souris,

suggèrent que l'action des imipraminiques s�effectue via les récepteurs 5-HT1A

postsynaptiques (Redrobe et al., 1996). Des d�études d�électrophysiologie ont montré qu�un

traitement chronique avec un IRSS, induisait une désensibilisation fonctionnelle des

autorécepteurs 5-HT1A dans le noyau du raphé dorsal (Szabo et al., 2000). De plus, bien

qu�aucune diminution de la quantité des autorécepteurs 5-HT1A dans le noyau du raphé dorsal

n�ait été observée au cours d�études de liaison (Le Poul et al., 2000), des études de

microdialyse (Bel et Artigas, 1993 ; Gardier et al., 1996) ont montré qu�un traitement

chronique avec des IRSSs provoque un hypofonctionnement des autorécepteurs 5-HT1A

(désensibilisation fonctionnelle). L�activation des autorécepteurs 5-HT1A par la 5-HT

endogène est un frein à la rapidité d�action des antidépresseurs. En effet, au cours des

premiers jours de traitement, l'excès de NA et surtout de 5-HT intrasynaptique va activer les

autorécepteurs dans la région des noyaux du raphé. Ce phénomène appelé rétrocontrôle

négatif va freiner le système de synthèse et de libération des monoamines en retour. Par

contre, les récepteurs 5-HT1A postsynaptiques ne réagissent pas de la même manière que les

autorécepteurs 5-HT1A à un traitement chronique avec des IRSSs. En effet, les récepteurs 5-

HT1A postsynaptiques, localisés dans l�hippocampe, ne subissent ni désensibilisation, ni



modification de leur densité (Hensler, 2003) (figure 13). Chez des souris dites « résignées »,

sélectionnées à partir d�une immobilité basale importante dans le TST, un traitement

chronique par de la fluoxétine pendant 21 jours diminue le temps d�immobilité. Cet effet

« antidépresseur-like » est à relier à la baisse de l�expression du récepteur 5-HT1A

particulièrement dans les aires limbiques (Naudon et al., 2002).
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igure 13 - Les deux phases d�un traitement par un inhibiteur sélectif de la recapture de

 sérotonine

endant la première période du traitement, l�IRSS, en inhibant le transporteur de la 5-HT,

ugmente les concentrations extracellulaires de sérotonine principalement autour des corps

ellulaires des neurones 5-HT dans la région du noyau du raphé dorsal et médian, stimulant de

e fait l'autorécepteur 5-HT1A grâce à la 5-HT endogène. La décharge neuronale est alors

hibée et les terminaisons neuronales libèrent moins de sérotonine dans la fente synaptique.

près 3 à 4 semaines de traitement, les autorécepteurs trop stimulés, finissent par être

ésensibilisés et donc la décharge neuronale est réémise par le neurone sérotoninergique. Il y

 une augmentation de sérotonine par les terminaisons axonales.
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4.3.3. Rôle des récepteurs 5-HT1B sur l’activité des antidépresseurs

Des études pré-cliniques ont montré que les inhibiteurs du recaptage de la sérotonine

semblent agir indirectement sur les récepteurs 5-HT1B (Redrobe et al., 1996). Cette notion

peut être associée au fait que, chez les souris âgées, les inhibiteurs du recaptage de la

sérotonine perdraient de leur activité (Bourin et al., 1998), car on sait que chez ces animaux

l'âge entraîne une diminution de ce sous-type de récepteurs (Gozlan et al., 1990). Or des

études de comportement (test de la nage forcée) et de microdialyse effectuées chez la Souris

ont permis de mettre en évidence que selon la structure cérébrale, les IRSSs (paroxétine et

fluoxétine) en augmentant les concentrations extracellulaires de 5-HT, activent soit

l�autorécepteur 5-HT1B (au niveau des terminaisons neuronales sérotoninergiques situées dans

l�hippocampe, mais pas celles situés dans le cortex frontal), soit le récepteur 5-HT1B

postsynaptique (Malagié et al., 2001). Ainsi, l�activation des autorécepteurs 5-HT1B semble

limiter les effets des IRSSs, contrairement aux récepteurs 5-HT1B postsynaptiques qui seraient

nécessaires pour que l�activité antidépressive des inhibiteurs sélectifs du recaptage de la

sérotonine apparaisse. Dans un modèle animal de dépression, le test de résignatio nacquise, il

a été démontré une augmentation de la densité des récepteurs 5-HT1B dans le cortex,

l�hippocampe et le septum (Edward et al., 1991). Ces résultats obtenus par une étude de

liaison, ont été confirmé par une étude de microdialyse in vivo effectuée chez dans le cortex

de rats « résignés » où il a été démontré une diminution de la libération de 5-HT (Petty et al.,

1992). Il apparaîtrait aussi qu�un traitement au long terme par un antidépresseur tricylique ou

par un IRSS provoquerait chez le Rat, en bloquant la recapture du neurotransmetteur, une

désensibilisation des autorécepteurs terminaux 5-HT1B (Briley et al., 1997). L�utilisation d�un

antagoniste de ces récepteurs permettrait une efficacité plus rapide des antidépresseurs (Briley

et Moret, 1993).

4.3.4. Rôle des autres sous-types de récepteurs sérotoninergiques sur

l’activité des antidépresseurs

De nombreux antidépresseurs, de différentes classes chimiques, ne possèdent qu�une

affinité modérée pour les récepteurs de type 5-HT2. Il n�existerait donc pas de corrélation

forte entre l�affinité pour ces récepteurs et l�activité antidépressive. Cependant, la forte
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densité de récepteurs 5-HT2C dans les régions corticales et limbiques suggère leur rôle dans

les troubles anxieux et/ou dépressifs. Plusieurs études de liaison ou de reconnaissance utilisant

des anticorps spécifiques dirigés contre les récepteurs 5-HT2C se sont focalisées sur la

localisation précise de ce récepteur dans le cerveau (Mengod et al., 1990). Si l�on observe les

modifications de densité des récepteurs 5-HT2 dans le plexus choroïde chez le Rat après une

administration répétée d�antidépresseurs (fluoxétine ou citalopram), il est évident que le

nombre de récepteurs augmente (Laasko et al., 1996). D�autres résultats renforcent également

l�hypothèse selon laquelle la dysrégulation de la fonction des récepteurs 5-HT2C joue un rôle

important dans la pathogénie des troubles anxieux et dépressifs (Moreau et al., 1993). En

effet, les mécanismes médiés par les récepteurs 5-HT2C sont hypersensibilisés dans la

dépression et c�est la normalisation de cette fonction qui pourrait contribuer à l�effet

antidépressseur.

4.4. Action des antidépresseurs sur les seconds messagers et
sur les gènes

L�augmentation de la neurogénèse hippocampique par un traitement chronique avec un

antidépresseur (Malberg et al., 2000) suggère que ces traitements régulent l�expression de

certains gènes. Les antidépresseurs n�agissent pas seulement en inhibant le recaptage des

monoamines, mais influent aussi indirectement sur les récepteurs de neurotransmetteurs. La

stimulation de ces récepteurs entraînerait l'activation de facteurs de transcription présents à

l'intérieur du noyau de la cellule via les protéines G. L�activation des facteurs de transcription

diminue la synthèse des récepteurs : c'est la "down regulation". Ces activations successives

stimulent la libération de facteurs trophiques d�origine neuronale comme le BDNF. Cette

stimulation rend-elle compte pour autant de l'augmentation de la taille de l'hippocampe

évoquée plus haut, conséquence de l'action des antidépresseurs ? Ceci est à relier à

l'importante notion que les antidépresseurs n'agiraient pas seulement sur les neuromédiateurs

mais également sur les facteurs de croissance neuronaux (Duman et al., 1997 ; 2001). Nibuya

et al., (1996) ont montré, chez le Rat, qu�une administration chronique d�antidépresseurs

(désipramine, imipramine, fluoxétine, sertraline), augmente la concentration de BDNF et

l�expression de l�ARNm du récepteur trkB correspondant dans l�hippocampe. De récentes

données in vivo, ont établi qu�un traitement au long cours par antidépresseurs menait à une
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activation soutenue du « cAMP response element binding protein » (CREB) (Duman et al.,

1997) et qu�une augmentation de l�expression de CREB est notamment observée dans

l�hippocampe. Ces résultats indiqueraient que l�administration d�un antidépresseur, en

augmentant la synthèse de CREB, régulerait certains gènes comme celui codant pour le

BDNF et son récepteur trkB. Récemment, d�autres études pré-cliniques ont confirmé cette

hypothèse. Ainsi, Martin et al., (2000) ont montré dans l�hippocampe que la quantité

d�ARNm de BDNF était augmentée après un traitement chronique par un antidépresseur. Les

études animales ont montré que les antidépresseurs imipraminiques et leurs dérivés pouvaient

se comporter comme des composés qui interagissent avec les protéines G (Moor et al., 1987).

Ainsi, il est plausible de faire l'hypothèse que, à l�origine des épisodes dépressifs majeurs, il y

ait un défaut de la super famille des protéines G couplées à un récepteur. Ce trouble, pourrait

s'exprimer au niveau d�un récepteur ou alternativement de protéines G conduisant ainsi à un

couplage défectueux entre ce récepteur et cette protéine G et entraînant des mécanismes de

transduction anormaux. Cette hypothèse est à étudier, notamment parce que les récepteurs 5-

HT1A ne réagissent pas de la même manière à un traitement chronique par un antidépresseur

selon leur localisation. En effet, les récepteurs 5-HT1A présynaptiques sont désensibilisés

après un traitement chronique par un antidépresseur, tandis que les récepteurs 5-HT1A

postsynaptiques ne le sont pas (Hensler, 2003). Le récepteur, quelle que soit sa localisation,

est pourtant codé par un seul et même gène. Par conséquent, les différences de réponse aux

antidépresseurs, ne seraient pas dues à la protéine réceptrice elle-même. Il est possible que le

récepteur 5-HT1A présynaptique soit couplé à une protéine G différente (Gi, Go) de celle à

laquelle est couplé le récepteur 5-HT1A postsynaptique (Hensler, 2003). Ceci suggère que la

nature de la protéine G couplée au récepteur 5-HT1A puisse être différente d�une région

cérébrale (noyau du raphé dorsal) à une autre (cortex frontal, hippocampe ventral).

L�administration d�un antidépresseur influence également l�expression génique de l�axe

hypothalamo-hypophyso-adrénocorticotrope. Il a été démontré qu�un traitement par des

antidépresseurs tricycliques diminue l�expression de l�ARNm de CRH (corticotropin-

releasing hormone) dans le noyau paraventriculaire (Brady et al., 1991) et augmente le

nombre de récepteurs aux minéralocorticoïdes dans l�hippocampe ainsi que l�expression

d�ARNm codant pour les récepteurs aux glucocorticoïdes de type II (GR II) (Peiffer et al.,

1991 ; Rossby et al., 1995). Cependant, il apparaît que les IRSSs, comme la fluoxétine, ne

provoquent pas les mêmes effets que la désipramine (Rossby et al., 1995).
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5. Les modèles comportementaux animaux de la dépression

En psychopharmacologie, les tests comportementaux sont la « colonne vertébrale » de la

recherche pré-clinique en psychiatrie et permettent la sélection de molécules candidates issues

de la biologie moléculaire, mais sont aussi à la base de la détermination de leur mécanisme

d�action. Un modèle animal est une situation expérimentale dans laquelle un système simple

représente un autre système complexe moins immédiatement accessible à la connaissance,

impliquant de ce fait un compromis réductioniste. Le modèle animal idéal devrait non

seulement reproduire tous les symptômes de la pathologie mais aussi être prédictif de

l�activité antidépressive de nouveaux composés. Les modèles animaux de

psychopharmacologie doivent obéir si possible à trois critères de validité : un critère de

validité créative (est-ce que les comportements induits ont des similarités avec la pathologie

humaine ?), une validité théorique (est-ce que le modèle animal permet d�identifier les

mécanismes neurochimiques sous-jacents ?) et enfin une validité prédictive (est-ce que le

modèle animal permet d�identifier correctement les antidépresseurs de différentes classes

pharmacologiques, sans faux-positifs, ni faux-négatifs ?) (Willner, 1984). Ainsi, aucun test,

quel qu�il soit ne peut examiner tous les symptômes des épidoses dépressifs majeurs chez

l�Homme (Thiébot et al., 1992), mais n�explore qu�un symptôme d�un syndrome complexe.

Ces modèles sont difficilement à la fois prédictifs et explicatifs. Cependant, certains

comportements animaux et humains partagent des bases phylogénétiques et peuvent donc

permettre de mieux comprendre la pathologie.

Les psychopharmacologues ont tout d�abord développé rétrospectivement (après avoir

démontré cliniquement l�action antidépressive de médicaments) des modèles animaux

d�interactions médicamenteuses (Bourin et al., 1990). Ces modèles animaux sont surtout

basés sur la théorie monoaminergique de la dépression.

5.1. Modèles de comportements induits

Parmi les modèles de comportements induits par des substances pharmacologiques,

l�antagonisme des effets réserpiniques fut l�un des tous premiers (Costa et al., 1960). Cette

méthode fut basée sur le fait que la réserpine (2,5 mg/kg, i.p.) est capable d�induire une

dépression chez l�Homme (Goodwin et al., 1972). La réserpine déplète les stocks de 5-HT,

NA et DA en bloquant la capture des différents neurotransmetteurs dans les vésicules
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synaptiques. La réserpine induit une hypothermie (activité bêta-adrénergique), un ptosis

(activité alpha-adrénergique et sérotoninergique) et une réduction de l�activité motrice

(akinésie, action dopaminergique). Les molécules administrées en dose unique, capables

d�antagoniser l�hypothermie (Bourin et al., 1983), le ptosis (Rubin et al., 1957) et l�activité

motrice (Vernier et al., 1962) seraient des antidépresseurs. Cependant, l�absence de spécificité

du test (Katz et al., 1981) et de surcroît la présence de faux positifs (Willner et al., 1984) font

qu�il est abandonné.

D�autres modèles d�interactions pharmacologiques comme l�antagonisme des effets

induits par l�oxotrémorine (0,5 mg/kg) (Frances et al., 1981), l�antagonisme de fortes doses

d�apomorphine (Puech et al., 1981) ou le test à la yohimbine (Quiton et al., 1963) ont été

proposés et développés. L�oxotrémorine est un agoniste des récepteurs cholinergiques

muscariniques qui induit une hypothermie, des tremblements ainsi que des signes

périphériques comme la constipation ou la sécheresse buccale. Des molécules comme

l�imipramine capables d�antagoniser les effets de l�oxotrémorine montrent qu�elles ont des

propriétés anticholinergiques.

Une forte dose d�apomorphine (16 mg/kg par voie sous-cutanée) provoque des

stéréotypies de redressements, de la sphère buccale ainsi qu�une hypothermie. Des molécules

capables d�antagoniser l�hypothermie induite par l�apomorphine indiquent qu�elles ont une

activité anidépressive.

Enfin, les molécules capables de potentialiser les effets d�une dose subactive de

yohimbine (25 mg/kg, s.c., mesure du nombre de décès chez le groupe traité) sont suspectées

de développer une activité alpha2-adrénolytique que l�on retrouve chez certains

antidépresseurs.

À partir du milieu des années 1970, les modèles animaux comportementaux remplacèrent

les modèles d�interactions pharmacologiques. Les différents modèles proposés et les plus

souvent utilisés, peuvent être regroupés en deux grandes classes ; ceux fondés sur un stress et

ceux fondés sur une lésion.

5.2. Modèle animal fondé sur un déficit neuronal

Le modèle animal basé sur un déficit neuronal induit est l�ablation des bulbes olfactifs

(BO) chez le Rat (Cairncross et al., 1977a ; 1977b). Ce modèle est construit sur l�hypothèse

selon laquelle la dépression est un trouble biochimique développé par des individus
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prédisposés à un déficit neuronal. Les dommages cérébraux induits par l�ablation bilatérale

des deux bulbes olfactifs, provoquent des changements comme l�irritabilité, l�hyperactivité et

une élévation des concentrations de corticostéroïdes plasmatiques.

Tableau 16 - Effets de différents antidépresseurs dans le modèle d�ablation des bulbes

olfactifs chez le Rat

Classe pharmacologique Molécules Effet Références

ADTs

IRSSs

Antidépresseurs atypiques

IRSNs

IRN

IMAOs

Molécule déplétant les stocks
de catécholamines

imipramine
 amitriptyline
clomipramine

paroxétine
sertraline
fluoxétine

fluvoxamine
lofépramine

YM992 (aussi 5-HT2A-)

miansérine
trazodone

venlafaxine
milnacipran

désipramine

moclobémide
pargyline

réserpine

+
 +
+

+
+
+
+
0
+

+
+

+
+

+

+
0

0

Grecksch et al, 1997
Kelly et al, 1997
Kelly et al, 1997

Kelly et al, 1997
Kelly et al, 1997
Lloyd et al, 1982
Kelly et al, 1997

0�Connor and Leonard, 1988
Takeuchi et al, 1997

Butler et al, 1988
Jesberger and Richardson,

1985
McGrath and Normal, 1998

Redmond et al, 1999

Kelly et al, 1997

Earley and Leonard, 1985
O�Connor et al, 1985

Butler et al, 1988

+ : activité antidépressive, 0: pas d�effet



104

Tableau 17 - Effets de différentes molécules non antidépressives dans le modèle

d�ablation des bulbes olfactifs chez le Rat
Classe pharmacologique Molécules Effet Références

Neuroleptiques

Anxiolytiques

Anticonvulsivants

Thymorégulateur

Ginkgo biloba

chlorpromazine
sulpiride

diazépam
alprazolam
adinazolam

chlordiazépoxide

phénobarbital
progabide

lithium

EGb 761

0
0

0
0
0
+

0
+

+

+

Butler et al., 1988
Butler et al., 1988

Earley etLeonard, 1985
Earley et Leonard, 1985
Earley et Leonard, 1985

O�Connor et Leonard, 1987
O�Connor et Leonard, 1987

Song et al., 1994

Didier et Jourdan, 2002

+ : activité antidépressive, 0: pas d�effet

Tableau 18 - Effets de différentes molécules dans le modèle d�ablation des bulbes

olfactifs chez le Rat
Classe pharmacologique Molécules Effet Références

Ligands sérotoninergiques
5-HT1A+

5-HT1+/5-HT2A-

5-HT3+

5-HT- (non specifique)

Ligands adrénergiques
agonistes α2

antagonistes α2

agoniste β

Ligand DA

Inhibiteur de la cholinestérase

Ligand anticholinergique

Ligands GABAergiques
GABAA (+)
GABAB(-)

Inhibiteur de la GABA
transaminase

AntagonisteNMDA
Antagoniste mGlu5

zalospirone
8-0HDPAT
ipsapirone

BIMT 17

quipazine

méthysergide

clonidine
yohimbine

atipamézole

salbutamol

d-amphétamine

physostigmine

atropine

GABA
THIP

baclofène

Gamma-vinyle-GABA

MK-801
MPEP

+
+
+

+

0

0

+
+
-

+

+

+

+

+
0

faux +

+

+
+

Kelly et al.,1997
McNamara, 1995
Kelly et al.,1997

Borsini et al., 1997

Lloyd et al., 1982

Jancsar et Leonard, 1983

Butler et al., 1988
Butler et al., 1988
Kelly et al., 1997

Jesberger et Richardson,
1986a,b

O�Connor et Leonard, 1987

Hozumi et al., 2002

O�Connor et al., 1985

Butler et al., 1988
Jancsar et Leonard, 1983
Earley et Leonard, 1985

Earley et Leonard, 1985

Kelly et al., 1997
Wieronska et al., 2002

+ : activité antidépressive, 0: pas d�effet, faux + : faux positif (réponse au test, mais aucun effet antidépresseur
observé en clinique)
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Les rats bulbectomisés montrent des comportements émotionnels anormaux, appelés

« syndrome bulbectomique », dus à des perturbations de la régulation homéostasique du

système limbique (Jesberger et Richardson, 1985). Lorsqu�ils sont soumis à un environnement

stressant comme le test de l�« open field », l�hyperactivité des rats bulbectomisés, la

diminution de la prise alimentaire, l�altération du comportement agressif (Leonard, 1990) ou

le déficit dans des tâches d�évitement passif sont corrigés après un traitement chronique par

des antidépresseurs (tableau 16), mais pas a priori par d�autres psychotropes (tableau 17).

Différents ligands des récepteurs sérotoninergiques ou adrénergiques ont été étudiés dans ce

modèle et présentent une certaine activité. L�activité des ligands 5-HT1A serait postsynaptique

(tableau 18). Ces rats présentent par ailleurs de nombreux déréglements physiologiques, dont

certains sont réminescents des symptomes de la maladie dépressive, comme des altérations du

comportement sexuel, des changements immunitaires et des perturbations de la fonction

cardiaque (Kelly et al., 1997).

5.3. Modèles animaux fondés sur le stress

Des conditions stressantes augmenteraient la vulnérabilité aux épisodes dépressifs chez

l�Homme et seraient un des facteurs étiologiques de la dépression. Aussi, des modèles

animaux basés sur l�hypothèse que la dépression est causée par un stress non contrôlé par

l�animal, ont été proposés. Il s�agit du test de la nage forcée (FST ; Porsolt et al., 1977), du

test de suspension caudale (TST ; Stéru et al., 1987), du stress modéré chronique (Willner et

al., 1992) et du test de résignation acquise (Seligman, 1975).

5.3.1. Le test de la nage forcée

La théorie qui sous tend ce modèle dérive de sa relation supposée avec un comportement

de résignation. Ce modèle animal existe chez la Souris et chez le Rat et il existe des

différences de procédure selon l�espèce animale utilisée. Le FST nécessite d�être accompagné

d�un test d�activité locomotrice (Boissier et Simon, 1965) afin d�éliminer les doses qui

entraînent une hyperlocomotion et pourraient provoquer l�apparition de faux positifs.

Le FST chez la Souris, est un modèle comportemental qui permet de prédire l�efficacité

d�un traitement antidépresseur (Porsolt et coll., 1977). Ce test permet de discriminer les
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antidépresseurs des autres psychotropes car aucun effet n�est observé lors de l�administration

d�autres psychotropes (tableaux 19 et 20). Le test consiste à placer individuellement des

souris dans des bocaux de verre (hauteur = 25 cm, diamètre = 10 cm) contenant 10 cm d�eau

maintenue entre 23°C et 25°C et à les y laisser pendant six minutes. Le test en lui-même dure

6 minutes. Après une phase d�activité vigoureuse de deux minutes (temps d�adaptation),

l�animal contrôle cesse de nager et se fige adoptant un comportement de désespoir. On

considère que la souris est immobile lorsqu�elle flotte en position horizontale et ne réalise que

des mouvements de faible amplitude, suffisant à maintenir sa tête hors de l�eau. Les

antidépresseurs administrés en une seule dose, 30 min avant le test, diminuent la durée du

temps d�immobilité, qui est comptabilisée pendant les quatre dernières minutes du test (figure

14). Pour affiner le mécanisme d�action des antidépresseurs, de nombreux ligands ont été

testés (tableau 21). Il ressort de ce tableau que les agonistes des récepteurs 5-HT1B semblent

jouer un rôle très important dans le FST chez la souris. D�ailleurs, de précédentes études

réalisées dans ce test chez la Souris ont mis en évidence le rôle important des récepteurs 5-

HT1B dans le mécanisme d�action des antidépresseurs (Redrobe et al., 1996 ; Redrobe et

Bourin, 1999).

La procédure du FST chez le Rat diffère de celle réalisée chez la Souris. Le FST chez le Rat

se déroule en deux phases, le pré-test et le test, séparés par un intervalle de 24 heures au cours

duquel le médicament est administré. Lors du pré-test, le rat est placé (pendant 15 minutes)

dans un cylindre rempli d�eau dont il ne peut s�échapper. À la fin de la session, l�animal est

immobile. Le jour suivant, l�animal est replongé dans le cylindre pendant 5 minutes, période

pendant laquelle le temps d�immobilité est enregistré. Un traitement antidépresseur efficace

diminue le temps d�immobilité seulement lors du jour du test (Porsolt et al., 1978 ; 1979).

Cependant chez le Rat, la sensibilité du FST aux IRSSs ne semble pas être reproductible.

Aussi, les effets de différents types d�antidépresseurs ont ils été réévalués dans le FST avec

une révision des procédures expérimentales : certaines modifications, non validées,

proposaient l�inclusion d�une voie d�échappement (Cools, 1980 ; Thornton et al., 1985) voire

une automatisation du test avec l�utilisation d�une roue à eau (Shimizu et al., 1984).

Récemment, une amélioration du test, cette fois-ci validée, propose chez le Rat non seulement

d�évaluer l�immobilité posturale, mais aussi les deux comportements actifs impliqués

directement dans la diminution de cette immobilité, la nage et l�escalade (Detke et al., 1995).

Au moyen de ces nouvelles procédures, on a montré que les inhibiteurs de recapture de la

noradrénaline réduisent l�immobilité et augmentent l�escalade, sans modifier la nage (figure

15). Les IRSSs réduisent également l�immobilité mais augmentent sélectivement la nage sans
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modifier les tentatives d�escalade (tableau 22). Les psychotropes non antidépresseurs étudiés

avec ce test ne développent pas d�effets (tableau 23). Les effets observés en présence de

ligands spécifiques des récepteurs de neurotransmetteurs sont listés dans le tableau 24. Les

ligands sérotoninergiques ont une activité beaucoup moins évidente dans le FST chez le Rat.

Seuls les agonistes des récepteurs 5-HT1A réduisent le temps d�immobilité.
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Figure 14 � Photos de test de la nage forcée chez la Sou

Un antidépresseur augmente le temps de nage de la sou

administration de NaCl 0,9% provoque une quasi immobil

Figure 15 � Schémas du test de la nage forcée chez le R
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Tableau 19 - Effets de différents antidépresseurs dans le test de la nage forcée chez la

Souris

Classe pharmacologique Molécules Effet Références

ADTs

IRSSs

Antidépresseurs atypiques

IRSNs

IRNs

IRD

IMAO

imipramine
 amitriptyline

 maprotiline
nortriptyline

clomipramine

paroxétine
sertraline
fluoxétine

fluvoxamine
citalopram
indalpine

 zimélidine

miansérine

trazodone
béfloxatone
dothiépine

venlafaxine
réboxetine
viloxazine

désipramine

bupropion

pargyline
T-794

clorgyline
tranylcypromine

+
+

+
+
+

+
+
+
+
+
+
+

+

+
+
+

+
+
+

+

+

+
+
+
+

Porsolt et al., 1977
 Szymczyk et Zebrowska-

Zupina, 2000
 Redrobe et al., 1996
Borsini et Meli, 1988
Eschalier et al., 1987

David et al., 2001b
Renard et al., 2001

Redrobe et al., 1996
David et al., 2001a
Malinge et al., 1988

Da-Rocha et al., 1997
Borsini, 1995

Szymczyk et Zebrowska-
Zupina, 2000

 Borsini et Meli, 1988
Caille et al., 1996
Bourin et al., 1996

David et al., 2001a
Wong et al., 2000
Bourin et al., 1996

Redrobe et al., 1996

Bourin et al., 1998

Borsini et Meli, 1988
Kato et al., 1998

Porsolt et al., 1977
Porsolt et al., 1977

+ : activité antidépressive, 0: pas d�effet
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Tableau 20 - Effets de différentes molécules non antidépressives dans le test de la nage

forcée chez la Souris

Classe pharmacologique Molécules Effet Références

Anxiolytiques

Antiépileptiques

Neuroleptiques

Antiparkinsoniens

Psychostimulants

Thymorégulateurs

Opiacés

Glycolipides

CREB

Antagoniste du récepteur à la
mélanocortine

Métabolite endogène de
polyamine

ECT

diazépam
 alprazolam

phénytoïne
 valproate

 carbamazépine
vigabatrin

lamotrigine

halopéridol

amantadine
3-cyclopentyladaman-

tanamine

caféine
amphétamine

lithium

GalNAc alpha 1-
3GalNAc-lipide

HSV-CREB

MCL0129

agmatine

Chocs électroconvulsifs

0
0

0
0
0
0
0

0

+
+

faux +
faux +

+

faux +

+

+

+

+

+

Biala, 1998
 Borsini et Meli, 1988

Szymczyk et Zebrowska-
Zupina, 2000

Szymczyk et Zebrowska-
Zupina, 2000

Biala, 1998

Vamvakides, 2000
Vamvakides, 2000

Schechter et Chance, 1979
Porsolt et al., 1977

Nixon et al., 1994

Willner, 1984

Masuda et al., 2000

Chen et al., 2001

Chaki et al., 2003

Zomkowski et al., 2002

Porsolt et al., 1977
+ : activité antidépressive, 0: pas d�effet, faux + : faux positif (réponse au test, mais aucun effet antidépresseur
observé en clinique)
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Tableau 21 - Effets de différentes molécules dans le test de la nage forcée chez la Souris
Classe pharmacologique Molécules Effet Références

Ligands sérotoninergiques

5-HT1A-

5-HT1A+

5-HT1B/D+

5-HT1B-

5-HT1B/C+

5-HT1+

5-HT2-

5-HT2A/C+

5-HT2A/2C-

5-HT2A-

5-HT2B

5-HT2C-

5-HT3

5-HT4

Ligands dopaminergiques
(DA+)

(DA-)

NAN190
 pindolol

WAY 100635

 8-OHDPAT
 ipsapirone
gépirone

 buspirone

 1PP

anpirtoline
RU24969

GR127935
isamoltane

mCPP (at 60min)

TFMPP (at 30min)
TFMPP (at 60min)

LY 53857

DOI

ritansérine
 mésulergine

kétanserine
spiroxatrine

SB 206553

cyprohéptadine

ondansétron

DAU 6285

tryptophan (jusqu�à
125mg/kg)

tryptophan (250 mg/kg)
tryptophan
métiteptine

dexamphétamine
GBR12783

SCH23390

+
 0
0

 +
0

0 ; +

 0 ; +

 0

+
+

0
0

+

+
0

0

0

0
0

0
0

0

0
+

0

0

+

0
+
0

faux +
+

0

Redrobe et al., 1996
Borsini, 1995

O�Neill et Conway, 2001a

O�Neill et Conway, 2001a
Borsini, 1995

Borsini, 1995 ; Wieland et
Lucki, 1990

Biala, 1998 ; Wieland et
Lucki, 1990

 Borsini, 1995

O�Neill et Conway, 2001a
Redrobe et al., 1996

Borsini, 1995
O�Neill et Conway, 2001a

Borsini, 1995

Borsini, 1995
Borsini, 1995

Yamada et Sugimoto, 2002

Redrobe et Bourin, 1997

Redrobe et Bourin, 1997
Redrobe et Bourin, 1997

Redrobe et Bourin, 1997
Borsini, 1995

Yamada et Sugimoto, 2001

Borsini, 1995
Luttinger et al., 1984

Borsini, 1995

Borsini, 1995

Wong et Ong, 2001

Wong et Ong, 2001
Borsini, 1995
Borsini, 1995

Vaugeois et al., 1996a
Vaugeois et al., 1996a

Vaugeois et al., 1996a
+ : activité antidépressive, 0: pas d�effet, faux + : faux positif (réponse au test, mais aucun effet antidépresseur
observé en clinique)
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suite tableau 21
Classe pharmacologique Molécules Effet Références

Ligands adrénergiques

Ligand anticholinerique

Antagoniste NMDA

Modulateurs des canaux
voltage-dépendantS de type L

Ligands histaminergiques

Substrat de l�oxyde nitrique

Ligands imidazoliques

Agoniste muscarinique

2nd messagers

clonidine
p-synéphrine (faible dose)
p-synéphrine (forte dose)

propranolol

atropine

éliprodil (SL-82.075)
zinc (forte dose)

nifédipine
 vérapamil
 diltiazem

 flunarizine

thiopéramide
 L-histidine

 2(-3-trifluoromethyl-
phénylhistamine

 2-thiazolyethylamine
métoprine

chlorphéniramine
prométhazine

L-arginine
N(G)-nitro-L-arginine

(faible dose)
L-arginine (forte dose)
N(G)-nitro-L-arginine

(forte dose)
N(G)-nitro-D-arginine,
N(G)-nitro-L-arginine

méthyl ester
N(G)-monomethyl-L-

arginine
7-nitroindazole

1-(2-trifluoromethyl-
phenyl)imidazole

BU224
 BU239

 BU8082

AE14

inositol

+
+
0
0

faux +

+
+

+
 0
0
 0

+
 +
+

+
+

faux +
faux +

+
+

0
0

+
+

+

+
+

0
0
0

+

+

O�Neill et al., 2001b
Song et al., 1996
Song et al., 1996

Borsini, 1995

Brown, 1979

Layer et al., 1995
Kroczka et al., 2000

Biala, 1998
 Cohen et al., 1997
Cohen et al., 1997
Cohen et al., 1997

Lamberti et al., 1998
Lamberti et al., 1998
Lamberti et al., 1998

Lamberti et al., 1998
Lamberti et al., 1998

Wallach et Hedley, 1979
Wallach et Hedley, 1979

Da Silva et al., 2000
Harkin et al., 1999

Harkin et al., 1999
Harkin et al., 1999

Harkin et al., 1999
Harkin et al., 1999

Harkin et al., 1999

Volke et al., 2003
Volke et al., 2003

O�Neil et al., 2001b
O�Neil et al., 2001b
O�Neil et al., 2001b

Vamvakides et al., 2002

Einat et al., 2001
+ : activité antidépressive, 0: pas d�effet, faux positif (réponse au test, mais aucun effet antidépresseur observé en
clinique)
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Tableau 22 - Effets de différents antidépresseurs dans le test de la nage forcée chez le

Rat

Effets

Classe

Pharmacologique
Molécules

Réduction

de l�

immobilité

Augmentation

du temps de

nage

Augmentation

de l�escalade

Références

ADTs

IRSSs

Antidépresseurs
atypiques

IRSNs

IRN

IRD

IMAO

imipramine
amitriptyline
maprotiline
nortriptyline

chlorimipramine
duloxétine

paroxétine
sertraline
fluoxétine

trazodone
WF-11

mirtazapine

venlafaxine
duloxétine

milnacipran

désipramine

bupropion
GBR12909

befloxatone
moclobémide

+
+
+
+
0
+

+
+
+

0
+
+

+
+
+

+

+
+

+
+

0
0
0
0
0
0

+
+
+

0
+
0

+
0
0

0

0
0

0
0
+
0
0
+

0
0
0

0
+
+

+ (forte dose)
0
+

+

+
+

Dougherty et al., 1995
Kawashima et al., 1986
 Rénéric et Lucki, 1998

Porsolt et al., 1979
Kawashima et al., 1986
Rénéric et Lucki, 1998

Detke et al., 1995
Detke et al., 1995
Detke et al., 1997

Rénéric et Lucki, 1998
Rénéric et Lucki, 1998

Hemby et al., 1997

Rénéric et Lucki, 1998
Rénéric et Lucki, 1998
Reneric et Lucki, 1998

Rénéric et Lucki, 1998

Rénéric et Lucki, 1998
Hemby et al., 1997

Caille et al., 1996
Caille et al., 1996

+ : activité antidépressive, 0: pas d�effet, faux positif (réponse au test, mais aucun effet antidépresseur observé en
clinique)
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Tableau 23 - Effets de différentes molécules non antidépressives dans le test de la nage

forcée chez le Rat

Effets

Classe

Pharmacologique
Molécules

Réduction

de l�

immobilité

Augmentation

du temps de

nage

Augmentation

de l�escalade

Références

Neuroleptiques

Anxiolytiques

Antibiotiques

Anticonvulsivants

Psychostimulant

ECT

SMT

chlorpromazine
halopéridol

sulpiride

diazépam

lévofloxacine

oxcarbamazépine

caféine
methamphétamine

Chocs
électroconvulsifs

Stimulation
magnétique
transcraniale

0
0
+

0

0

+

faux +
faux +

+

+

0
0
0

0

0

non testé

non testé
non testé

non testé

non testé

0
0
0

0

0

non testé

non testé
non testé

non testé

non testé

Kawashima et al., 1986
Kawashima et al., 1986
Kawashima et al., 1986

Kawashima et al., 1986

Erden et al., 2001

Joca et al., 2000

Kitada et al., 1981
Kitada et al., 1981

Zyss et al., 1997

Zyss et al., 1999

+ : activité antidépressive, 0: pas d�effet, faux positif (réponse au test, mais aucun effet antidépresseur observé en
clinique)
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Tableau 24 - Effets de différentes molécules dans le test de la nage forcée chez le Rat

Effets

Classe

Pharmacologique
Molécules

Réduction

de l�

immobilité

Augmentation

du temps de

nage

Augmentation

de l�escalade

Références

Ligands
sérotoninergiques

5-HT1A-

5-HT1A+

5-HT1B+

5-HT1B/C+

5-HT1+

5-HT2A-

5-HT2+

5-HT3-

5-HT3+

5-HT4+

Ligands
Adrénergiques
α2-antagoniste

β-agoniste

Ligand
Anticholinergique

Ligand DA
D+

Ligand non-
peptidique

antagoniste CR1

Modulateur de la
synthèse des

phospholipides

Antagoniste des
récepteurs V1b à
la vasopressine

NAN190
WAY100635

pindolol

8-OHDPAT

gépirone
ipsapirone
buspirone

CGS12066

mCPP

TFMPP

kétanserine

DOB

ondansétron

PBG

SB204070

idazoxan
salbutamol

scopolamine

d-amphétamine

CRA 100

cytidine

SSR149415

0
0
0

0, +

+
+
+

+

0

0

0

0

0

+

0

+
0

+

faux +

+

+

+

0
0
+

0, +

+
0
0

+

0

0

0

0

0

+

0

0
0

0

0

0

0

non testé

0
0
0

0, 0

0
0
0

0

0

0

0

0

0

+

0

0
0

0

+

0

+

non testé

Detke et Lucki, 1995
Detke et Lucki, 1995
Rénéric et al., 2000

Rénéric et al., 2001, Wieland et
Lucki, 1990

Wieland et Lucki, 1990
Wieland et Lucki, 1990
Wieland et Lucki, 1990

Detke et Lucki, 1995

Wieland et Lucki, 1990

Cervo et al., 1989

Detke et Lucki, 1995

Wieland et Lucki, 1990

Detke et Lucki, 1995

Detke et Lucki, 1995

Cryan et Lucki, 2000

Rénéric et al., 2001
Porsolt, 1981

Kawashima et al., 1986

Detke et al., 1995

Harro et al., 2001

Carlezon et al., 2002

Griebel et al., 2002

+ : activité antidépressive, 0: pas d�effet
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5.3.2. Le test de suspension caudale

Le TST est un modèle animal (Stéru et al., 1985), dérivé du FST où la suspension de la

souris ou du rat par la queue induit une immobilité. Ce test, réalisé maintenant le plus souvent

chez la Souris, présente l�avantage d�être automatisé (ITEMATIC-TST). Il mesure la durée de

l�immobilité (pendant 6 minutes) ainsi que la puissance des mouvements de l�animal (Stéru et

al., 1987 ; Porsolt et al., 1987) permettant de distinguer différentes classes de psychotropes

(tableaux 25, 27). Le TST résoudrait plusieurs problèmes rencontrés avec le FST :

l�immobilité est mesurée objectivement (automatique) et aucune hypothermie n�est induite

après immersion dans l�eau froide (Thierry et al., 1986). Les études montrent que le TST peut

être prédictif de l�activité de nombreux antidépresseurs. Afin de comprendre le mécanisme

d�action de ces molécules de nombreux ligands ont été testés (tableau 26). Il semble que les

ligands ayant une affinité pour les récepteurs 5-HT1A et 5-HT1B aient une activité dans le TST.

Comme pour le FST, les molécules qui augmentent l�activité locomotrice spontanée donnent

de faux positifs. Il a donc été suggéré qu�un test évaluant l�activité locomotrice devrait être

systématiquement réalisé en parallèle du TST (Porsolt et al., 1978).

Devant l�absence d�animaux naturellement « déprimés », des souris contrôles issues de la

souche CD1, présentant un temps d�immobilité supérieur à leurs congénères issus de la même

souche, ont été sélectionnés dans le TST afin de créer des animaux spontanément « résignés »

(Vaugeois et al., 1996b ; Vaugeois et Constantin, 1998). Chez ces souris pré-sélectionnées,

l�imipramine est alors active dans ce modèle animal de désespoir (Vaugeois et al., 1997).

5.3.3. Le stress modéré chronique

Après une période d�adaptation aux conditions de laboratoire et à la consommation d�eau

sucrée, une variété de stress légers (changements de lumière, privation de nourriture,

changement de compagnon de cage, inclinaison de la cage, illumination intermittente au

stroboscope) qui pris individuellement n�ont aucun effet chez l�animal (Rat ou Souris),

provoque, lorsqu�ils sont changés régulièrement sur une période de plusieurs semaines

(Willner et al., 1992), un changement comportemental. Celui-ci se manifeste par une

consommation réduite de saccharose reflétant une diminution de la sensibilité du système de

récompense, autrement dit un comportement anhédonique que l�on retrouve chez le déprimé.

L�état hédonique des animaux soumis à cette variété de stress modéré chronique (CMS pour



« chronic mild stress ») est évalué par l�auto-stimulation intracrâniale (Moreau et al., 1995 ;

Willner et al., 1996) Ceci se manifeste par une augmentation de la fréquence d�auto-

stimulations intracrâniales suggérant une baisse graduelle de la sensibilité aux stimulations

chez ces animaux soumis aux différents stress. D�autres paramètres de cotation, comme la

qualité du pelage (Ducottet et Belzung, 2002) ont aussi été ajoutés au modèle de stress

modéré chronique. Les souris soumises aux différents stress modérés négligent leur toilette et

donc la qualité du pelage se dégrade par rapport à celle des animaux contrôle. Les animaux

ayant reçu un traitement chronique par un antidépresseur voient leur consommation d�eau

sucrée revenir à la normale (tableaux 28, 29, 30).

F

U

a
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igure 16 � Photo du test de suspension caudale chez la Souris

n antidépresseur diminue le temps d�immobilité (photo de droite) alors qu�une

dministration de NaCl 0,9% provoque une quasi immobilité de l�animal.
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Tableau 25 - Effets de différents antidépresseurs dans le test de suspension caudale chez

la Souris

Classe pharmacologique Molécules Effet Références

ADTs

IRSSs

Antidépresseurs atypiques

IRSNs

IRN

IRD

IMAOs non sélectifs

Inhibiteurs de la MAO-A

Inhibiteurs de la MAO-B

imipramine

amitriptyline
clomipramine

YM992 (aussi 5-HT2A-)
fluoxétine
 citalopram
paroxétine

 zimelidine
 indalpine
 litoxétine

miansérine
 nomifensine

démexiptiline
 viloxazine
reboxétine

desipramine

amineptine
 GBR 1209
 aphétamine
 bupropion

phénelzine
 niamide

béfloxatone
 brofaromine

clorgyline
 moclobémide

 indalpine
 pargyline
 toloxatone

déprényl
Ro 196327

+

+
+/-

+
+/-
+/-
+

+
+
+

+
 +

+/-
 +
+

+/-

0
0

+/-
+

0
0

+
0
0
+
+
 +
+

0
0

David et al., 2001b; Liu et
Gershenfeld, 2001; O�Neill et
al., 1996, Teste et al., 1993,

Steru et al., 1987
Takeuchi et al., 1997

Teste et al., 1993

Takeuchi et al., 1997
Takeuchi et al., 1997
Takeuchi et al., 1997

David et al., 2001b; O�Neill
et al., 1996

Perrault et al., 1992
Perrault et al., 1992
Perrault et al., 1992

Stéru et al., 1987
Stéru et al., 1987

Teste et al., 1993
 Stéru et al., 1987
Wong et al., 2000

Teste et al., 1993

Teste et al., 1993
Teste et al., 1993
Stéru et al., 1987
Stéru et al., 1987

Prakie et Oxenkrug, 1998
Prakie et Oxenkrug, 1998

Prakie et Oxenkrug, 1998

Stéru et al., 1987
Stéru et al., 1987
Stéru et al., 1987
Stéru et al., 1987

Prakie et Oxenkrug, 1998
Prakie et Oxenkrug, 1998

+ : activité antidépressive, +/- :  faible activité antidépressive (tendance), 0 : pas d�effet
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Tableau 26 - Effets de différentes molécules dans le test de suspension caudale chez la

Souris

Classe pharmacologique Molécules Effet Références

Ligands sérotoninergiques
5-HT1A/B +

Ligands adrénergiques

(α2+)
(α2-)

Ligands dopaminergiques

Ligands D2/D3

Ligands D3

Ligands cholinergiques

Antagoniste mGlu5

Antagonistes NMDA

Modulateurs des canaux
voltage-dépendant de type L

N-acétylserotonine
RU 24969

p-synéphrine (faible dose)
 p-synéphrine (forte dose)

B-HT920 (fortes doses)
clonidine

yohimbine

B-HT920 (forte dose)
 N-n-propylnor-pomorphine

(agoniste DA)

(-)éticlopride
(-)éticlopride (chronique)

7-OH-DPAT (faible dose)
7-OH-DPAT (forte dose)
7-OH-DPAT (chronique)

(faible dose)
7-OH-DPAT (chronique)

(forte dose)

atropine
 oxotrémorine

MPEP

éliprodil (SL-82.0715)
MK-801

AP7
GDEE

nifédipine
nicardipine
nitréndipine
isradipine
félodipine
nimodipine
amlodipine
vérapamil

(-)émopamil
diltiazem

clentiazem
flunarizine

+
+

+
0

+
0
0

0
 0
0

0
+

0
+
0

+

+
 0

+

0
+
0
0

+
+
+
+
+
+
0
0
0
0
0
0

Prakie et Oxenkrug, 1998
O�Neill et al., 1996

Song et al., 1996
Song et al., 1996

Ferrari et Giuliani, 1991
Ferrari et Giuliani, 1991
Ferrari et Giuliani, 1991

Ferrari et Giuliani, 1997
Ferrari et Giuliani, 1997
Ferrari et Giuliani, 1997

Ferrari et Giuliani, 1997
Ferrari et Giuliani, 1997

Ferrari et Giuliani, 1997
Ferrari et Giuliani, 1997
Ferrari et Giuliani, 1997

Ferrari et Giuliani, 1997

Stéru et al., 1987
Stéru et al., 1987

Tatarczynska et al., 2001

Layer et al., 1995
Panconi et al., 1993
Panconi et al., 1993
Panconi et al., 1993

Cohen et al., 1997
Cohen et al., 1997
Cohen et al., 1997
Cohen et al., 1997
Cohen et al., 1997
Cohen et al., 1997
Cohen et al., 1997
Cohen et al., 1997
Cohen et al., 1997
Cohen et al., 1997
Cohen et al., 1997
Cohen et al., 1997

+ : activité antidépressive, 0 : pas d�effet
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Tableau 27 - Effets de différentes molécules non antidépressives dans le test de

suspension caudale chez la Souris

Classe pharmacologique Molécules Effet Références

Neuroleptiques

Anxiolytiques

Psychostimulants

Hormone

Neuropeptide

Substrats de l�oxyde Nitrique

Métabolite endogène de
polyamine

chlorpromazine
halopéridol
 sulpiride

clobazam
 diazépam

d-amphetamine
 caféine

mélatonine

TRH

L-Arginine (faible dose)
N(G)-nitro-L-arginine

(faible dose)
L-Arginine (forte dose)
N(G)-nitro-L-arginine

(forte dose)

agmatine

0
0
 0

0
0

+
+

+

+

+
+

0
0

+

Porsolt et al., 1987
Stéru et al., 1987
Stéru et al., 1987

Stéru et al., 1987
Porsolt et al., 1987

Stéru et al., 1987
Stéru et al., 1987

Prakhie et Oxenkrug, 1998

Shi et al., 1991

Da Silva et al., 2000
Da Silva et al., 2000

Da Silva et al., 2000
Da Silva et al., 2000

Zomkowski et al., 2002

+ : activité antidépressive, 0 : pas d�effet

Tableau 28 - Effets de différents antidépresseurs dans le test du stress modéré chronique

chez le Rat

Classe pharmacologique Molécules Effet Références

ADTs

IRSSs

Antidépresseur atypique

IRN

IMAO

imipramine
 amitriptyline
 maprotiline

fluvoxamine

citalopram
fluoxétine

mianserin

désipramine

moclobémide
brofaromine

+
 +
+

+

+
+

+

+

+
+

Papp et al., 1996
Muscat et al., 1990
Muscat et al., 1992a

Sluzewska et Szczawinska,
1996a,b

Willner et al., 1987
Willner et al., 1992

Moreau, 1997

Moreau, 1997

Moreau et al., 1993
Papp et al., 1996

+ : activité antidépressive, 0 : pas d�effet
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Tableau 29 - Effets de différentes molécules non antidépressives dans le test du stress

modéré chronique chez le Rat

Classe pharmacologique Molécules Effet Références

Neuroleptiques

Anxiolytique

Analgésique

Thymorégulateur

rispéridone
chlorprothixene

halopéridol

chlordiazépoxide

morphine

lithium

0
0
0

0

0

+

Moreau, 1997
Papp et al., 1996
Papp et al., 1996

Muscat et al., 1992a

Papp et al., 1996

Sluzewska et Szczawinska,
1996a

+ : activité antidépressive, 0 : pas d�effet

Tableau 30 - Effets de différentes molécules dans le test du stress modéré chronique chez

le Rat

Classe pharmacologique Molécules Effet Références

Ligands sérotoninergique
5-HT1A+

5-HT1+/5-HT2A-

Ligands DA
DA+
D2+

D2+/D3+

Ligand anticholinergique

Ligands histaminergique
Antagoniste

Inhibiteur de synthèse de la
corticostérone

Antagoniste des récepteurs V1b
à la vasopressine

Mélatonine

buspirone
ipsapirone

BIMT-17 (flibanserin)

d-amphétamine
bromocriptine

quinpirole

atropine

mépyramine

kétoconazole

SSR149415

+
0

+

0
+
+

faux +

faux +

+

+

+

Papp et al., 1996
Przegalinski et al., 1995

D�Aquila et al., 1997b

Papp et al., 1996
Muscat et al., 1992b
Muscat et al., 1992b

Papp et al., 1996

Papp et al., 1996

Sluzewska et Nowakovska,
1994

Griebel et al., 2002

Brotto et al., 2001
+ : activité antidépressive, 0 : pas d�effet, faux positif (réponse au test, mais aucun effet antidépresseur observé
en clinique)
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5.3.4. Le test de résignation acquise

Le test de résignation acquise (LH pour « learned helplessness ») est le modèle animal de

dépression le plus classique mais aussi le plus controversé (Willner, 1991). Ce test mime

certains traits de la dépression, principalement ceux provoqués par un stress environnemental

défavorable. Le modèle initialement décrit chez le Chien puis étendu au Rat (Seligman et al.,

1975) et à la Souris consiste à exposer l�animal à une situation gênante incontrôlable

provoquant une incapacité à apprendre à échapper à des chocs électriques plantaires en

appuyant sur un levier dans une boîte de « Skinner » ou à passer dans un autre compartiment.

Ce test se déroule en deux étapes, avec trois groupes d�animaux. Le premier jour, dans une

boîte dont le sol est éléctrifié, le premier groupe d�animaux est soumis individuellement à des

chocs plantaires qu�ils peuvent interrompre en pressant un levier. Le deuxième groupe

d�animaux est soumis individuellement à des chocs électriques de même intensité et de même

durée que le premier groupe mais qu�ils ne peuvent cette fois éviter. Le troisième groupe, ne

reçoit aucun choc et représente le groupe témoin. Le deuxième jour, les animaux subissent

une épreuve d�évitement actif, dans une boîte à deux compartiments dont le sol de l�un est

électrifié. Quand apparaît un signal lumineux, l�animal doit passer dans l�autre compartiment

afin d�éviter le choc électrique. En fait, les animaux du deuxième groupe, contrairement à

ceux des deux autres groupes, adoptent une attitude prostrée et subissent passivement les

chocs. L�exposition de l�animal à cette situation qu�il ne contrôle pas induit des signes

d�incapacité cognitive traduisant une résignation acquise (Seligman et al., 1975). Les animaux

présentent également une diminution globale de leur activité, de la prise alimentaire, du temps

de sommeil, du poids et de l�aggressivité. Le déficit d�échappement est réduit par un

traitement sub-chronique, mais pas aigu avec des antidépresseurs (tableaux 31, 32, 33).
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Tableau 31 - Effets de différents antidépresseurs dans le test de résignation acquise chez

le Rat

Classe pharmacologique Molécules

Traitement subchronique

de 3 à 7 jours

Effet Références

ADTs

IRSSs

IRSN

Antidépresseurs atypiques

IRN

IRD

IMAOs

imipramine
amitryptiline

nortriptyline (subacutely)
doxépine

fluoxétine
citalopram

fluvoxamine
indalpine
ziméldine

milnacipran

miansérine
iprindole

néfazodone

désipramine

amineptine

pargyline
béfloxatone
iproniazide

moclobémide
brofaromine
phénelzine
nialamide

T-794

+
+
+
+

+
+
+
+
+

+

+
+
+

+

+

+
+
+
+
+
+
+
+

Sherman et al., 1979
Sherman et al., 1982
Telner et al., 1981

Sherman et al., 1982

Ferguson et al., 2000
Martin et al., 1990
Martin et al., 1990
Martin et al., 1990
Martin et al., 1990

Briley et al., 1996

Sherman et al., 1982
Sherman et al., 1982

Eison et al., 1990

Telner et Singhal, 1981

Besson et al., 1999

Maier, 1983
Caille et al., 1996

Sherman et al., 1982
Caille et al., 1996
Caille et al., 1996
Caille et al., 1996
Caille et al., 1996
Kato et al., 1998

+ : activité antidépressive, 0 : pas d�effet
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Tableau 32 - Effets de différentes molécules non antidépressives dans le test de

résignation acquise chez le Rat

Classe pharmacologique Molécules

Traitement subchronique

de 3 à 7 jours

Effet Références

Neuroleptiques

Anxiolytiques

Psychostimulants

Anticonvulsivants

Thymorégulateur

ECS

chlorpromazine
halopéridol

diazépam
lorazépam

chlorprodiazépoxide
éthanol

amphétamine
caféine

oxcarbazépine
phénobarbital

lithium (30 jours de
traitement)

chocs éléctroconvulsifs

0
0

0
0
0
0

0
0

+
0

+

0

Sherman et al., 1982
Sherman et al., 1982

Sherman et al., 1982
Sherman et al., 1982
Sherman et al., 1982

Sherman et al., 1982
Sherman et al., 1982

Sherman et al., 1982

Joca et al., 2000
Sherman et al., 1982

Faria et al., 1993

Sherman et al., 1982
+ : activité antidépressive, 0 : pas d�effet
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Tableau 33 - Effets de différentes molécules dans le test de résignation acquise chez le

Rat

Classe pharmacologique Molécules

Traitement subchronique

de 3 à 7 jours

Effet Références

Ligands sérotoninergiques
agoniste 5-HT1

5-HT1A+

Ligand adrénergique
agoniste α2

Ligand DA

Ligand anticholinergique

Ligands GABAergiques

GABAB-

Ligand cholinergique

Ligands Opioïdes
Inhibiteur du catabolisme des

Enképhaline
Agoniste des récepteurs

opioïde de type D

Bloqueur des canaux ioniques

CREB

Ligands CRF
CRF1-

BDNF

1-(2,4-diméthylphényl)-3-
[(2-méthoxyphényl)-

pipérazine-1il]-1-
propanone (aussi SSRI)
alnespirone (S 20499)

8-OHDPAT

clonidine

apomorphine

atropine

gaba injecté dans l�
hippocampe

bicucculine injecté dans
l�hippocampe

CGP36742
ICS205-93

nicotine
SIB-1508Y

RB101

BUBU

mécamylamine
nimodipine

HSV-CREB

CP-154,526

BDNF

+

+

+

+

+

faux +

0

0

+
+

+
+

+

+

0

0

+

+

Giral et al., 1988

Oficialdegui et al., 2000

Mac Sweeney et al., 1998
Martin et al., 1990

Anisman et Zacharko, 1982,
Maier, 1983

Maier, 1983

Anisman et Zacharko, 1982

Petty et Sherman, 1980

Petty et Sherman, 1980

Nakagawa et al., 1999
Nakagawa et al., 1999

Semba et al., 1998
Ferguson et al., 2000

Tejedor-Real et al., 1998

Tejedor-Real et al., 1998

Ferguson et al., 2000
Saade et al., 2003

Chen et al., 2001

Mansbach et al., 1997

Siuciak et al., 1997
+ : activité antidépressive, 0 : pas d�effet, faux positif (réponse au test, mais aucun effet antidépresseur observé
en clinique)
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TRAVAIL EXPERIMENTAL

1. Choix des modèles comportementaux

Les modèles animaux de dépression apportent une grande contribution non seulement à la

recherche et au développement de nouvelles molécules mais aussi à la compréhension du

mécanisme d�action des antidépresseurs. Un modèle animal doit posséder une sensibilité de

base aux médicaments et développer peu de faux positifs. Tous les modèles précédemment

présentés sont appelés modèles animaux de dépression  car ils peuvent permettre d�identifier

les molécules antidépressives. Cependant, comme ces modèles animaux ne caractérisent pas

tous les symptômes de la dépression chez l�Homme, on peut considérer qu�il n�existe pas à

l�heure actuelle de modèle de dépression universel. Les deux critères de choix d�un modèle

animal de dépression sont la reproductibilité et la robustesse (Willner, 1984 ;  David et al.,

2001c).

La bulbectomie olfactive peut être considérée comme une bonne approche de l�étiologie

de la dépression. La bulbectomie olfactive a une fort rationnel théorique puisque les

antidépresseurs ne sont pas efficaces chez les rats « normaux ». De plus, l�intérêt de ce test est

de se placer dans les conditions cliniques puisqu�un médicament antidépresseur n�agit pas

avant deux à trois semaines. Cependant la sensibilité et la sélectivité de ce modèle peuvent

être remises en question puisque certains antidépresseurs ne sont pas actifs après un traitement

subchronique ou chronique.

Le test de résignation acquise est le modèle animal de dépression le plus critiqué du fait de

sa faible spécificité et la difficulté de relier les résultats obtenus dans différents laboratoires.

Le phénomène « antidépresseur-like » produit après l�administration du médicament est court,

il se dissipe en 48 à 72 heures, selon la procédure d�induction des chocs (Wiess et Simon,

1989). Plusieurs composés possédant à la fois des propriétés anxiolytiques et antidépressives

comme la buspirone, la gépirone, l�alnespirone annulent la résignation acquise chez le Rat

(Martin et al., 1990 ; pour revue Thiébot et al., 1992). De plus certaines difficultés

d�apprentissage de la résignation peuvent résulter de déficits de la motricité et de l�attention et

certains rats manquent d�adaptabilité au stress. Il a été suggéré que le test de résignation était

plus un modèle animal d�adaptation au stress plutôt qu�un modèle animal de dépression

remettant ainsi en cause la pertinence du test dans cette pathologie (Anisman et al., 1980).
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Le stress modéré chronique est considéré comme le modèle animal de dépression le plus

valide puisqu'il implique le stress comme facteur étiologique de la dépression (Willner et

Papp, 1997) et qu�il est sélectif des molécules antidépressives. Cependant, il a été dit que les

résultats obtenus par ce modèle seraient peux reproductibles (D�Aquila et al., 1997a) et que

les altérations comportementales se dissiperaient trop rapidement. Pendant très longtemps, il

n�existait pas de protocole de stress consensuellement défini ce qui peut expliquer la

dispersion des résultats. Aujourd�hui, il semble que l�application de stress soit mieux codifiée.

L�anhédonie qui se manifeste après plusieurs semaines de stress ne serait pas seulement un

des symptômes de la dépression mais aussi de la maladie de Parkinson et même de la

schizophrénie (Breslau et Davis, 1986) puisque les neuroleptiques peuvent en annuler l�effet.

De plus, des données cliniques indiquent que l�incidence de la dépression est de 5 à 10%,

suggérant que le stress, auquel chaque individu peut se trouver confronté sous ses multiples

formes, ne soit pas le facteur déclenchant de la dépression (Breslau et Davis, 1986).

Le TST est un modèle animal de dépression facile à mettre en place bien que les résultats

montrent une variabilité non négligeable entre les souches pour le même traitement (Vaugeois

et al., 1997) (figure 16). Il semble aussi que l�activité basale puisse dépendre des conditions

d�hébergement des animaux (Karolewicz et Paul, 2001). Hascoët et al., (1991) puis Renard et

al., (2003) ont suggéré que le TST comprenait une composante motrice beaucoup moins

négligeable que celle du FST. En effet, à l�aide d�une activité locomotrice spontanée, on

montre qu�une hypolocomotion apparaît après les deux minutes d�habituation du FST alors

que cet effet ne se manifeste que deux minutes après la fin du TST. Ceci indique qu�il existe

une composante motrice résiduelle dans le TST.

Le FST est un modèle largement utilisé pour détecter une activité « antidépressive-like »

puisqu�il est facile à mettre en place, peu coûteux et qu�il a prouvé que ses résultats étaient

reproductibles. Les modifications du test, surtout pour le FST chez le Rat et l�administration

chronique des molécules ont permis d�améliorer la spécificité du test. Detke et al., (1997) ont

montré que les antidépresseurs administrés chroniquement à faibles doses produisaient une

baisse significative du temps d�immobilité. Il est admis que le FST chez la Souris apparaît

comme le modèle animal de dépression le plus adéquat pour définir une réponse

antidépressive même si la symptomatologie induite n�est que difficilement comparable à la

dépression chez l�Humain puisque l�administration des molécules s�effectue généralement en

aigu. Cependant ce modèle est sensible à toute les classes d�antidépresseurs et comporte peu

de faux positifs lorsqu�il est couplé à un test d�activité locomotrice. Récemment les

recherches pré-cliniques se sont focalisées sur la combinaison de molécules afin de diminuer



128

le délai d�action des antidépresseurs en clinique et d�augmenter le nombre de répondeurs. Le

FST permet l�exploration des mécanismes d�action des molécules antidépressives à travers

l�utilisation de ligands spécifiques (pour revue Redrobe et Bourin, 1999). Des composés

comme la buspirone (Joffe et Schuller., 1993 ; Jacobsen, 1991) et le pindolol (Blier et

Bergeron, 1995 ; Tome et al., 1997) ont prouvé cliniquement qu�ils potentialisaient la réponse

antidépressive et donc la taille de l�effet.

Pour nos travaux de recherche en psychopharmacologie comportementale, nous avons

retenu le TST et le FST chez la souris comme modèles animaux de dépression. Les techniques

opératoires employées dans ces deux tests chez la Souris au laboratoire sont strictement

superposables à celles décrites en pages 96 et 107. Dans le FST chez la Souris, il existe une

très bonne corrélation entre l�activité « antidépressive-like » prédite pour une molécule et son

effet avéré en clinique puisque 94% des molécules, dont le test montre une baisse du temps

d�immobilité, se révèlent être de futurs antidépresseurs alors que ce chiffre n�est que de 89%

pour le FST chez le Rat (Bai et al., 2001). Cette corrélation entre l�effet antidépresseur dans le

FST et l�effet thérapeutique n�est retrouvé dans aucun autre modèle (Thiébot et al., 1992). Le

FST et le TST présentent des spectres de sensibilité aux antidépresseurs assez comparables

mais pas identiques (Bai et al., 2001). Les antidépresseurs ADTs, les IMAOs et certains

antidépresseurs atypiques comme la miansérine sont actifs dans les deux tests (Stéru et al.,

1985 ; Borsini et Meli, 1988 ; Dalvi et Lucki, 1999). Cependant des divergences sont décrites

concernant les IRSSs dont on reporte généralement qu�ils sont actifs dans le TST mais non

dans le FST (Porsolt et al., 1993 ; Detke et al., 1995) ; l�inverse est observé pour des agents

atypiques comme le rolipram et la lévoprotiline (Porsolt et Lenegre, 1992). Pourtant la

question de la sensibilité du FST chez la Souris pour les IRSSs n�est plus a démontrer

(Redrobe et Bourin, 1999 ; Borsini, 1995). Les divergences de résultats entre le FST et le TST

pourraient s�expliquer par l�implication de mécanismes neurochimiques différents. De plus il

existe des différences d�ordre méthodologique (souche de souris, conditions d�éclairage) (Bai

et al., 2001). En conséquence l�étude de la variabilité dans les deux tests, le FST et le TST, et

la maîtrise de paramètres aussi tels que l�âge, le genre ou la souche devraient nous permettre

de sensibiliser les tests et donc d�augmenter les tailles d�effets des deux tests afin de mieux

comprendre les mécanismes neurochimique impliqués dans l�effet « antidépresseur-like ».

Pour comprendre ces mécanismes neurochimiques sous-jacents, la microdialyse intracérébrale

in vivo, chez la souris éveillée libre de ses mouvements est très complémentaire.
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2. Approche neurobiologique : microdialyse intracérébrale in vivo
chez la souris éveillée libre de ses mouvements

La technique de microdialyse in vivo chez l�animal anesthésié ou éveillé a été mise au

point par Delgado et collaborateurs en 1972, puis perfectionnée par Ungerstedt (1984). Son

principe repose sur la loi de diffusion passive de composés de faible poids moléculaire à

travers une membrane poreuse (figure 17), du compartiment le plus concentré vers le

compartiment le moins concentré. Cette technique, ici appliquée chez la souris éveillée libre

de ses mouvements, permet de recueillir, tous les ¼ d�heures environ, la 5-HT (articles 5, 6,

7) et/ou la NA endogène (articles 6, 7) ainsi que leurs métabolites présents dans le milieu

extracellulaire cérébral et de les quantifier par une méthode analytique de dosage

[chromatographie liquide haute performance (CLHP) couplée à un détecteur

électrochimique]. Les concentrations en neurotransmetteurs reflètent l�équilibre entre sa

libération dans la fente synaptique et sa recapture par le neurone présynaptique qui l�a libéré.

Grâce à des coordonnées fournies par un atlas stéréotaxique, la sonde est insérée

verticalement dans l�aire cérébrale voulue, en l�occurrence le cortex préfrontal dans notre

étude. La technique en elle-même comporte deux phases : une première phase de chirurgie

sous anesthésie au cours de laquelle les sondes de dialyse sont implantées dans une région

cérébrale donnée et une seconde phase, le lendemain, de recueil de prélèvements.

2.1. Chirurgie

Après pesée, les animaux sont anesthésiés avec de l�hydrate de chloral (400 mg/kg),

administré par voie i.p.. Les souris sont ensuite placées sur l�appareil stéréotaxique à l�aide de

barres d�oreilles et d�un étau buccal fixant la mâchoire supérieure. L�appareil stéréotaxique

est équipé d�un système de 3 axes avec vis micrométriques permettant le déplacement dans

les 3 dimensions (antériorité, latéralité, ventralité) du bras portant la sonde de dialyse.

Après incision longitudinale de la peau du crâne, celle-ci est écartée et l�os crânien nettoyé

et blanchi par de l�eau oxygénée. Le Bregma, point d�intersection des lignes de suture des os

du crâne est alors visible et sert de point référence antéro-postérieur et latéral. A partir de ce

point et grâce aux coordonnées données par l�atlas sétérotaxique (Franklin et Paxinos, 1997),

l�os du crâne est percé en deux points, à la verticale des cortex frontaux droit et gauche où

seront implantées les deux sondes (antériorité : 1.6 mm ; latéralité : 1.3 mm ; ventralité : 1.6

mm). Concernant les travaux expérimentaux 6 et 7, l�implantation de deux sondes chez le
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même animal (droite et gauche) permet de mesurer simultanément les concentrations

extracellulaires corticales de 5-HT ([5-HText]) et de NA ([NAext]). La surface de la dure mère

constituant le point de coordonnée « zéro » de l�axe ventral, la sonde après avoir été

descendue à 1.6 mm de profondeur, est ensuite collée sur l�os crânien, puis, afin d�assurer la

solidité du maintien de cette sonde, du ciment dentaire est apposé dessus.

Après chirurgie, les souris sont placées dans des cages cylindriques de plexiglas dans

lesquelles elles sont libres de leurs mouvements et ont un accès ad libitum à l�eau et la

nourriture. La fin de cette phase précède d�environ 20 heures au minimum la séance de

dialyse.
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Figure 17 - Schéma d�une sonde de microdialyse avec sa membrane

A : capillaire en silice, B : cathéter en polyéthylène n°1, C : tube métallique, D : cathéter en

polyéthylène n°3, E : membrane de dialyse.

Le milieu tampon artificiel est perfusé à travers le cathéter B et l�échange entre le milieu

extracellulaire et le liquide perfusé se fait au niveau de la membrane de dialyse (E). Le recueil

des dialysats se fait par le cathéter D.



132

2.2. Dialyse

Le lendemain de la chirurgie, on procède au recueil des dialysats (figure 18). Les entrées

des sondes sont reliées à un perfuseur automatique (CMA 100, Phymep, Paris) délivrant une

solution tampon artificielle préparée par nos soins et dont la composition pour 500 ml est la

suivante :

Composants Quantités

Nacl 125 nM

MgCl2 1,18 nM

CaCl2 1,26 nM

KCl 2,50 nM

Eau millipore qsp 500 ml

La solution est ensuite filtrée (filtre HA 0,45 µm, Millipore), le pH est mesuré et ajusté à

7,4 ± 0,2 et conservée à l�abri de la lumière et à 4°C.

Le tampon artificiel dont la composition est proche du liquide céphalo-rachidien (LCR)

est délivré à un débit de 1,5 µl/min et diffuse à travers la membrane de dialyse. Après une

heure de stabilisation, les 4 premiers échantillons sont recueillis toutes les 15 minutes par le

cathéter de sortie, puis les substances à étudier (les antidépresseurs), sont administrées et les

recueils se poursuivent pendant 2 heures post-administration. Les dialysats (22 µl) sont

ensuite placés au congélateur à �80°C jusqu�à leur analyse par CLHP.

A la fin de la séance de dialyse, les animaux sont euthanasiés par une injection létale

d�hydrate de chloral. Leur cerveau est prélevé, puis placé au congélateur (-20°C). Le

lendemain, le cerveau est placé sur un microtome à congélation et différentes coupes d�une

épaisseur de 40 µm sont réalisées dans la zone d�implantation des sondes. Ces coupes sont

photographiées grâce à un appareil numérique (PowerShot G1, Canon) puis comparées aux

photographies des coupes provenant d�un atlas stéréotaxique numérique de Souris (Hof, et al.,

2001) afin de vérifier le bon emplacement des sondes dans le cortex frontal (figure 19).
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2.3. Dosage de la 5-HT et de la NA par CLHP-ED

Les procédures de dosage de la 5-HT et de la NA diffèrent. En effet, l�analyse des

dialysats contenant de la 5-HT est effectuée selon une méthode décrite par Malagié et al.,

(2001). Brièvement, le système chromatographique est constitué d'une pompe LC-118,

(Beckman Coulter, Roissy, France) qui permet l'arrivée, à un débit fixe (0,7 ml/min) de la

phase mobile dans la colonne (phase stationnaire). Les échantillons sont placés sur le plateau

d'un injecteur automatique réfrigéré (CMA200, Phymep, Paris). La composition de la phase

mobile est la suivante :

Composants Quantité

NaH2PO4 31,05 g

EDTA disodique 0,1125 g

Acide octane sulfonique 0,350 g

Méthanol 350 ml

Eau distillée qsp 1750 ml

La phase mobile est filtrée (filtre HA 0,45 µm, Millipore, Saint-Quentin en Yvelines)

avant d�ajouter le méthanol (pureté : 99,8%). Le dégazage de cette phase mobile est assuré

avant toute mise en service par un passage d'hélium en continu. Le pH de cette solution ajusté

à 4,3 (par de l'acide orthophosphorique 85%) permet d'obtenir la séparation des composés

endogènes d�intérêt (5-HT et 5-HIAA) avec un détecteur ampérométrique (HP 1049A,

Hewlett Packard, France). Dans ces conditions, un chromatogramme est obtenu en 7 min

environ. Les temps de rétention de la 5-HIAA et de la 5-HT sont  respectivement d'environ

3,0 min et 5,2 min.

Le dosage des dialysats NA est quant à lui adapté de la méthode de dosage de la 5-HT. Le

système chromatographique (mode isocratique) est constitué d�une pompe (116, Beckman)

d�un amortisseur de pulsations, d�un injecteur automatique (Carnegie Medicin, Stockholm,

Suède) et d�une colonne (phase stationnaire) constituée d�une silice greffée en C18 et de

granulométrie 5µm (4,6 x 150 mm, Macherey-Nagel, Hoerdt, France) couplée à un détecteur

coulométrique (Coulochem, ESA, Bedford, MA, USA). Le potentiel d�oxydation choisi doit

permettre une détection maximale des composés tout en minimisant le bruit de fond. Pour le

dosage de la NA, le potentiel de la cellule de référence est fixé à 0 mV et à �10 mV (E1),

+350 mV (E2) pour la cellule analytique. La phase mobile est composée de 100 mM d�acétate
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de sodium trihydrate; de 40 mM d�acide citrique monohydrate; de 7,4 mM d�acide 1-

octanesulfonique; de 270 µM d�EDTA disodique, de méthanol pour HPLC à 7% et de 0,17 �

de dibutylamine. Le pH de la phase mobile est de 4,55 ± 0,05 u.pH.

2.4. Analyse des résultats

Les concentrations de [5-HText] et de [NAext] dosées dans les dialysats sont exprimées en

pourcentage de la valeur basale qui correspond à la moyenne calculée à partir des 4 premiers

échantillons recueillis pendant la première heure de dialyse. On calcule également les aires

sous la courbe (ASC) en pourcentage de la valeur basale de [5-HText] ou de [NA]ext

correspondante à la concentration totale de 5-HT/NA recueillie sur la période de 0 à 120

minutes post-traitement.

ASC = (Moyenne évoquée / Moyenne basale) * 100

Les résultats sont analysés grâce au logiciel Statview 5.0 (Abacus Concepts, Berkeley,

CA, USA). On réalise une analyse de variance (ANOVA) à un (articles 6 et 7) ou plusieurs

facteurs (souche/traitement) (article 5) pour comparer les valeurs des ASC obtenues dans les

différents groupes. Cette ANOVA est suivie d�un test PLSD de Fischer s�il y a lieu. Le seuil

de significativité est fixé à P < 0.05.
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gure 18� Schéma représentant une expérience de microdialyse intracérébrale in vivo

ez la souris éveillée libre de ses mouvements.

 seringue, installée sur un perfuseur, permet de délivrer le milieu tampon à un débit

nstant (1,5 µl/min dans le cas nos expérimentations) par le biais de la membrane placée

ns l�aire cérébrale étudiée.

gure 19 � Vérification du bon emplacement d�un sonde de microdialyse placée dans le

rtex frontal

mparaison de coupes de cerveau frontal d'une souris Swiss (à gauche) passant par le cortex

édian préfrontal à celles de l'atlas stéréotaxique numérique (à droite) (Hof et al., 2001).

ordonnées en mm.

après Bruno GUIARD
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TRAVAUX EXPÉRIMENTAUX DE
PSYCHOPHARMACOLOGIE COMPORTEMENTALE
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Étude 1 : variabilité en fonction de l’âge

Comparaison de l’activité des antidépresseurs chez des souris âgées de
4 et 40 semaines dans le test de la nage forcée

Psychopharmacology, 2001, 152, 443-449

Comparison of antidepressant activity in 4- and 40- week old male mice in the Forced
Swimming test : involvement of 5-HT1A and 5-HT1B receptors in old mice.
Denis Joseph Paul DAVID, Michel BOURIN, Martine HASCOËT, Marie-Claude
COLOMBEL, Glen B. BAKER, Pascale JOLLIET. Psychopharmacology, 2001, 152 : 443-
449.
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Objectif de l’étude 1

Il est maintenant bien établi qu�une diminution de l�activité du système nerveux central

survient lors du vieillissement et qu�elle s�accompagne de changements de réponse aux

neurotransmetteurs liés à des modifications pharmacodynamiques, nombre et fonctionnalité

des récepteurs (Allain et Bentue-Ferrer, 1995). En autre, on observe lors du vieillissement une

modification de la réponse aux traitements antidépresseurs. Une étude de liaison « ligand

marqué/récepteur » a montré qu�il existait une diminution marquée des récepteurs 5-HT1B et

une diminution moindre des récepteurs 5-HT2 chez le Rat âgé par rapport au Rat adulte

(Gozlan et coll., 1990). Dans cette même étude, la densité des récepteurs 5-HT1A est

pratiquement la même quel que soit l�âge.

La présente étude a eu pour but de comparer l�action de différentes classes

d�antidépresseurs chez des souris âgées de 4 (souris jeune adulte) et de 40 semaines (souris

âgée) en utilisant un modèle animal de dépression ; le test de la nage forcée, puis d�évaluer

dans les deux groupes par ce même test, le rôle respectif des récepteurs 5-HT1A et 5-HT1B

dans la réponse au traitement. Pour cela, nous avons administré en dose unique, par voie

intrapéritonéale, plusieurs antidépresseurs, l�imipramine (8, 16 et 32 mg/kg) (tricyclique), la

maprotiline (8, 16 et 32 mg/kg) (inhibiteur de la recapture de la noradrénaline), la venlafaxine

(4, 8 et 16 mg/kg) (inhibiteur mixte de la recapture de la sérotonine et de la noradrénaline), la

fluvoxamine (4, 8 et 16 mg/kg) et la sertraline (8, 16 et 32 mg/kg) (inhibiteurs sélectifs de la

recapture de la sérotonine)].

Afin de préciser le rôle des récepteurs 5-HT1A et 5-HT1B chez les souris de 4 et 40

semaines par le FST, une administration conjointe a été pratiquée pour tester l�interaction

entre leurs agonistes sélectifs respectifs, la buspirone (0,06 mg / kg, i.p.) pour les récepteurs

5-HT1A et l�anpirtoline pour les récepteurs 5-HT1B (1 mg / kg, i.p.) et une dose subactive de

chacun des antidépresseurs.

Synthèse des résultats de l’étude 1

Nos résultats montrent que tous les antidépresseurs testés ont diminué de façon

significative le temps d�immobilité chez les souris de 4 et 40 semaines à l�exception de la

fluvoxamine chez les souris âgées. La taille de l�effet antidépresseur quel que soit le

médicament, est beaucoup plus importante chez les souris de 4 semaines, exception faite de la

venlafaxine, pour laquelle la baisse du temps d�immobilité observée chez les souris âgées de
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40 semaines est similaire à celle observée chez les souris adultes jeunes. De façon générale,

on observe que les antidépresseurs qui inhibent la recapture de la NA comme l�imipramine, la

maprotiline et la venlafaxine ont une activité antidépressive plus importante que les IRSSs

chez les animaux âgés.

Un pré-traitement par buspirone (0,06 mg/kg) a augmenté significativement l�effet

antidépresseur chez les souris jeunes et ceci quel que soit l�antidépresseur administré,

exception faite de la sertraline. De même, une dose sub-active d�anpirtoline (1 mg/kg) a

potentialisé la dose sub-active de chacun des antidépresseurs testés chez les souris jeunes

adultes. Chez les souris âgées, une dose sub-active (8 mg/kg) de la fluvoxamine est

potentialisée par une dose sub-active de buspirone (0,06 mg/kg) alors que l�association de la

même dose de cet IRSS à de l�anpirtoline (1 mg/kg) n�entraîne pas « d�effet antidépresseur-

like ». Ces résultats suggèrent que lors du vieillissment, les récepteurs 5-HT1A ne soient que

peu altérés, alors que les récepteurs 5-HT1B ont une fonctionnalité diminuée.

L�étude neurochimique montre que les concentrations cérébrales totales de 5-HT et de DA

sont significativement beaucoup plus importantes chez les souris contrôles de 40 semaines

que chez les souris jeunes adultes. Ceci conforte l�idée que les auto- ou hétérorécepteurs 5-

HT1B sont altérés chez les animaux âgés et exercent mal le rétrocontrôle inhibiteur de la

libération du neurotransmetteur.

L�âge est donc un facteur de variabilité non négligeable de la réponse aux IRSSs dans le

FST. La suite logique de ce travail consiste à considérer d�autres facteurs de variabilité,

comme le genre, et à en étudier l�influence sur deux modèles animaux de dépression, le FST

et le TST.
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Étude 2 : variabilité en fonction du genre

Existe-t-il une différence de température entre les souris mâles et
femelles après une administration unique d’antidépresseur dans deux

modèles animaux de dépression ?

Behavioural Brain Research, 2001, 119, 203-211

Are there gender differences in the temperature profile of mice after acute antidepressant
administration and exposure to two animal models of depression ?
Denis Joseph Paul DAVID, Bríd Àine NIC DHONNCHADHA, Pascale JOLLIET, Martine
HASCOËT, Michel BOURIN. Behav. Brain Res., 2001, 119 : 203-211.
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Objectif de l’étude 2

De nombreuses études cliniques ont rapporté une différence de la prévalence de la

dépression et de la réponse à son traitement dans les deux sexes (Frackiewicz et al., 2000).

Les études pré-cliniques utilisent généralement des animaux mâles pour détecter l�activité

« antidépressive-like » négligeant ainsi le facteur de variabilité « genre » (Barros et Ferigolo,

1998).

Le but de cette étude a été de comparer dans un premier temps, les effets d�une

administration par voie intrapéritonéale de deux antidépresseurs, un tricyclique, l�imipramine

et un IRSS, la paroxétine, aux doses de 4, 8, 16 et 32 mg/kg, chez des souris mâles et femelles

âgées de 4 semaines, au moyen de deux modèles animaux de dépression, le FST et le TST.

Le TST utilise une procédure moins stressante que le FST et contrairement à ce dernier,

ne provoque pas d�hypothermie (Thierry et al., 1986). C�est pourquoi, nous avons étudié, dans

un deuxième temps, l�influence sur la température de l�administration unique d�un

antidépresseur au moyen des deux tests comportementaux dans le but de les comparer et

d�apprécier si l�effet sur la température (T) était corrélé à l�effet « antidépresseur-like ». Pour

cela, nous avons mesuré la température rectale des souris avant l�administration de

l�antidépresseur (T-30 min), avant le test (T0) et après le test (T +6 min), et calculé δ1

(variation de température entre T-30 min et T0), δ2 (variation de température entre T0 et T +6

min) et δ3 (variation de température entre T-30 min et T +6 min).

Synthèse des résultats de l’étude 2

Nos résultats montrent qu�aussi bien la paroxétine que l�imipramine ont exercé un effet

« antidépresseur-like » chez les souris des deux genres et ceci quel que soit le modèle animal

employé (FST ou TST).

Mais, dans le FST, chez les souris mâles, l�imipramine et la paroxétine ont diminué de

façon significative le temps d�immobilité à la dose de 32 mg/kg seulement alors qu�elles

étaient efficaces chez les souris femelles aux doses de 8, 16, 32 mg/kg pour l�imipramine et

aux doses de 16 et 32 mg/kg pour la paroxétine. Contrairement à notre attente, pour une dose

donnée entraînant une réponse, le FST n�a pas mis en évidence de différence de taille de

l�effet entre les souris mâles et les souris femelles.
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Dans le TST, l�imipramine et la paroxétine (32 mg/kg) ont exercé un effet

« antidépresseur-like » aussi bien chez les souris femelles que chez les souris mâles, mais

chez ces dernières, l�effet antidépresseur-like intervient dès la dose de 16 mg/kg. La baisse du

temps d�immobilité observée, secondairement à l�administration de l�antidépresseur étant

similaire entre les souris mâles et femelles, nous concluons que le TST ne permet pas de

mettre en évidence de différence significative entre les deux genres.

Les deux tests influent sur la température corporelle des souris des deux genres : le FST

entraîne une hypothermie nette alors que l�on observe une hyperthermie de degré variable lors

du  TST. L�hypothermie observée chez les souris soumises au FST, n�est pas corrélée à l�effet

« antidépresseur-like » apprécié par la baisse du temps d�immobilité (r = 0,404 et r = 0,303

pour les souris ayant été respectivement traitées par de l�imipramine et de la paroxétine). Dans

le TST, il n�existe pas non plus de corrélation entre l�effet « antidépresseur-like » (baisse du

temps d�immobilité) et l�augmentation de température (r = 0,028 et r = 0,160 pour les souris

ayant été respectivement traitées par de l�imipramine et de la paroxétine). Nous avons noté

que l�administration d�une forte dose d�imipramine (32 mg/kg), entraînait à elle seule, avant

que le test commence, une hypothermie tant chez les souris mâles que femelles.

Notre étude nous permet de conclure que le genre ne semble pas être un facteur de

variabilité déterminant de la réponse au test, FST ou TST, puisque les tailles des effets

observés après l�administration des antidépresseurs ne sont pas significativement différentes

entre les souris mâles et femelles. Après avoir étudié l�influence de l�âge et du genre, il était

intéressant de mesurer l�influence relative de la souche de souris choisie sur la réponse aux

antidépresseurs et ce dans les deux tests, FST (article 3) et TST (article 4).
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Étude 3 : variabilité en fonction de la souche

Effets des antidépresseurs chez différentes souches de souris dans le
test de la nage forcée

Psychopharmacology, 2003, 166, 373-382

Antidepressant-like effects in various mice strains in the Forced Swimming Test.
Denis Joseph Paul DAVID, Caroline E. RENARD, Pascale JOLLIET, Martine HASCOËT,
Michel BOURIN. Psychopharmacology, 2003, 166, 373-382



144

Objectif de l’étude 3

La souche est un facteur génétique qui peut contribuer à faire varier dans des modèles

animaux de dépression, comme le FST chez la Souris, la réponse, à l�administration

d�antidépresseurs (Bai et al., 2001, Lucki et al., 2001 ; Porsolt et al., 1978 ; Tadano et al.,

1997). Le choix d�une souche appropriée dans ces tests comportementaux de désespoir est

donc capital pour augmenter la sensibilité de détection d�une activité antidépressive

Il existe des études montrant une réponse souche-dépendante dans le FST, mais elles n�ont

testé que deux antidépresseurs. Le but de ce travail a été de comparer dans le FST chez la

Souris, les effets de l�administration unique par voie intra péritonéale d�une gamme de doses

(1 à 16 mg/kg) d�antidépresseurs de différentes classes [l�imipramine, (inhibiteur mixte de

recapture de la NA et de la 5-HT) ; la paroxétine et le citalopram (IRSSs) ; la désipramine

(inhibiteur de recapture de la NA) ; le bupropion (inhibiteur de recapture de la DA)] ; nous

avons choisi d�étudier quatre souches de souris [Swiss, NMRI (souches non-co-sanguines) ;

DBA/2 et C57BL/6J Rj (souches co-sanguines) en utilisant les conditions originales de

Porsolt (Porsolt et al., 1977). Afin de s�assurer que l�effet observé soit bien un effet

« antidépresseur-like » et donc de limiter les faux-positifs, nous avons préalablement effectué

un test d�activité locomotrice sur ces quatre souches. Seules les doses n�entraînant pas

d�hyperlocomotion ont été retenues pour ensuite être étudiées dans le FST. Pour tenter de

comprendre la pharmacodynamie des différences comportementales observées entre les

souches, nous avons mesuré les concentrations cérébrales totales de 5-HT, NA et de DA par

CHLP chez des animaux ayant reçu uniquement le véhicule et soumis ou non au FST.

Synthèse des résultats de l’étude 3

Les résultats observés montrent que l�activité locomotrice spontanée des quatre souches

étudiées est significativement différente. Cette différence ne s�explique pas par une variation

intersouche de l�activité basale mesurée par le FST puisque les souris témoins des différentes

souches présentent les mêmes temps d�immobilité sous placebo compris entre 230 s et 234 s.

En revanche, l�activité locomotrice spontanée varie de 146 pour les souris de la souche

DBA/2 à 190s pour les souris de la souche C57BL/6J Rj, les souris des souches NMRI et

Swiss ayant une activité locomotrice spontanée de 160 et 165 s respectivement. Notre étude
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démontre clairement que toutes les souches ne répondent pas de la même manière dans ce test

à l�administration d�un antidépresseur.

L�imipramine (16 mg/kg), la paroxétine (8-16 mg/kg), la désipramine et le citalopram (4-

16 mg/kg) ont diminué de manière significative le temps d�immobilité chez les souris de la

souche Swiss et l�effet « antidépresseur-like » observé est important, plus de 20% de

diminution du temps d�immobilité. Au contraire, les souris de la souche DBA / 2 n�ont pas

répondu à l�administration d�une dose unique d�antidépresseur et ceci quelle que soit sa

classe. Cette absence d�effet anti-immobilité chez les souris DBA/2 pourrait être liée aux

fortes concentrations cérébrales en monoamines, notamment en dopamine, mesurées dans

cette souche.

La souche C57BL/6J Rj, bien que ne répondant ni aux IRSSs, ni à l�imipramine, ni à la

désipramine, s�avère être la seule sensible à un inhibiteur de recapture de la DA puisque

l�administration de bupropion (2 et 4 mg/kg) diminue significativement le temps

d�immobilité.

La souche NMRI, pourtant considérée comme souche « de référence » en

psychopharmacologie, est moins sensible dans notre étude, que la souche Swiss, à

l�administration d�un antidépresseur, car seule la paroxétine et seulement à la dose de 16

mg/kg a diminué le temps d�immobilité.

Notre étude suggère bien que dans le FST chez la souris, la sensibilité d�une souche pour

un médicament antidépresseur dépend du génotype. Aussi le choix d�une souche adaptée dans

ce modèle animal est indispensable afin de sensibiliser le test à la classe d�antidépresseur

étudiée. Compte tenu de la différence inter-souche dans le FST, nous avons voulu savoir si

dans le TST, en gardant les mêmes conditions expérimentales, nous observerions la même

variabilité.
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Étude 4 : variabilité en fonction de la souche

Effets des antidépresseurs chez différentes souches de souris dans le
test de suspension caudale

Behavioural Brain Research, 2003, 143 (2), 193-200

Antidepressant-like effects in various mice strains in the Tail Suspension Test.
Nadège Ripoll, Denis Joseph Paul DAVID, Eric Dailly, Martine HASCOËT, Michel
BOURIN. Behav. Brain Res., 2003, 143 (2), 193-200
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Synthèse des résultats de l’étude 4

Contrairement aux résultats obtenus dans le FST, le temps d�immobilité basal observé

chez les animaux contrôles diffère dans le TST selon les souches de souris. En effet, alors que

les souris Swiss, NMRI et DBA / 2 présentent une activité basale similaire, les souris de la

souche C57BL/6J Rj ont une immobilité basale supérieure aux autres souches, de l�ordre du

double.

Nos résultats montrent que seules les souches de souris Swiss et C57BL/6J Rj ont répondu

à tous les antidépresseurs testés, avec une taille d�effet atteignant quasiment 50%. Par

conséquent, dans le TST, ces deux souches sont appropriées pour mettre en évidence une

activité « antidépressive-like » et ce quel que soit le mode d�action du médicament : inhibition

de la recapture de la 5-HT, de la NA ou de la DA.

Concernant les deux autres souches de souris, NMRI et DBA/2, nos résultats indiquent

que seuls le citalopram, la paroxétine et l�imipramine ont diminué le temps d�immobilité.

L�absence d�effet « antidépresseur-like » de la désipramine et du bupropion chez ces souris

suggère une spécificité de réponse aux molécules inhibant principalement la recapture de la

sérotonine. On notera de plus que ces deux souches sont celles qui présentent la meilleure

sensibilité pour détecter une activité « antidépressive-like » (de l�imipramine ou du

citalopram). En effet, la souche NMRI voit son temps d�immobilité diminuer dès la dose

subactive de 4 mg/kg d�imipramine dans les autres souches. De la même façon, la souche

DBA/2 répond à la dose subactive de 0,5 mg/kg de citalopram.

L�observation du comportement des souris DBA/2 et C57BL/6J Rj dans le TST, nous

laisse dubitatifs quant au choix de ces souches dans ce modèle animal : en effet, ces souris

tentent au cours du test de se relever pour s�accrocher et agripper leur queue avec leurs pattes

avant. Ce comportement, comptabilisé par l�appareil de mesure comme une immobilité, ne

peut pas être considéré comme un comportement de désespoir sans quelques réserves.

En conclusion, les résultats obtenus avec le TST montrent que la variabilité inter-souches

existe dans ce modèle, traduisant des sensibilités et des tailles d�effets différentes selon

l�antidépresseur administré.

Le bilan de nos quatre études comportementales nous amène à conclure que la souris mâle

de la souche Swiss, âgée de 4 semaines, est la meilleure souche pour détecter une activité

antidépressive quel qu�en soit le mécanisme (i.e. la classe de l�antidépresseur) et ce quel que

soit le test employé, FST ou TST.
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TRAVAUX EXPÉRIMENTAUX DE MICRODIALYSE
INTRACEREBRALE IN VIVO CHEZ LA SOURIS ÉVEILLÉE

LIBRE DE SES MOUVEMENTS
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Étude 5 : traitement chronique

Effet de l’administration chronique de paroxétine sur les concentrations
extracellulaires de sérotonine dans l’hippocampe ventral chez les souris

knock-out 5-HT1B

Journal of Neurochemistry, 2003, 86, 13-24

Effects of chronic paroxetine treatment on dialysate serotonin in 5-HT1B receptor knockout
mice.
Alain M. GARDIER, Denis Joseph Paul DAVID, Gaëlle JEGO, Cédric PRZYBYLSKI,
Christian JACQUOT, Sandrine DURIER, Bérangère GRUWEZ, Patrick BEAUVERIE,
Nicolas POISSON, René HEN, Michel BOURIN. J. Neurochem., 2003, 86, 13-24
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Objectif de l’étude 5

Afin de mieux comprendre le rôle des récepteurs 5-HT1B et pour pallier l�absence

d�antagonistes spécifiques de ce sous-type de récepteurs, des souris dépourvues de  récepteurs

5-HT1B (souris KO 5-HT1B) ont été générées par recombinaison homologue (Saudou et al.,

1994). Il a été tout d�abord démontré au laboratoire qu�une administration unique d�IRSS

provoque une augmentation des concentrations extracellulaires de sérotonine plus importante

chez les souris mutées que chez les souris non mutées (wild-type, WT) principalement dans

l�hippocampe ventral (Malagié et al., 2001, 2002 respectivement pour la paroxétine et la

fluoxétine). Ces résultats ont montré que pour deux antidépresseurs, deux IRSSs, appartenant

à la même famille et ayant des propriétés pharmacocinétiques très différentes, la paroxétine

(demi-vie courte et pas de métabolite actif) et la fluoxétine (également un IRSS de demi-vie

longue, un métabolite actif la norfluoxétine de demi-vie encore plus longue) (Caccia et al.,

1993 ; Holladay et al., 1998), le récepteur 5-HT1B limite leur efficacité sur les concentrations

extracellulaires de 5-HT, surtout dans l�hippocampe ventral et assez peu dans le cortex

préfrontal chez la Souris. C�est la première fois qu�une telle approche génétique (souris KO) a

révélé la spécificité régionale d�action indirecte des IRSSs sur les récepteurs 5-HT1B.

En utilisant à nouveau la technique de microdialyse intracérébrale in vivo, chez la souris

éveillée libre de ses mouvements, dans la présente étude, nous avons voulu approfondir le rôle

des récepteurs 5-HT1B dans le mécanisme d�action des IRSSs en comparant les effets d�une

administration chronique de paroxétine sur les concentrations extracellulaires de sérotonine

[5-HT]ext dans le cortex médian préfrontal (mPFCX) et dans l�hippocampe ventral (VHPC).

La paroxétine (1 mg/kg) ou son véhicule (DMSO et NaCl 0,9%) sont délivrés pendant 14

jours aux souris mutées et non mutées (contrôles) à des concentrations stables en utilisant des

mini-pompes osmotiques Alzet®. Les études de microdialyse sont réalisées 20 à 24 heures

après le retrait des mini-pompes (soit au 15ème jour). Après cette période de « wash-out »,

l�effet d�une dose-test de paroxétine est étudié en comparant les concentrations [5-HT]ext

dans les deux structures aux concentrations initiales mesurées chez le même animal.

Synthèse des résultats de l’étude 5
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Nos résultats montrent logiquement que les concentrations basales de sérotonine dans

l�hippocampe ventral et le cortex médian préfrontal, mesurées environ 20 heures après le

retrait des mini-pompes ne sont pas altérées par un traitement chronique par la paroxétine, ni

chez les souris contrôles (WT), ni chez les souris KO 5-HT1B.

Dans l�hippocampe ventral, au 15ème jour, l�administration par voie intrapéritonéale d�une

dose unique de paroxétine (1 mg/kg) induit une augmentation des [5-HT]ext plus importante

dans le groupe KO 5-HT1B que dans le groupe WT après un traitement de 14 jours par le

véhicule. La même différence est observée entre les deux groupes KO 5-HT1B versus WT

après l�administration chronique de paroxétine (14 jours). Inversement, dans le cortex médian

préfrontal, l�administration aiguë de paroxétine augmente les [5-HT]ext de manière similaire

dans les deux groupes contrôles (14 jours de traitement au NaCl). Le traitement chronique de

paroxétine, même si aucune différence n�est observée entre les deux génotypes, induit une

augmentation beaucoup plus importante des [5-HT]ext dans le cortex préfrontal que celle de

l�administration aiguë.

Pour éliminer la participation d�une désensibilisation des autorécepteurs

somatodendritiques 5-HT1A situés dans le noyau du raphé médian suite à l�administration

chronique de paroxétine, nous avons perfusé localement, chez les souris WT, 1 µM de

paroxétine à travers la sonde de dialyse, implantée dans l�hippocampe ventral. Les résultats

montrent alors une augmentation similaire des [5-HT]ext hippocampiques aussi bien dans le

groupe WT contrôle que chez le groupe de souris WT traitées pendant 14 jours avec de la

paroxétine. L�administration locale intra-hippocampique de paroxétine reproduit l�effet de son

administration par voie systémique.

Une administration par voie intrapéritonéale de l�antagoniste mixte des récepteurs 5-

HT1B/1D, le GR 127935 (4 mg/kg), chez les souris ayant reçu de façon chronique de la

paroxétine, potentialise les effets d�une administration unique de paroxétine sur les [5-HT]ext

dans l�hippocampe ventral, tandis que l�antagoniste des récepteurs 5-HT1A, le WAY 100635

(1 mg/kg), ne produit aucun effet. Ceci suggère que les autorécepteurs 5-HT1B terminaux

situés dans l�hippocampe ventral ne soient pas désensibilisés après 14 jours de traitement chez

la souris.

En utilisant la méthode de microdialyse quantitative, le « zéro net flux », dans les deux

régions cérébrales de souris sauvages et mutées, nous montrons que les [5-HT]ext basales et

les extractions, sont similaires, suggérant qu�il n�existe aucun phénomène de compensation in

vivo impliquant le transporteur sérotoninergique, secondairement à la délétion constitutive du

gène codant pour le récepteur 5-HT1B.
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Enfin, au 14ème jour d�administration de paroxétine par mini-pompe, au « steady-state »,

les concentrations cérébrales de paroxétine sont identiques dans les deux génotypes, excluant

donc une altération des propriétés pharmacocinétiques de la paroxétine chez les souris KO 5-

HT1B.

Nous concluons qu�il existe des différences régionales entre l�hippocampe ventral et le

cortex médian préfrontal quant à l�activation des autorécepteurs 5-HT1B terminaux et leur

aptitude à réguler les concentrations sérotoninergiques intrasynaptiques. En fait, ces

récepteurs ont garder leur capacité à limiter la libération de la 5-HT, et ceci principalement

dans l�hippocampe ventral, après un traitement chronique de paroxétine chez la souris. Cette

étude m�a permis de me familiariser avec les différentes techniques opératoires nécessaires à

l�implantation des sondes de dialyse et à l�implantation des mini-pompes osmotiques Alzet®

qui permettent une diffusion stable dans le plasma et le cerveau du médicament antidépresseur

lors de son administrations chronique (ce qui est plus délicat avec un mode d�administration

répétée : 1 à 2 fois par jour i.p. ou s.c.).
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Étude 6 : administration aiguë

Effets de l’administration d’une dose unique de paroxétine, de
citalopram ou de venlafaxine sur les concentrations extracellulaires de
sérotonine et de noradrénaline dans le cortex médian préfrontal : étude

de microdialyse chez la souris éveillée

British Journal of Pharmacology (soumis)

Effects of acute treatment with paroxetine, citalopram and venlafaxine on serotonin and
noradrenaline outflow : a microdialysis study in Swiss mice.
Denis Joseph Paul DAVID, Michel BOURIN, Gaëlle JEGO, Cédric PRZYBYLSKI, Pascale
JOLLIET, Alain M. GARDIER. Soumis dans Br. J. Pharmacol., 2002.
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Objectif de l’étude 6

Les études in vitro, réalisées sur des synaptosomes de rat, montrent une activité du

citalopram pour bloquer le transporter de la NA 100 fois moins importante que celle de la

paroxétine, [KD 5-HT/KD NA pour le citalopram = 1.8 nM/6 100 nM= 1/3388; KD 5-HT/KD NA

pour la paroxetine = 0.29 nM/81 nM= 1/279 (Sánchez and Hytell, 1999)]. Cependant, de

récentes données obtenues in vivo laissent à penser que la sélectivité des IRSSs pour le

transporteur de la 5-HT est moins évidente qu�il n�y paraît. En effet, chez la souris Swiss,

l�utilisation d�un inhibiteur de la synthèse de la sérotonine, la parachlorophénylalanine,

suggère que la paroxétine, reconnue comme la molécule la plus puissante pour inhiber le

transporteur de la 5-HT, ait un profil sérotoninergique à faibles doses et noradrénergique à

fortes doses dans le FST chez la souris (Redrobe et al., 1998a).

Notre étude a donc eu pour but de comparer la sélectivité de deux IRSSs, la paroxétine et

le citalopram, vis à vis des transporteurs de la 5-HT et de la NA, par une approche in vivo, en

utilisant la microdialyse intracérébrale chez la souris éveillée. En gardant les conditions

expérimentales utilisées dans l�étude de comportement (Redrobe et al., 1998a), nous avons

étudié les effets de l�administration d�une dose unique de paroxétine ou de citalopram (1, 4 ou

8 mg/kg) sur les concentrations extracellulaires corticales de 5-HT et de NA et nous les avons

comparés aux résultats obtenus avec la venlafaxine (1, 4 et 8 mg/kg) un composé de référence

inhibant aussi bien la recapture de la 5-HT que celle de la NA (Millan et al., 2001). Enfin,

nous avons évalué les effets d�un antagoniste des autorécepteurs α2 noradrénergiques,

l�idazoxan (1 mg/kg s.c) lors d�une co-administration avec de la paroxétine (4 mg/kg i.p) sur

les concentrations extracellulaires corticales de 5-HT et de NA.



155

Br J Pharmacol

Effects of acute treatment with paroxetine, citalopram
and venlafaxine in vivo on noradrenaline and serotonin

outflow: a microdialysis study in Swiss mice

D.J.P. David1,2, M. Bourin2, G. Jego1, C. Przybylski1, P. Jolliet2 and A. M. Gardier1

1- EA 3256, Lab. Neuropharmacologie, Fac. Pharmacie, Univ. Paris-Sud,
F92296 Châtenay-Malabry, France

2- EA 3256 �Neurobiologie de l�anxiété et de la depression�, Fac. de Médecine Nantes,
F44035 Nantes, France

Corresponding author: Pr A.M. Gardier
Tel: 33.(0)1.46.83.54.16
Fax: 33.(0)1.46.83.53.55

E-Mail: alain.gardier@cep.u-psud.fr



156

Abstract

1 This study investigated whether a single administration of a range of doses (1, 4 and 8

mg/kg, i.p.) of paroxetine, citalopram or venlafaxine may simultaneously increase

extracellular levels of 5-HT ([5-HT]ext) and noradrenaline ([NA]ext) by using in vivo

microdialysis in the medial prefrontal cortex (mPFCx) of awake, freely moving Swiss mice.

2 In vivo, paroxetine induced similar increases in cortical [5-HT]ext at the three doses tested,

and induced a statistically significant increase in cortical [NA]ext at 4 and 8 mg/kg. At these

doses, paroxetine equipotently blocked both neuronal 5-HT and NA transporters in mice.

Citalopram increased neither [5-HT]ext nor [NA]ext at the lowest dose, but increased both

neurotransmitter levels at 4 and 8 mg/kg. At these doses, citalopram induced greater increases

in cortical [5-HT]ext than in [NA]ext. Venlafaxine increased [5-HT]ext and [NA]ext to ≈400

% and ≈140 % of the respective basal values at 8 mg/kg.

3 Citalopram and paroxetine have the highest potency to increase cortical [5-HT]ext and

[NA]ext, respectively. In addition, the rank of order of efficacy of these antidepressant drugs

to increase [5-HT]ext in vivo in the mPFCx of mice was as follows: venlafaxine > citalopram

> paroxetine, while the efficacy to increase cortical [NA]ext in mice of paroxetine and

citalopram is similar, and greater than that of venlafaxine.

4 Idazoxan, an alpha2-adrenoceptor antagonist (1 mg/kg s.c.) given 60 min after a single dose

of paroxetine (4 mg/kg) potentiated the effect on cortical [NA]ext; suggesting that alpha2-

adrenoceptors, possibly located in the locus coeruleus, could limit SSRI�s effects on cortical

[NA]ext by inhibiting NA release in mice.

Keywords: antidepressants, medial prefrontal frontal cortex, microdialysis, noradrenaline,

serotonin

Abbreviations : 5-HT; 5-hydroxytryptamine (serotonin); mPFCx, medial prefrontal cortex;

NA, noradrenaline; SSRIs, selective serotonin reuptake inhibitors
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Introduction
Decreases in the functional activity of central serotonergic and catecholaminergic systems are

often associated in major depressive episodes (Blier and De Montigny, 1994). Applying an

appropriate strategy with drugs targeting both neurotransmitter systems may improve the

efficacy of the antidepressant treatment. In recent years, new antidepressant drugs, with less

adverse effects than imipramine derivatives, have been developed that selectively block either

the serotonin (5-hydroxytryptamine, 5-HT) transporter, i.e. selective serotonin reuptake

inhibitors (SSRIs), or the noradrenaline (NA) transporter (e.g. reboxetine), or block both, i.e.,

mixed serotonin/noradrenaline reuptake inhibitors (SNRIs - venlafaxine, duloxetine)

(Vetulani and Nalepa, 2000; Artigas, 1995). SSRIs, such as paroxetine and citalopram, are

effective in treating depressed patients (Delgado et al., 1992; Deakin and Dursun, 2002) but it

appears that SNRIs such as venlafaxine, a compound which increased both [5-HT]ext and

[NA]ext in rat frontal cortex (Dawson et al., 1999; Millan et al., 2001) should be a higher

therapeutic success than SSRI in depressed patients (Einarson et al., 1999).

The data obtained in vitro, in rat brain synaptosomal preparations (Bolden-Watson and

Richelson, 1993; Barker et al.,1994) indicate that paroxetine has been classified as the most

potent SSRI based on its very high affinity for the 5-HT transporter [KD 5-HT = 0.29 nM].

Citalopram is the most selective SSRI, being about 100 fold weaker in blocking the NA

transporter than paroxetine in vitro [KD 5-HT/KD NA for citalopram = 1.8 nM/6 100 nM=

1/3388; KD 5-HT/KD NA for paroxetine = 0.29 nM/81 nM= 1/279 (Sánchez and Hytell, 1999)].

However, the 5-HT/NA selectivity ratios measured in vitro, vary considerably between SSRIs

(Sánchez and Hytell, 1999). Animal studies are necessary to determine their pharmacological

properties in vivo [potency (calculated ED50 values) and efficacy (maximal response in a

preclinical test)]. Recent preclinical studies indicate that the selectivity of SSRIs for 5-HT

over NA might be less apparent in vivo. Indeed, in the mouse forced swimming test (FST) in

Swiss mice, an animal model of depression which predicts the efficacy of antidepressant

drugs in humans, paroxetine, citalopram and venlafaxine dose-dependently increased the

mobility time, (Redrobe et al., 1998a, 1998c). Moreover, in this test we demonstrated that

paroxetine, as well as venlafaxine, displayed noradrenergic-like behavioural activity at a

clinically relevant dose as low as 8 mg/kg in mice (Redrobe et al., 1998b, 1998c).

Intracerebral in vivo microdialysis studies have already been performed to measure

extracellular levels of NA ([NA]ext) in rats following administration of a single dose of SSRI

systemically. One of the main advantages of this technique is, to allow the simultaneous
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measurement of extracellular levels of 5-HT ([5-HT]ext) and [NA]ext at nerve terminal

regions in the brain. However, discrepancies regarding the effects of acute SSRI treatment on

[NA]ext have been reported in the literature (Table 1). Thus, Hajós-Korcsok and co-workers

(2000), showed in awake, freely moving rats that a single paroxetine dose of 5 mg/kg did not

elevate [NA]ext in the hippocampus, while [5-HT]ext was increased. Sertraline did not alter

noradrenaline release in rat cortex and hippocampus, when administered acutely (Thomas et

al., 1998). Recently Bymaster et al., (2002) found that, with the exception of fluoxetine,

SSRIs (citalopram, paroxetine and sertraline) did not increase [NA]ext in the rat frontal

cortex. Consistent with these microdialysis results, an electrophysiological study found that

paroxetine had no effect on the firing of noradrenaline neurones (Szabo et al., 1999). In

contrast, fluoxetine (10 mg/kg, s.c.) augmented both [NA]ext and [5-HT]ext (by 90% and

110%, respectively) in the rat frontal cortex (Gobert et al., 1997). In addition, Millan et al.,

(1999 and 2000) recently showed that citalopram increased [NA]ext in rat frontal cortex,

although an increase in [NA]ext was also found in saline-treated rats. Thus, the heterogeneity

of these in vivo microdialysis results obtained in rats and the absence of microdialysis data in

mice lead to investigate the selectivity of both SSRIs, paroxetine and citalopram in vivo by

using intracerebral microdialysis in mice, to measure simultaneously cortical [5-HT]ext and

[NA]ext. We used an experimental protocol similar to that used by Redrobe et al., (1998b) in

the behavioral test (FST): awake, freely moving Swiss mice received a single dose of either

paroxetine and citalopram (1, 4 or 8 mg/kg) with the purpose of establishing the same

relationship between the present results and those obtained in a previous behavioural

experiment (the FST). The effects of SSRIs on dialysate 5-HT or NA were compared to those

of venlafaxine, a reference compound acting on both systems administered at similar doses (1,

4 or 8 mg/kg).

The α2-adrenoreceptors regulate NA release and it has been shown that combining an

antidepressant drug (reboxetine) with an α2-adrenoceptor antagonist might potentiate its

effects on brain [NA]ext in rats (Sacchetti et al., 1999). We thus evaluated the effect of a

systemic administration of idazoxan, an α2-adrenoreceptor antagonist, on paroxetine-induced

increase in cortical [NA]ext in mice.
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Methods

Animals

Male Swiss mice, 4-6 weeks old, weighing 20-24 g, were housed in our animal care facility in

groups of 3-6 and kept under standard conditions (room temperature of 22-23°C, 12:12 light-

dark cycle, free access to food and water). Mice were tested between 10.00 a.m. and 4.00 p.m.

during the light phase. Only mice with probes confined to the medial prefrontal cortex

(mPFCx) were used for subsequent analysis of microdialysis data. Procedures involving

animals and their care were conducted in conformity with the institutional guidelines that are

in compliance with national and international laws and policies (Council directive # 87-848,

October 19, 1987, Ministère de l'Agriculture et de la Forêt, Service Vétérinaire de la Santé et

de la Protection Animale, permissions # 005037 to A.M.G.).

Treatment

Extracellular 5-HT and NA levels were measured in the mPFCx of awake, freely moving

mice treated with (1, 4 or 8 mg/kg) of paroxetine, citalopram or venlafaxine intraperitoneally

(i.p.). Control mice received saline (NaCl 0.9 %) treatment given by the same route of

administration. For the interaction study, idazoxan (1 mg/kg, s.c.) was administered 60 min

after paroxetine challenge (4 mg/kg, i.p.).

For each drug administration, the effects on [5-HT]ext and [NA]ext were simultaneously

measured in the same animal by using microdialysis probe implanted in the right and the left

mPFCx, respectively.

Drugs and reagents

Paroxetine HCl (Glaxo SmithKline, United Kingdom), citalopram HBr (Lundbeck, Denmark),

venlafaxine HCl (Wyeth, USA) were dissolved in saline in a volume of 25 ml/kg, whereas

idazoxan (RBI, USA) was dissolved in saline in a volume of 12.5 ml/kg.

Reagents used for analysis of dialysate levels of NA were: sodium acetate trihydrate and citric

acid monohydrate (Merck, Germany), 1-octanesulfonic acid sodium salt hydrate (Acros

Organics, USA), disodium ethylenediamietetraacetic acid (EDTA) (Sigma, USA),

dibutylamine (Fluka, Germany), methyl alcohol (SDS, France), noradrenaline bitartrate

(Sigma, USA), perchloric acid and ascorbic acid (Merck, Germany).
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Intracortical in vivo microdialysis studies in awake, freely moving mice

Concentric dialysis probes were made of cuprophan fibers and set up as described previously

(Malagié et al., 2001). Animals were anaesthetised with chloral hydrate (400 mg/kg, i.p.).

They were placed in a stereotaxic frame and were implanted with 2 probes according to a

mouse brain atlas (Franklin and Paxinos, 1997): coordinates from bregma (in mm) of the left

and right mPFCx: A=+2.0, L=±1.2, V=-1.6. Animals were allowed to recover from the

surgery overnight. The following day, approximately 20 h after the surgery, the probes were

continuously perfused with an artificial cerebro-spinal fluid (aCSF) (composition in mM:

NaCl 147, KCl 3.5, CaCl2 1.26, MgCl2 1.2, NaH2PO4 1.0, NaHCO3 25.0, pH 7.4±0.2) at a

flow rate of 1.5 µl/min using a CMA/100 pump (Carnegie Medicin, Stockholm, Sweden).

Four fractions were collected every 15 min to measure basal values (B0 at t0) before systemic

administration of either saline, paroxetine, citalopram or venlafaxine. For extracellular NA

levels measurements, 2 µl of an antioxidant mixture (100µM perchloric acid 70-72%, 50 µM

L(+) ascorbic acid and 270 µM EDTA) was added in Eppendorf tubes to protect NA from

degradation. After collections, samples were immediately frozen at -80°C, then analyzed with

two different High-Performance Liquid Chromatography (HPLC) methods, one for 5-HT as

previously described (Malagié et al., 2000), and another one for NA adapted from Malagié et

al., (2001) as indicated below.

Analysis of NA in dialysates
The HPLC system consisted of a programmable solvent module 116, an isocratic pump

(Beckman), in combination with a pulse damper, an automatic injector system (Carnegie

Medicin, Stockholm, Sweeden) and a silica-based reverse-phase column (Nucleosil, spherical

particles of 5 µm, packed in column of 15 cm with internal diameter of 4.6 mm, Macherey-

Nagel, Hoerdt, France) coupled to a coulometric detector Coulochem (ESA, Bedford, MA,

USA). The potentials was set up at 0 mV for the guard cell, and at -10mV (E1), +350 mV

(E2) for the analytical cell. The mobile phase consisted of 100 mM sodium acetate trihydrate,

40 mM citric acid monohydrate, 7.4 mM 1-octanesulfonic acid sodium salt hydrate, 270 µM

disodium EDTA, dihydrate ACS Reagent with 0.17 � dibutylamine and 7% methanol HPLC

Grade. The pH of the mobile phase was 4.55 ± 0.05 u.pH. The column was maintained at

room temperature (≈22°C) and the flow rate of the mobile phase was 1.5 ml/min.

As desipramine is considered the most selective noradrenergic reuptake inhibitor as yet

available (Ki= 0.83 nM, Sánchez and Hytell, 1999), we set up an experiment to validate the
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specificity of our HPLC assay for NA levels. We thus measured the effects of an acute

desipramine administration on cortical [NA]ext levels in mice. In agreement with earlier

studies performed in rats (Mateo et al., 1998; Seo et al., 1999), a preliminary experiment

indicated that desipramine (15 mg/kg, s.c.) increased [NA]ext in the mPFCx (mean ± S.E.M.

for Area Under the Curve � AUC � values calculated for the amount of NA outflow collected

in the mPFCx during the 0-120 min period post-drug administration and expressed as a

percentage of basal values = 163.7 ± 6.6 %, n=11) in Swiss mice.

Data presentation and statistical analysis
Statistical analyses were performed by using the computer software StatView 4.02 (Abacus

Concepts, Inc, Berkley, CA, USA). Basal values of extracellular 5-HT and NA levels (mean ±

S.E.M.) were calculated from the four first samples collected. All subsequent samples, as well

as the AUC values calculated as the amount of 5-HT or NA outflow collected during the 0-

120 min post-treatment period from the medial prefrontal cortex, were expressed as

percentage of baseline. Statistical analysis was carried out using a one-way ANOVA on AUC

values, with the various treatments (NaCl 0.9%, paroxetine, citalopram or venlafaxine) at the

three doses tested (1, 4, 8 mg/kg) as main factor, followed by Fisher Protected Least

Significance Difference (PLSD) post hoc test.

In addition, the effects of antidepressant drugs on dialysate 5-HT and NA levels were

calculated to yield a theoretical maximum effect (efficacy) as described by Tallarida and

Murray (1987). The ED50 values (doses of antidepressant drugs that elicit a half-maximal

increase in basal neurotransmitter levels) and 95% confidence intervals were calculated by

using the computer software Prism 2.0 (GraphPad Software, Inc., San Diego, U.S.A.). For this

purpose, we used the two fractions in which we found a maximal effect in each mouse

following antidepressant drug administration. The in vivo potency of these antidepressant

drugs was calculated according to the method of Tallarida and Murray (1987). The statistical

differences of Emax 5-HT or Emax NA between antidepressants were determined by a Sidak

post hoc test following a one-way ANOVA. The comparison between Emax 5-HT and Emax

NA for a particular antidepressant drug (i.e., paroxetine and citalopram) was determined by

the Mann-Whitney U test. Statistical significance was set at P < 0.05.

Results
Effects of antidepressant drugs on extracellular 5-HT and NA levels in the medial prefrontal

cortex of  Swiss mice
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Basal extracellular levels of 5-HT and NA (in fmol.20µL) in the medial prefrontal cortex

(mean experiments, n = 60 animals) were 3.6 ± 0.2 and 2.4 ± 0.2 respectively.

A dose-response experiment was undertaken to determine the effects of a single

administration of paroxetine, citalopram and venlafaxine on [5-HT]ext and [NA]ext in the

mPFCx of Swiss mice. Thus, both SSRIs (i.e., paroxetine, citalopram) and the SNRI

(venlafaxine), induced a statistically significant increase in cortical [5-HT]ext [F(9,76) =

11.84, P = 0.001]. The maximal increase in AUC values for [5-HT]ext was to 177.1 ± 16.6 %

(P < 0.05) of the respective basal values (100%) for the lowest paroxetine dose (1 mg/kg)

(Figures 1A and 1D). Citalopram significantly increased the cortical [5-HT]ext at the

intermediate and the highest doses studied (4 and 8 mg/kg, respectively): the maximal

increase in AUC values was to 243.6 ± 41.0 % (P < 0.001) of the respective basal values

(100%) induced by the 8 mg/kg dose (Figures 2C and 2D). Venlafaxine significantly

increased cortical [5-HT]ext only at the highest dose (8 mg/kg): the maximal increase in AUC

values was to 410.5 ± 47.1 % of the respective basal values (100%; P < 0.001) (Figures 3C

and 3D). This increase was greater than those measured for the two SSRIs studied.

The SSRIs as well as the SNRI induced statistically significant increases in [NA]ext in the

mPFCx of Swiss mice (F(9,76) = 5.13, P=0.001). At the lowest dose tested, paroxetine (1

mg/kg) increased cortical [5-HT]ext, but not [NA]ext. The 4 and 8 mg/kg paroxetine doses

significantly increased AUC [NA]ext values (P<0.01; P<0.001) (Figures 1B, 1C and 1D). The

maximal effect in AUC values was to 158.1±20.7 % of the respective basal values (100%) for

the 4 mg/kg dose. Citalopram induced a dose-dependent increase in cortical [NA]ext and the

maximal effect in AUC values was to 144.4±15.19% of the respective basal values (100%; P

< 0.01) for the 8 mg/kg dose (Figures 2C and 2D). Venlafaxine did not alter cortical [NA]ext

at 1 and 4 mg/kg, but increased it at the highest dose tested: the increase in AUC values was

to 141.5±13.6 % of the respective basal values (100%); P < 0.01) (Figures 3C and 3D).

In vivo effects of various doses of antidepressant drugs (paroxetine, citalopram, venlafaxine)

on [5-HT]ext and [NA]ext in the mPFCx of mice were compared by dose-response curves by

calculating pharmacological parameters such as ED50 values (potency) as well as the

theoretical maximal responses (efficacy) of mice to antidepressant drugs in the intracerebral

microdialysis test.

Potency of antidepressant drugs in vivo

The ED50 values and 95 % confidence intervals (in parentheses) are given in Table 2. The

increase in cortical [5-HT]ext induced by a single administration of paroxetine was already
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maximal at the lowest dose studied (1 mg/kg), so its potency to block the 5-HT transporter

could not be determined in vivo in mice. Among the two other antidepressant drugs studied,

citalopram was more potent than venlafaxine in increasing cortical [5-HT]ext in vivo (ED50

value = 4.20 mg/kg with a 95 % confidence interval 3.80 to 4.60, and 6.65 mg/kg with a 95 %

confidence interval 6.50 to 6.80, respectively). Among the three antidepressant drugs tested,

paroxetine, having the lowest calculated ED50 value (1.8 mg/kg with a 95 % confidence

interval 1.70 to 1.90) was more potent than citalopram and venlafaxine in augmenting cortical

[NA]ext in vivo in mice. Citalopram blocked 5-HT and NA transporters in vivo in mice with a

comparable potency (calculated ED50 values and 95 % confidence intervals were 4.20 (3.80 �

4.60) mg/kg and 3.90 (3.30 � 4.50) mg/kg, respectively). Venlafaxine did not alter cortical

[NA]ext  at 1 and 4 mg/kg, so its potency to block the NA transporter could not be determined

in vivo in mice.

Efficacy of antidepressant drugs in vivo

The Emax (% maximal increase ± SEM are given in table 2. The SNRI venlafaxine displayed

a greater efficacy in increasing cortical [5-HT]ext compared to the two SSRIs studied,

paroxetine (P<0.01) and citalopram (P<0.001). Citalopram gave a more efficient response

than paroxetine on [5-HT]ext (P<0.001). Thus, the rank order of the efficacy of the

antidepressant effects on cortical [5-HT]ext in mice was as follows: venlafaxine > citalopram

> paroxetine. By contrast, paroxetine and citalopram elicited a comparable efficacy on

cortical [NA]ext as they both induced similar maximal increases of this parameter.

Furthermore, paroxetine had a similar efficacy on both cortical [5-HT]ext and [NA]ext, while

citalopram had a higher efficacy in increasing cortical [5-HT]ext than [NA]ext (P<0.002).

Role of α2-adrenoceptor in the paroxetine-induced changes in extracellular NA levels

Administration of a single paroxetine dose (4 mg/kg) increased [NA]ext in the mPFCx of

Swiss mice: the increase in the AUC values was 142 ± 11.90% of the respective basal value

(100 %). To test for the selectivity of this effect, another group of mice received a single dose

of paroxetine (4 mg/kg) first, then an α2 adrenoceptor antagonist, idazoxan (1 mg/kg given 1

hour later, s.c.). Idazoxan induced a statistically significant increase in [NA]ext: the AUC

value increased to 215.6 ± 33.0 % of the respective basal value (100 %) (P<0.05 compared to

the paroxetine-treated group ) (Figure 5).
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Discussion
In the present in vivo study, we found that a single administration of SSRIs (paroxetine,

citalopram) and a SNRI (venlafaxine) induced increases in extracellular levels of 5-HT and

NA in the dialysates from the mPFCx of awake, freely moving mice. Depending on the

antidepressant drugs studied, these increases occurred either at 1, 4 or 8 mg/kg given

systemically. In our experimental conditions, citalopram and paroxetine have the highest

potency to increase cortical [5-HT]ext and [NA]ext, respectively, thus to block 5-HT

transporter and/or the NA transporter in vivo. The rank order of efficacy of these

antidepressant drugs to increase [5-HT]ext in the mPFCx of mice was as follows: venlafaxine

> citalopram > paroxetine. Furthermore, paroxetine was as efficient as citalopram in

increasing cortical [NA]ext, and the efficacy of the two SSRIs studied on dialysate NA was

greater than that of the SNRI, venlafaxine (paroxetine = citalopram > venlafaxine).

Furthermore, the increase in cortical [NA]ext induced by a single dose of paroxetine was

potentiated by an α2-adrenoceptor antagonist, idazoxan. Thus, α2-adrenoceptors, possibly

located in the locus coeruleus, can selectively modulate paroxetine�s effect on cortical NA

release in mice.

The frontal cortex plays a crucial role in processes involved in the control of mood, cognition

and motor behaviour, functions that are compromised in depression (Millan et al., 2000). A

perturbation of corticolimbic serotonergic and noradrenergic transmissions is implicated in

the etiology of depression and antidepressant drugs modify frontocortical monoaminergic

transmission (Tanda et al., 1994; Gobert et al., 1997). Preclinical studies have clearly shown

that the 5-HT and NA systems interact extensively in the brain, and it would be difficult to

investigate how a given molecule affects one system without considering its influence on

others (Blier, 2001). By using in vivo microdialysis in the medial prefrontal cortex of awake

mice, we tested whether SSRIs, such as, paroxetine and citalopram may act at both

noradrenergic and serotonergic systems in the brain. As it would be expected from their

ability to potently block the 5-HT transporter, we demonstrated that paroxetine and citalopram

enhanced dialysate levels of 5-HT in the mPFCx. Similar results have been obtained in the

medial prefrontal cortex by others in rats (Arborelius et al., 1996; Millan et al., 2001,

Bymaster et al., 2002) and by our group in mice (Malagié et al., 2001 and 2002) following

administration of a single dose of SSRI. In addition, we found that both SSRIs simultaneously

elevated [NA]ext in the same brain area.
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In vitro data indicate that citalopram is the most selective SSRI for inhibiting the neuronal 5-

HT transporter whereas paroxetine is the most potent (Sánchez and Hytell, 1999). Our

experiment allowed us to characterise in vivo, both SSRIs, analysing their potency and their

efficacy in blocking 5-HT and NA transporters. In the dose range tested (i.e., 1, 4 and 8

mg/kg), citalopram displayed a similar potency to increase cortical [5-HT]ext and [NA]ext,

while the potency of paroxetine on the 5-HT transporter could not be determined. However,

paroxetine displayed a high potency to increase cortical [NA]ext. Thus, when measuring AUC

values, we clearly demonstrated that, even if paroxetine and citalopram belong to the same

class of antidepressant drugs, their pharmacological profiles were different in vivo following a

single acute administration. Thus, our data barely correlates with in vitro data. The clinical

relevance of these in vivo results obtained in mice is currently unknown. Our study is the first

which demonstrates an influence of a single administration of SSRI, not only on dialysate

levels of 5-HT, but also on NA levels in the mPFCx using microdialysis in awake, freely

moving mice. Indeed, the influence of SSRI on extracellular NA levels in the mPFCx was

mainly studied in rats. However, some discrepancies on their effects on the brain

noradrenergic system exist (see Table 1).

In our study, we compared the effects of the two SSRIs with those of venlafaxine because this

SNRI was marketed as a dual 5-HT and NA reuptake inhibitor (Artigas, 1995). Moreover,

Millan and colleagues (2001) indicated that basal 5-HT and NA levels increase from the

lower dose of venlafaxine in the rat frontal cortex (0.63 mg/kg). However, venlafaxine was

inactive at 1 and 4 mg/kg, and did not increase [5-HT]ext and [NA]ext. Only the 8 mg/kg

dose has a significant effect on dialysate levels of these neurotransmitters, the peak

accumulation of 5-HT (410%) in the mPFCx being considerably greater than that of NA

levels (141%). The potency and selectively of venlafaxine for 5-HT/NA system has been

questioned (Beïque et al., 1998). An in vitro study has shown that the affinity of venlafaxine

for the 5-HT transporter is greater than its affinity for the NA transporter (Gur et al., 1999).

Our results are in agreement with those of other microdialysis studies performed in the rat

frontal cortex, in which [5-HT]ext and [NA]ext was increased only at the dose of 10 mg/kg

and higher (Gur et al., 1999; Hatanaka et al., 2000). We also demonstrated in a behavioural

study using the mouse FST that venlafaxine at low doses displayed an activity indicative of in

vivo inhibition of 5-HT reuptake, while at higher doses both 5-HT and NA reuptake

inhibitions were involved (Redrobe et al., 1998c).

Our study clearly demonstrated that SSRIs, i.e., paroxetine and citalopram, can not only

increase 5-HT, but also NA in vivo. This latter effect may occur through different
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mechanisms, i.e., either directly or indirectly. The first hypothesis may involve increases in

cortical [NA]ext via the direct blockade of NA transporter by paroxetine and citalopram.

There are several lines of evidence suggesting that SSRIs can directly inhibit NA transporters,

thus being devoid of selectivity for the brain serotonergic system in vivo. Thus, the blockade

of catecholamine reuptake by SSRIs has already been suggested (Stanford, 1996; Hughes and

Stanford, 1996; Owens et al., 2000; Shinkai et al., 2002). Indeed, Shinkai et al., (2002)

demonstrated that paroxetine competitively inhibited the functional activity of the NA

transporter by acting on a desipramine-binding site. Similarly, noradrenaline efflux was

increased during local infusion of either citalopram or fluoxetine (5 or 50 µM for 3 hours) in

the rat frontal cortex (Hughes and Stanford, 1998). This effect was abolished by a selective

noradrenergic neurotoxin suggesting that SSRI can directly bind to NA transporters located

on noradrenergic neurones (Hughes and Stanford, 1998). Since SSRIs were administered

systemically in the present study, they may have blocked NA transporters either in the medial

prefrontal cortex (where the dialysis probe was implanted), or elsewhere in the brain. Further

experiments studying the effects of a local infusion of these antidepressant drugs into the

cortex (at noradrenergic nerve terminals) or the locus coeruleus (the main source of

noradrenergic cell bodies innervating the mPFCx) may help to clarify this issue. The NA

transporter blockade seems to occur mainly in the locus coeruleus (LC). Indeed, local

administration of citalopram by reverse dialysis in the LC increased [NA]ext in the LC, thus

leading to the subsequent inhibition of LC neurones via alpha(2)-adrenoceptors in rats (Mateo

et al., 2000). The decreased firing rate of noradrenergic neurones leads to decreased release of

NA in the cortex.

The indirect hypothesis suggests that an increase in [5-HT]ext, resulting from the systemic

administration of a SSRI, could secondly increase NA release in various nerve terminal areas.

It implies that activation of 5-HT heteroreceptors located on noradrenergic nerve terminals

may occur in the present study. Mateo et al. (2000) concluded that their results described

above are dependent on the presence of endogenous 5-HT in the LC since a pretreatment with

p-chlorophenylalanine (PCPA), a 5-HT synthesis inhibitor, prevented the effects of a local

administration of citalopram in rats. We have not investigated this hypothesis in mice yet, but

one author excluded it as an explanation for the results of similar in vivo experiments

(Stanford, 1996).

The effects of antidepressants on serotonergic and noradrenergic neurones are not

independent, because there is a close anatomical and functional relationship between the two

pathways (Nutt, 2002). In the nerve terminal brain regions, through an unclear mechanism,
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SSRIs produces an overall facilitation of noradrenergic transmission (Hughes and Stanford,

1996). Bymaster�s group (2002) has shown that the increase in [NA]ext measured in the

prefrontal cortex following administration of fluoxetine in the awake freely moving rat, was

not due to a non-selective blockade of NA uptake, but to an interaction with 5-HT2C receptors,

blocking the 5-HT inhibitory control on NA release in the locus coeruleus. Several studies

have demonstrated that a systemic administration of 5-HT1A receptor agonists increases NA

release in the rat frontal cortex through activation of postsynaptic 5-HT1A receptors (Hajos-

Korcsok et al., 1999).

Of the three antidepressant drugs tested, paroxetine is the only one that increased cortical

[NA]ext at the lowest dose. Consequently, we decided to test for the noradrenergic selectivity

of this SSRI by using idazoxan, a drug known to increase NA levels by blocking α2-

adrenergic autoreceptors. Our results agree with other studies showing that α2-adrenoceptor

antagonist can potentiate SSRI-induced increases in [NA]ext (Mateo et al., 2000; Millan et al.,

2001).

In conclusion, our data confirm that SSRIs lack selectivity in vivo for the blockade of one of

the two transporters studied because they can simultaneously increase cortical [5-HT]ext and

[NA]ext. Differences in pharmacological properties of these antidepressant drugs, i.e., their

potency and efficacy in increasing dialysate 5-HT and NA clearly exist in vivo. In the mPFCx

of Swiss mice, following its acute administration, citalopram was the most potent SSRI to

increase cortical [5-HT]ext, while paroxetine was more potent than citalopram and

venlafaxine in increasing [NA]ext. In the range of doses tested, a dose of one of the three

compounds studied either (i)- had no effects on dialysate 5-HT and NA (citalopram at 1

mg/kg ; venlafaxine at 1 and 4 mg/kg), or (ii)- selectively blocked a transporter (paroxetine

for the 5-HT transporter at 1 mg/kg), or (iii)- in most of the cases, exhibited non selective

effects (paroxetine and citalopram at 4 and 8 mg/kg ; venlafaxine at 8 mg/kg). Furthermore,

activation of α2-adrenoceptors limits the effects of paroxetine on dialysate levels of

noradrenaline at noradrenergic nerve terminals since the α2-adrenoceptor antagonist idazoxan

potentiated the effect of this SSRI in mice. Our results suggest that paroxetine and citalopram,

currently classified as SSRIs, can act as mixed 5-HT/NA reuptake inhibitors in vivo. For

example, paroxetine can block both 5-HT and NA transporters in vivo at doses ≥to 4 mg/kg in

mice, at least in some brain regions. This idea has recently been supported by a clinical study

in which NA and 5-HT transporter functions were assayed by using human transporter

transfected cells in the presence of serum collected from patients with major depressive
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disorder treated with paroxetine (Gilmor et al., 2002). The clinical significance of this action

of SSRIs on the brain noradrenaline transporter is currently unknown, but it may contribute to

their broad therapeutic efficacy in the treatment of depression, or anxiety disorders. These

results are especially important because several clinical studies have revealed that using drugs

that block both transporters may represent a more effective antidepressant treatment for

severe or refractory depression than a single selective treatment (Nelson, 1998 ; Thase et al.,

2001).
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Table 1: In vivo microdialysis in rat Frontal Cortex: effects of a single administration of

Selective Serotonin Reuptake Inhibitor or Serotonin/Noradrenaline Reuptake inhibitor

on sertonin and noradrenaline outflow

Antidepressants Dose (mg/kg) 5-HT NA References

fluoxetine

R-fluoxetine

10

30

10 s.c.

30 s.c.

20 i.p.

↑ ↑

ND

↑ ↑

0

↑ ↑

↑ 

↑

↑ ↑

0

↑ ↑

Gobert et al., 1997

Hatanaka et al., 2000

Bymaster et al., 2002

Beyer et al., 2002

Koch et al., 2002

paroxetine

5 s.c.

10

3

30 s.c.

↑ ↑

↑ ↑

↑ ↑

0

0

↑ (NaCl ↑  Β0 )

0

↑ ↑

Hajos-Korsok et al., 2000

(in the hippocampus)

Millan et al., 2000

Bymaster et al., 2002

Beyer et al., 2002

citalopram

2.5

30

10

↑ ↑

ND

↑ ↑

↑ but ClNa too (St,

Nacc, FCx)

0

0

Millan et al., 1999

Hatanaka et al., 1999

Bymaster et al., 2002

venlafaxine (SNRI)

10

10

3-50

3 s.c.

ND

↑ ↑

0

0

↑ ↑

↑ ↑

↑ ↑

↑ ↑

Hatanaka et al., 1999

Millan et al., 2001

Dawson et al., 1999

Beyer et al., 2002

sertraline 10 i.p. ND 0 Thomas et al., 1998

fluvoxamine 12 i.p ↑ ↑ ↑ Shachar et al., 1997
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Table 2: Comparison-effect relationship for the acute paroxetine, citalopram and

venlafaxine administration in the medial prefrontal cortex of Swiss mice

Potency Efficacy
ED50

(dialysate 5-HT) (mg/kg)

ED50

(dialysate NA) (mg/kg)

Emax
(dialysate 5-HT)           

(% of  maximal increase)

Emax
(dialysate NA)              

(% of  maximal increase)

paroxetine N.D. 1.80 (1.70 to 1.90) 231.4 ± 15.41
***; +++

183.10 ± 19.60

citalopram 4.20 (3.80 to 4.60) 3.90 (3.30 to 4.50) 462.5 ± 43.80
++; @@@

245.0 ± 45.15

venlafaxine 6.65 (6.50 to 6.80) N.D. 634.45 ± 59.59 N.D.

The potency was calculated as the ED50 values to induce increases in extracellular levels of

5-HT and NA with a 95% confidence interval (in parenthesis).

The efficacy was calculated as the maximal effects based on the AUC values of the

antidepressant drugs on dialysate 5-HT and NA.

Emax (mean ± S.E. M. ; dialysate 5-HT): F(2,37)= 25.83, P<0.001

***P<0.001 when compared to citalopram

++P<0.01 and +++P<0.001 when compared to venlafaxine.

Emax (dialysate): NA F(2,42) 0.303, P=0.74

Comparison between Emax 5-HT and Emax NA for paroxetine: F(1,29)= 1.96, P=0.72

Comparison between Emax 5-HT and Emax NA for citalopram: F(1,28)= 12.1, P<0.002; the

Mann-Whitney U Test = 34.0; @@@P<0.001 when compared to Emax NA

N.D. not determined
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Legends Tables

Table 1: Results from different microdialysis studies on the effect of various antidepressants

on extracellular 5-HT and NA levels in rat Frontal cortex. 0 indicates an absence of effect on

extracellular 5-HT or NA levels. ↑  indicates a moderate increase on extracellular 5-HT or

NA levels. ↑↑ indicates a significant effect on extracellular 5-HT or NA levels, ND indicates

that the measurement of this parameter was not performed by the authors.

Table 2: Dose-response curves allow us to determine a theoretical maximal effect. For each

compound, values represent the potency (EC50 ± the 95% confidence intervals) and the

efficacy (% of maximal increase ± SEM) in 5-HT and NA dialysates of paroxetine, citalopram

and venlafaxine. N.D. indicates that the values could not be determined by the computer

software Prism 2.0.



178

Legends

Figure 1: Effect of a single administration of paroxetine (Prx) (1A, B, C) (1, 4, 8 mg/kg) on

extracellular 5-HT [5-HT]ext and NA levels [NA]ext in the medial prefrontal cortex of

awake, freely moving naive Swiss mice. Data are means ± SEM (bars) values of extracellular

5-HT ($,! symbols) and NA (", # symbols) levels expressed as percentages of baseline

(B0) in Swiss mice following exposure to saline (! for 5-HT, # for NA) or antidepressant

drugs ($ for 5-HT, " for NA) respectively (n= 5-10 determination for each group). The

arrows indicate drug injection. In the medial prefrontal cortex (1D) area under the curve

(AUC, mean ± SEM) values were calculated for the amount of neurotransmitter 5-HT and NA

outflow collected during 0-120 min post treatment for paroxetine. AUCs are expressed as a

percentage of basal values for all antidepressants. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 relative to

saline-treated control group.

Figure 2: Effect of a single administration of citalopram (Cital) (2A, 2B, 2C) (1, 4, 8 mg/kg)

on extracellular 5-HT [5-HT]ext and NA levels [NA]ext in the medial prefrontal cortex of

awake, freely moving naive Swiss mice. Data are means ± SEM (bars) values of extracellular

5-HT ($,! symbols) and NA (", # symbols) levels expressed as percentages of baseline

(B0) in Swiss mice following exposure to saline (! for 5-HT, # for NA) or antidepressant

drugs ($ for 5-HT, " for NA) respectively (n= 5-10 determination for each group). The

arrows indicate drug injection. In the medial prefrontal cortex (2D) area under the curve

(AUC, mean ± SEM) values were calculated for the amount of neurotransmitter 5-HT and NA

outflow collected during 0-120 min post treatment for citalopram. AUCs are expressed as a

percentage of basal values for all antidepressants. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 relative to

saline-treated control group.

Figure 3: Effect of a single administration of venlafaxine (Venla) (3A, 3B, 3C) (1, 4, 8

mg/kg) on extracellular 5-HT [5-HT]ext and NA levels [NA]ext in the medial prefrontal

cortex of awake, freely moving naive Swiss mice. Data are means ± SEM (bars) values of

extracellular 5-HT ($,! symbols) and NA (", # symbols) levels expressed as percentages

of baseline (B0) in Swiss mice following exposure to saline (! for 5-HT, # for NA) or

antidepressant drugs ($ for 5-HT, " for NA) respectively (n= 5-10 determination for each

group). The arrows indicate drug injection. In the medial prefrontal cortex (3D) area under the

curve (AUC, mean ± SEM) values were calculated for the amount of neurotransmitter 5-HT

and NA outflow collected during 0-120 min post treatment for venlafaxine. AUCs are
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expressed as a percentage of basal values for all antidepressants. *p<0.05, **p<0.01,

***p<0.001 relative to saline-treated control group.

Figure 4: In the medial prefrontal cortex, effect of a dose range of paroxetine, citalopram or

venlafaxine on 5-HT or NA outflows represented by the area under the curve (AUC, mean ±

SEM).

Figure 5: Effect of idazoxan on paroxetine-induced increase in extracellular NA levels in the

medial prefrontal cortex (A). The first arrow represents injection of paroxetine (Prx) (4 mg/kg

i.p.), and the second represents injection of saline (NaCl 0.9%) or idazoxan (1 mg/kg s.c.).

Data are means ± SEM (bars) of extracellular NA levels expressed as percentage of baseline

following treatment with Prx 4 mg/kg/NaCl 0.9% (", n=11), Prx 4 mg/kg /idazoxan 1 mg/kg

($, n=10) respectively. The means of Prx 4 mg/kg /NaCl 0.9% and Prx 4 mg/kg / idazoxan 1

mg/kg group have SEMs below the resolution of the graph. In the medial prefrontal cortex (B)

area under the curve (AUC, mean ± SEM) values were calculated for the amount of

neurotransmitter NA outflow collected during 0-180min post treatment. AUCs are expressed

as a percentage of basal values for Prx/NaCl and Prx/idazoxan group. *p<0.05 relative to

Prx/NaCl group.
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Figure 1: Effect of paroxetine on extracellular serotonin and noradrenaline levels in the

medial prefrontal cortex of Swiss
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Figure 2: Effect of citalopram on extracellular serotonin and noradrenaline levels in the

medial prefrontal cortex of Swiss mice
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Figure 3: Effect of venlafaxine on extracellular serotonin and noradrenaline levels in the

medial prefrontal cortex of Swiss mice
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Figure 4: Dose-response relationship of acute administration of paroxetine, citalopram and

venlafaxine on cortical extracellular levels serotonin and noradrenaline in mice
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Figure 5: Effects of alpha2 receptor antagonist, idazoxan, on paroxetine-induced increase in

extracellular noradrenaline levels in the in the medial prefrontal cortex of Swiss mice

5A
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Synthèse des résultats l’étude 6

Nos résultats indiquent, qu�in vivo, en analysant les aires sous la courbe (ASC) des

concentrations de 5-HT et de NA accumulées dans le milieu extracellulaire corticale sur une

période de 120 minutes post-traitement, la paroxétine, à faible dose, augmente les [5-HT]ext

dans le cortex préfrontal de la souris Swiss, tandis qu�à forte dose, elle bloque aussi bien le

transporteur de la NA que celui de la 5-HT. Le citalopram qui lui exerce une action

quantitativement comparable sur le transporteur de la 5-HT et de la NA à faible dose, devient

plus sélectif du transporteur de la 5-HT à 4 et 8 mg/kg. Quant à la venlafaxine, elle exerce son

action exclusivement à la plus forte dose testée en augmentant les concentrations

extracellulaires de 5-HT beaucoup plus que celles de NA dans le cortex préfrontal. Les effets

des différents antidépresseurs testés sur les [5-HT]ext et de [NA]ext, nous ont permis de

déterminer leur puissance (ED50) et leur efficacité pour les transporteurs de la 5-HT et de la

NA. Des trois antidépresseurs testés, la venlafaxine, en augmentant les concentrations

extracellulaires de 5-HT de plus de 620%, est apparue avoir une plus grande efficacité pour

bloquer le transporteur de la 5-HT que le citalopram et la paroxétine (231 et 462%

respectivement) tandis que ces deux IRSS ont la plus grande efficacité pour bloquer le

transporteur de la NA (respectivement 245 et 183% pour le citalopram et la paroxétine). Il ne

fut pas possible déterminer une CE50 pour l�action de la paroxétine sur le transporteur de la 5-

HT car celle-ci est déjà maximale à la plus faible dose, et le reste aux doses de 4 et 8 mg/kg.

La CE50 (2,2 mg/kg) calculée pour l�action de cet antidépresseur sur le transporteur de la NA,

nous a permis de conclure qu�il était, des trois antidépresseurs testés, le plus puissant pour

inhiber ce transporteur.

L�idazoxan administré 60 min après la paroxétine, a potentialisé l�augmentation des

concentrations extracellulaires de NA induite par cet IRSS, confirmant le rôle important des

récepteurs α2 dans la médiation de ses effets noradrénergiques.
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Étude 7 : corrélation entre le modèle comportemental et l’approche
neurobiologique

Comparaison des effets de l’administration chronique de paroxétine et
de citalopram par une double approche in vivo : microdialyse

intracérébrale et étude comportementale chez la souris Swiss éveillée

7ème Congrès annuel de la Société Française de Pharmacologie, résumé publié dans
Fundamental & Clinical Pharmacology, 2003, O92, 17, 242

Effects of chronic paroxetine and citalopram treatment by dual in vivo approaches: an
intracerebral microdialysis and a behavioural studies in awake Swiss mice.
Denis Joseph Paul DAVID, Michel BOURIN, Gaëlle JEGO, Cédric PRZYBYLSKI, Pascale
JOLLIET, Alain M. GARDIER
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Objectif de l’étude 7

Une récente étude a mesuré l�inhibition de la capture de la [3H]5-HT et de la [3H]NA

en appliquant du sérum de patients atteints d�épisode dépressif majeur et traités par des doses

croissantes de paroxétine (20, 40 et 60 mg/j) sur des cellules HEK-293 en culture

surexprimant le SERT ou le NET humains (Gilmor et al., 2002). Les résultats de cette

expérience indiquent que la paroxétine se lie non seulement sur le transporteur

sérotoninergique mais aussi sur le transporteur noradrénergique car lorsque la concentration

sérique de paroxétine est de 100 ng/ml l�inhibition du NET est de 27%, tandis qu�elle est de

43% dès que les concentrations sériques atteignent 200 ng/ml. Cette étude permet de conclure

que la paroxétine, classée in vitro comme IRSS peut agir in vivo sur les deux transporteurs de

neurotransmetteurs.

En clinique, le bénéfice thérapeutique des antidépresseurs se manifeste seulement

après 2 à 3 semaines de traitement. Par une double approche séparée in vivo, en utilisant la

microdialyse intracérébrale et le FST, nous avons voulu étudier les effets d�un traitement

chronique par de la paroxétine et du citalopram chez la souris Swiss sur les concentrations

extracellulaires corticales de sérotonine et de noradrénaline et d�un point de vue

comportemental sur la baisse du temps d�immobilité, caractéristique de l�effet

« antidépresseur-like », mesurée dans le FST. Pour cela, pendant 14 jours le véhicule

(DMSO:NaCl 0,9%, 20/80 v/v) ou l�antidépresseur (paroxétine ou citalopram, 1 mg/kg/jour)

ont été délivrés par le biais de mini-pompes osmotiques implantées dans le péritoine chez la

Souris. Au 14ème jour, les mini-pompes ont été retirées et concernant l�étude de microdialyse,

les sondes de dialyses ont été implantées dans le cortex frontal. Au 15ème jour, les doses tests

de paroxétine ou de citalopram (1, 4 et 8 mg/kg pour l�étude neurobiochimique, et

uniquement à la dose de 8 mg/kg pour l�étude comportementale) ont été administrées 1h après

la collecte des quatre premiers dialysats (mesure des [5-HT]ext et des [NA]ext) pour l�étude

de microdialyse ou 30 min avant la réalisation du FST (figure 20).
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Figure 20 � Schéma du protocole expérimental permettant de comparer les effets de

l�administration chronique de paroxétine ou de citalopram sur les concentrations

extracellulaires de sérotonine et de noradrénaline (microdialyse intracérébrale) ou sur la

baisse du temps d�immobilité (test de la nage forcée)
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Résultats de l’étude 7

Effet de l’administration chronique d’un IRSS, la paroxétine ou le citalopram sur les

concentrations extracellulaires de sérotonine

Dans les expériences de microdialyse, après 14 jours de traitement par le véhicule

(DMSO:NaCl 0,9%, 20/80 v/v), l'administration d'une dose unique de paroxétine (1 ou 4

mg/kg, i.p.) chez les souris Swiss provoque une augmentation statistiquement significative

des [5-HT]ext dans le cortex médian préfrontal (P < 0,05). Après un traitement chronique de

paroxétine (1 mg/kg) pendant 14 jours, l�administration d�une dose test de paroxétine aux

doses de 4 et 8 mg/kg augmente elle aussi les [5-HT]ext lors d�un challenge (P < 0,05 ; P <

0,01 respectivement) (figure 21). De plus, l�ASC mesurée chez les souris ayant été traitées

chroniquement avec la paroxétine et ayant reçu 8 mg/kg de cet IRSS (ASC = 203,4% ± 13,9)

est statistiquement plus importante que celle mesurée chez les souris ayant reçu le même

challenge, mais traitées chroniquement avec le véhicule (ASC = 133,0% ± 12,9) (P < 0,01).

L�administration de citalopram aux doses de 4 mg/kg et 8 mg/kg (P <0,01 ; P <0,001),

après 14 jours de traitement par le véhicule (DMSO:NaCl 0,9%, 20/80 v/v) augmente de

manière statistiquement significative les [5-HT]ext corticales (figure 22). Après un traitement

chronique par du citalopram (1 mg/kg) pendant 14 jours, quelle que soit la dose challenge

administrée, i.e., 1, 4 et 8 mg/kg, une augmentation significative des [5-HT]ext est observée.

De plus, l�administration de la dose challenge de citalopram la plus faible testée (1 mg/kg),

provoque une augmentation significativement plus importante de l�ASC (ASC = 198,4% ±

47,3) lorsque les souris ont été traitées pendant 14 jours avec l�antidépresseur comparées à

celles ayant reçu le véhicule (ASC = 109,6% ± 2,1) (P < 0,05).

Effet de l’administration chronique d’un IRSS, la paroxétine ou le citalopram sur les

concentrations extracellulaires de noradrénaline

Un challenge de paroxétine aux doses de 4 et 8 mg/kg augmente significativement les

[NA]ext corticales après traitement par le véhicule pendant 14 jours tandis que ces mêmes

doses tests ne provoquent aucun effet sur les [NA]ext. L'ASC des [NA]ext correspondant aux

échantillons recueillis après l�administration d�un challenge de paroxétine à la dose de 4 et 8

mg/kg à des souris ayant reçu le véhicule (à 4 mg/kg l�ASC = 158,1% ± 20,6 ; à 8 mg/kg
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l�ASC = 136,2% ± 5,2) est significativement plus importante que celle mesurée pour les

mêmes doses administrées à des souris ayant reçu un traitement chronique d�antidépresseur,

l�ASC est de 112,9% ± 3,2 à 4 mg/kg ; 110,6% ± 4,9 à 8 mg/kg (P < 0,001) (figure 23).

L�administration d�une dose test de citalopram (4 et 8 mg/kg, i.p.) augmente de manière

significative les [NA]ext aussi bien après 14 jours de traitement par le véhicule qu�après 14

jours de traitement par cet IRSS (1 mg/kg) (P < 0,05 ; P < 0,01). Par conséquent les ASC ne

sont pas statistiquement différentes entre les deux groupes de souris (figure 24).

Effet de l’administration chronique d’un IRSS, la paroxétine ou le citalopram sur le temps

d’immobilité dans le test de la nage forcée

L�administration d�une seule dose test d�un IRSS (paroxétine ou citalopram à 8 mg/kg)

exerce un effet « antidépresseur-like » après 14 jours de traitement par le véhicule puisque

l�on observe une baisse du temps d�immobilité statistiquement significative respectivement de

16 s et 23 s pour la paroxétine (P< 0,001) et le citalopram (P < 0,001) (figure 25). De même,

après 14 jours de traitement chronique avec la paroxétine ou le citalopram (1 mg/kg),

l�administration d�une dose test de l�IRSS respectif diminue statistiquement l�effet anti-

immobilité de 26 s (P < 0,001) pour la paroxétine et de 15 s pour le citalopram (P < 0,005).

Cependant, lorsque l�on compare l�effet de la dose test de paroxétine dans le groupe

traitement chronique avec cet antidépresseur par rapport à l�effet dans le groupe traitement

chronique avec le véhicule, on observe une potentialisation de l�effet « antidépresseur-like »

(P < 0,05). Cette potentialisation de l�effet anti-immobilité observée après le traitement

chronique avec la paroxétine, n�est pas reproduite pour le citalopram. Il en résulte donc une

différence d�effet statisquement significative lorsque l�on compare les groupes d�animaux

ayant reçu un des deux antidépresseurs IRSS (1 mg/kg/j pendant 14 jours) (P < 0,05) de façon

chronique.
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 � Effets d�une dose test de paroxétine (1, 4, 8 mg/kg) sur les concentrations

laires corticales de sérotonine chez des souris ayant reçu de la paroxétine (1

ur) ou le véhicule (DMSO:NaCl 0,9%, 20/80 v/v) (pendant 14 jours)

ées sont les moyennes ± écart standard à la moyenne (E.S.M.) des concentrations

laires de 5-HT exprimées en pourcentages de variations de la concentration basale

z les souris Swiss pour 5 à 10 souris/groupe (fig 1A et 1B). L�administration de la

est représentée par une flèche. Dans le cortex médian préfrontal (fig 1C), les valeurs

des aires sous la courbe (ASC; moyenne ± E.S.M.) représentent la somme des

tions extracellulaires de 5-HT collectées pendant une durée de 120 min suivant le

t avec le challenge et sont exprimées en pourcentage des valeurs basales. *P < 0,05,

1, par comparaison au groupe NaCl 0,9 % correspondant ; §P < 0,01 par

on au groupe traité pendant 14 jours par le véhicule (DMSO:NaCl 0,9%, 20/80 v/v).

5-HT
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22 � Effets d�une dose test de citalopram (1, 4, 8 mg/kg) sur les concentrations

llulaires corticales de sérotonine chez des souris ayant reçu du citalopram (1

our) ou le véhicule (DMSO:NaCl 0,9%, 20/80 v/v) (pendant 14 jours)

nées sont les moyennes ± écart standard à la moyenne (E.S.M.) des concentrations

lulaires de 5-HT exprimées en pourcentages de variations de la concentration basale

ez les souris Swiss pour 5 à 10 souris/groupe (fig. 2A et 2B). L�administration de la

t est représentée par une flèche. Dans le cortex médian préfrontal (fig 2C), les valeurs

s des aires sous la courbe (ASC; moyenne ± E.S.M.) représentent la somme des

rations extracellulaires de 5-HT collectées pendant une durée de 120 min suivant le

nt avec le challenge et sont exprimées en pourcentage des valeurs basales. *P < 0,05,

,01, ***P < 0,001 par comparaison au groupe NaCl 0,9 % correspondant ; §§P < 0,01

paraison au groupe traité pendant 14 jours par le véhicule (DMSO:NaCl 0,9%, 20/80

5-HT
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re 23 � Effets d�une dose test de paroxétine (1, 4, 8 mg/kg) sur les concentrations

acellulaires corticales de noradrénaline chez des souris ayant reçu de la paroxétine

g/kg/jour) ou le véhicule (DMSO:NaCl 0,9%, 20/80 v/v) (pendant 14 jours)

données sont les moyennes ± écart standard à la moyenne (E.S.M.) des concentrations

cellulaires de 5-HT exprimées en pourcentages de variations de la concentration basale

) chez les souris Swiss pour 5 à 10 souris/groupe (fig. 3A et 3B). L�administration de la

 test est représentée par une flèche. Dans le cortex médian préfrontal (fig 3C), les valeurs

ulées des aires sous la courbe (ASC; moyenne ± E.S.M.) représentent la somme des

entrations extracellulaires de 5-HT collectées pendant une durée de 120 min suivant le

ement avec la dose test et sont exprimées en pourcentage des valeurs basales. *P < 0,05,

< 0,01, ***P < 0,001 par comparaison au groupe NaCl 0,9 % correspondant ; §§P < 0.01

omparaison au groupe traité pendant 14 jours par le véhicule (DMSO:NaCl 0,9%, 20/80

.

NA
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Figure 24 � Effets d�une dose test du citalopram (1, 4, 8 mg/kg) sur les concentrations

extracellulaires corticales de noradrénaline chez des souris ayant reçu du citalopram (1

mg/kg/jour) ou le véhicule (DMSO:NaCl 0,9%, 20/80 v/v) (pendant 14 jours)

Les données sont les moyennes ± écart standard à la moyenne (E.S.M.) des concentrations

extracellulaires de 5-HT exprimées en pourcentages de variations de la concentration basale

(à t0) chez les souris Swiss pour 5 à 10 souris/groupe (fig. 4A et 4B). L�administration de la

dose test est représentée par une flèche. Dans le cortex médian préfrontal (fig 4C), les valeurs

calculées des aires sous la courbe (ASC; moyenne ± E.S.M.) représentent la somme des

concentrations extracellulaires de 5-HT collectées pendant une durée de 120 min suivant le

traitement et sont exprimées en pourcentage des valeurs basales. *P < 0,05, **P < 0,01,

***P < 0,001 par comparaison au groupe NaCl 0,9 % correspondant.

NA
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igure 25 � Effets d�une dose test de paroxétine ou de citalopram (8 mg/kg) sur le temps

�immobilité mesuré dans le test de la nage forcée chez des souris traitées de façon

hronique pendant 14 jours soit avec leur antidépresseur respectif [paroxétine (1

g/kg/jour) ou citalopram (1 mg/kg/jour)] soit avec le véhicule (DMSO:NaCl 0,9%,

0/80 v/v).

es données sont les moyennes ± écart standard à la moyenne (E.S.M.) des temps

�immobilité (10 souris/groupe). ***P < 0,001 par comparaison avec le groupe NaCl 0,9 %

orrespondant (C1) ; @@@P < 0,01 par comparaison avec le groupe NaCl 0,9 %

orrespondant (C2) ; §P < 0,05 par comparaison avec le groupe NaCl 0,9 % correspondant

C3) ; #P < 0,01 en comparant Prx 8 et Cital 8 mg/kg dans les groupes « chroniques » ;

P < 0,05 en comparant au groupe traité pendant 14 jours par le véhicule (DMSO:NaCl

,9%).



196

Tableau 34 - Comparaison de l�efficacité de la paroxetine et du citalopram sur les

concentrations extracellulaires de sérotonine et de noradrénaline corticales chez la

souris Swiss après un traitement chronique (1 mg/kg/j pendant 14 jours)

Efficacité
Emax

(dialysat 5-HT)         

(% d�augmentation max)

Emax
(dialysat NA)         

(%d�augmentation max)

paroxétine
290,7 ± 22,4
***; @; +

●

154,4 ± 15,3

X

citalopram
433,3 ± 28,7

£££
X

217,19 ± 30,9

X

● : résultats idem à l�administration unique (étude 6)

X : % par rapport à l�administration unique (étude 6)

L�efficacité a été calculée à partir de l�effet maximal des antidépresseurs sur les dialysats 5-

HT et NA.

Emax (moyenne ± E.S.M. ; dialysat 5-HT): F(1,28)= 17,26, P<0,001 (U de Mann-Whitney =

32,0) ; ***P<0,001 par rapport au citalopram

Emax (moyenne ± E.S.M. ; dialysat NA): F(1,24) 0,05, P=0,048 (U de Mann-Whitney =

42,5) ; @P<0,05 par rapport au citalopram

Comparaison entre Emax 5-HT et Emax NA pour paroxétine: F(1,29)= 25,3, P<0,001 ; U de

Mann-Whitney = 18,0 ; @P<0,05

Comparaison entre Emax 5-HT et Emax NA pour citalopram: F(1,21)= 25,7, P<0,001 ; U de

Mann-Whitney = 12,0 ; £££P<0,01
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Synthèse des résultats de l’étude 7

L�étude de microdialyse chez la souris éveillée libre de ses mouvements nous permet de

conclure que les IRSSs ont un effet noradrénergique cortical. Un traitement chronique avec le

citalopram augmente les [NA]ext alors que l�on perd l�effet du challenge de paroxétine sur

cette monoamine après un traitement chronique avec la paroxétine (1 mg/kg). Cependant,

l�étude comportementale nous donne des résultats différents. En effet, bien que les

concentrations extracellulaires corticales de noradrénaline restent stables (i.e., pas de

différence avec le groupe contrôle) après un traitement chronique avec de la paroxétine (1

mg/kg pendant 14 jours), l�effet antidépresseur-like d�une administration « challenge » de

paroxétine (8 mg/kg) est augmenté. Un traitement chronique avec le citalopram (1 mg/kg

pendant 14 jours) augmente les [NA]ext corticales et l�effet anti-immobilité d�une dose

challenge de citalopram (8 mg/kg) est atténué chez la souris. Elle confirme aussi les résultats

obtenus lors d�une précédente étude comportementale dans le FST suggérant que la

paroxétine à faible dose ait un profil sérotoninergique (< 8 mg/kg) tandis qu�à forte dose (> 8

mg/kg), son profil pharmacologique est mixte (Redrobe et al., 1998a). Dans nos conditions

expérimentales chez la souris Swiss, il semble que la taille de l�effet « antidépresseur-like »

soit plus importante avec la paroxétine qu�avec le citalopram.
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DISCUSSION GÉNÉRALE

L�objectif principal de ma thèse a été de travailler in vivo chez la Souris sur deux types

d�approches, l�une comportementale (FST, TST), l�autre neurobiochimique (microdialyse

intracérébrale), afin de rechercher un lien entre les variations de temps d�immobilité (FST,

TST) et les concentrations extracellulaires corticales de sérotonine ou de noradrénaline

(dialysat) suite à l�administration d�une dose unique ou répétée d�antidépresseurs inhibant la

recapture de la sérotonine (IRSS).

Il est souvent reproché au FST chez la souris, contrairement au FST chez le Rat, son

absence de reproductibilité pour détecter l�activité anti-immobilité des IRSSs (Cryan et al.,

2002). Ceci est important car cette classe d�antidépresseurs est la plus prescrite dans le

traitement des épisodes dépressifs majeurs. L�absence de réponse d�une molécule dans un

modèle animal provient le plus souvent d�un manque de sensibilité du test engendrant alors

une taille de l�effet trop faible pour mettre en évidence une différence statistiquement

significative. Il est aussi reproché au FST (mais surtout au TST) un manque de sensibilité

nécessitant l�utilisation de groupes de taille très importante (15 à 20 animaux par groupe) pour

la détection d�une activité antidépressive (Renard et al., 2003) : la réponse n�apparaît souvent

alors que pour des doses élevées d�antidépresseurs administrés.

Tout d�abord, en ce qui concerne l�exploration comportementale, l�objectif était de

diminuer la variabilité de la réponse des souris à ces tests et donc de sensibiliser les modèles.

J�ai tenté d�identifier les principaux paramètres, propres à l�animal, susceptibles de participer

à cette variabilité de réponse. Mon choix s�est porté sur trois d�entre eux, l�âge des souris (4

ou 40 semaines), leur genre et leur fond génétique (Swiss, NMRI, DBA/2, C57BL/6J Rj). Ces

facteurs de variabilité sont souvent négligés et la comparaison des résultats est souvent

impossible puisque la méthodologie diffère. L�intérêt d�étudier ces facteurs est grand puisque

chez l�Homme, il est largement démontré que selon l�âge, le sexe ou le génotype, la réponse

aux antidépresseurs n�est pas la même (Mittmann et al., 1997 ; Altshuler, 2002 ; Yoshida et

al., 2002). Il est très important de souligner que le FST comme le TST sont des tests

prédictifs de l�activité « antidépressive-like » d�une molécule qui n�est administrée qu�une

seule fois. Depuis leur mise au point dans les années 70, on a confirmé pour de nombreuses

molécules qu�une réponse positive des souris (baisse du temps d�immobilité) à ce test est très

souvent corrélée à la réponse thérapeutique observée chez l�Homme (Bai et al., 2001). Mais la

validation du FST par Porsolt et du TST par Stéru chez la Souris obéit à des conditions
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expérimentales bien définies par ces auteurs et celles-ci doivent être rigoureusement

respectées (température du bain : 23-25 C°; durée du test : 6 min, temps d�adaptation pour le

FST : 2 min). Il est particulièrement important d�utiliser des souris naïves, n�ayant jamais

reçu de médicament et de ne les utiliser qu�une seule fois : il ne faut pas réaliser de pré-test

dans ces modèles animaux prédictifs de l�activité « antidépressive-like » chez la Souris. De

plus, une analyse de l�activité locomotrice des souris ayant reçu une dose unique

d�antidépresseur est le plus souvent recommandée. Dans nos différentes études

comportementales au cours desquelles nous souhaitions sensibiliser la réponse dans le FST et

le TST, nous nous sommes attachés à respecter strictement les conditions expérimentales des

tests de Porsolt et du TST. Depuis les vingt dernières années, de nombreuses modifications de

celles-ci ont été apportées afin de les sensibiliser. Par exemple les conditions initiales

proposées par Porsolt et al., (1977) ont été remaniées dans certaines études comme le

raccourcissement de la période d�habituation passant de 120 s à 20 s et une mesure de la durée

du temps d�immobilité pendant 180 s au lieu des 240 s recommandées (Nikulina et al., 1991).

D�autres modifications ont été rapportées comme une augmentation conséquente du volume

d�eau (Alcaro et al., 2002) ou l�automatisation du test en introduisant une roue permettant de

comptabiliser automatiquement l�activité de l�animal, i.e. le temps de nage (Nikulina et al.,

1991). Les laboratoires emploient couramment leur propre version des tests comportementaux

et adaptent leur protocole. Ces variations non validées peuvent expliquer des différences de

résultats entre des études utilisant la même souche. Par exemple, pour l�équipe de Crabbe et

al., (1982), les souris de la souche C57BL/6 présentent une augmentation de l�activité

locomotrice après l�ingestion de faibles doses d�alcool, tandis qu�une autre étude ne

démontrait aucun effet stimulant de ce produit (Dudek et Philipps, 1990). Le fond génétique

instable des souris KO 5-HT1B a d�ailleurs conduit à la publication d�un article indiquant une

sur-consommation d�alcool par ces souris mutées (Crabbe et al., 1996), puis à son invalidation

par la même équipe qui n�a pas réussi à retrouver ces résultats (Crabbe et al., 1999).

Lors de nos études expérimentales réalisées dans le FST, nous nous sommes tout d�abord

attachés à comprendre le rôle de l�âge chez la souris dans la réponse aux antidépresseurs. Ce

facteur de variabilité nécessite d�être étudié chez l�animal âgé puisque, contrairement à

l�Homme adulte, le sujet considéré âgé (à partir de 60-70 ans selon les études) répond

différemment selon la classe d�antidépresseurs. Dans cette population de patients, Joubert et

al., (2000) ont démontré que le citalopram est aussi efficace et aussi bien toléré que les ADTs.

D�une manière générale, il semble que les IRSSs soient mieux tolérés que les autres classes
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d�antidépresseurs (Preskorn, 1993). Cependant, il a été suggéré que les tricycliques restent la

classe d�antidépresseur la plus prescrite (Gareri et al., 2000) et de récentes études cliniques

réalisées chez le patient âgé dépressif indiquent que les antidépresseurs ADT sont plus

efficaces que les IRSSs (Oslin et al., 2000). La méta-analyse de Mittmann et al., (1997)

montre qu�il existe des résultats contradictoires quant aux effets des IRSSs chez des sujets

âgés de 60 ans et plus. Nos résultats ont montré que des inhibiteurs de la recapture de la NA

comme l�imipramine, la maprotiline et la venlafaxine ont une activité antidépressive plus

importante que les IRSSs dans le groupe des souris âgées de 40 semaines. Nos données pré-

cliniques sont confortées par une précédente étude utilisant le FST et mettant en évidence une

réponse différente aux antidépresseurs selon l�âge des animaux (Bourin et al., 1998). Lors de

cette étude, les ADTs (imipramine, désipramine) et le bupropion, contrairement aux IRSSs

(citalopram et la paroxétine) développent une activité « antidépressive-like » dans le test de la

nage forcée dans tous les groupes de souris traitées (4, 12, 24 et 40 semaines).

Dans le FST, l�activité antidépressive des IRSSs serait médiée par les récepteurs 5-HT1

(récepteurs 5-HT1B post-synaptiques et auto-récepteurs 5-HT1A pré-synaptiques) (Redrobe et

al., 1996). Nous avons montré dans notre étude que les IRSSs ne diminuaient pas ou très peu

l�effet anti-immobilité induit par les antidépresseurs chez des souris âgées de 40 semaines

suggérant ainsi une possible altération des sous-type de récepteurs 5-HT1. Gozlan et coll.,

(1990) ont montré qu�une baisse de la densité des récepteurs 5-HT1B chez le rat intervient

avec l�âge, tandis que la densité des récepteurs 5-HT1A ne semble pas affectée. Nos résultats

mettent l�accent sur le rôle prépondérant des récepteurs 5-HT1A et 5-HT1B dans le FST

puisqu�un pré-traitement de buspirone (0,06 mg/kg) co-administrée avec une dose sub-active

d�antidépresseur (imipramine, maprotiline, venlafaxine, fluvoxamine) chez les souris âgées de

4 semaines entraîne un effet antidépresseur-like dans le FST, sauf pour la sertraline. Le fait

que la buspirone potentialise les effets de la fluvoxamine (8 mg/kg) (réduction du temps

d�immobilité) pourrait s�expliquer par l�action des IRSSs, médiée par les auto-récepteurs 5-

HT1A (Redrobe et Bourin., 1998).

Les résultats de l�interaction entre un pré-traitement d�anpirtoline (1 mg/kg) et

d�antidépresseur chez les souris de 40 semaines dans le FST suggèrent l�existence d�une

altération des récepteurs 5-HT1B chez les souris âgées (absence de diminution du temps

d�immobilité), les récepteurs 5-HT1A étant moins touchés. En effet, chez les souris âgées de

40 semaines, la fluvoxamine, administrée seule, n�exerce pas d�effet anti-immobilité dans le

FST, mais les effets d�une dose sub-active de fluvoxamine (8 mg/kg) sont potentialisés par

une dose sub-active de buspirone (0,06 mg/kg), tandis qu�aucune dose sub-active
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d�antidépresseur (particulièrement la fluvoxamine) n�a été potentialisée par l�anpirtoline (1

mg/kg). De plus, notre hypothèse est renforcée par le fait qu�il existe une différence

statistiquement significative entre les souris de 4 et 40 semaines après un pré-traitement avec

l�anpirtoline suivi d�une administration de maprotiline et de fluvoxamine.

Après avoir mis en évidence « l�âge » comme facteur de variabilité quant à la réponse

dans le FST, nous nous sommes ensuite attachés à examiner le facteur « genre ». Ce facteur

de variabilité est souvent négligé puisqu�il est difficile dans un élevage de souris d�obtenir un

nombre suffisant d�animaux du même âge et du même sexe. Sauf exception, lorsque les

animaux proviennent de centres d�élevage, les études en psychopharmacologie utilisent le

plus souvent les animaux mâles, s�abstenant ainsi d�un biais expérimental dû au cycle

menstruel. La différence de genre a été rapportée dans les modèles animaux de dépression

(Alonso et al., 1991 ; Kennett et al., 1986 ; Steenbergen et al., 1989). Par exemple, dans le test

de la nage forcée chez le Rat, le temps d�immobilité est significativement plus important chez

les animaux mâles que chez les animaux femelles. Cette variabilité observée chez l�animal

existe bien évidemment chez l�Homme puiqu�il existe d�importantes différences dans la

présentation de la symptomatologie de la dépression entre les femmes et les hommes (Burt et

Stein, 2002). Il semble en effet qu�aussi bien les symptômes dépressifs que la réponse au

traitement soient différents entre hommes et femmes. On note par exemple chez la femme des

symptomes dépressifs plus atypiques que chez l�homme : hypersomnie, hyperphagie, inertie

des membres, absence de sensibilité (Angst et Dobler-Mikola, 1984). Les différences de sexes

ne s�étendent pas seulement aux symptômes de la dépression, mais aussi à son traitement. Les

femmes semblent plus sensibles aux IRSSs qu�aux IMAOs ou aux ADTs, au contraire des

hommes qui répondent beaucoup mieux au ADTs (Kornstein et al., 2000 ; Altshuler, 2002).

Ces différences entre hommes et femmes ont été attribuées à des différences biologiques :

cycle menstruel, période postpartum et ménopause.

Quasiment toutes les études comparant l�efficacité d�un médicament dans les modèles

animaux de dépression, ont été réalisées chez le Rat. Il nous semblait donc intéressant

d�étudier la réponse de souris mâles et femelles à deux classes d�antidépresseurs, un ADT et

un IRSS dans le FST et le TST. Contrairement à notre attente, la première partie de l�étude

n�a pas mis en évidence de différences aussi bien dans l�activité basale que dans la réponse à

l�administration d�un antidépresseur, entre les souris mâles et les souris femelles. La

différence d�activité basale entre des souris mâles et femelles a été rapportée dans le TST,

mais cette différence semble « souche-dépendante » (Liu et Gershenfels, 2001). En effet, les

souris femelles des souches A/J, C57BL6J, NMRI ont une activité basale plus importante que
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les souris mâles, mais le genre chez les souris de la souche 129S6/SvEV ne semble pas être un

facteur primordial. Même si nous n�avons pas observé de différences quant à l�activité basale

des souris que ce soit dans le FST ou le TST, nous pensions que le cycle menstruel influerait

tout du moins sur la réponse aux antidépresseurs. La capacité des hormones gonadotropes à

modifier les paramètres pharmacocinétiques (métabolisme et distribution) est bien connue

(Kelly et al., 1999). En effet, lors de l��strus chez la rate, caractérisé par un pic d��strogène

et de progestérone, les concentrations extracellulaires de 5-HT décroissent (Gundlah et al.,

1998). Différentes études dans le FST chez le Rat, montrent que les rates ont une activité

basale supérieure aux rats et que cette activité varie au cours des différentes phases du cycle

menstruel (Barros et Ferigolo, 1998 ; Alonso et al., 1991). Barros et Ferigolo, (1998) ont aussi

démontré que le faible temps d�immobilité basal chez les rates pouvait poser un problème

quant à la mise en évidence d�une activité antidépressive. Cependant, Alonso et al. (1991), ont

montré que le temps d�immobilité était similaire dans les différents stades de l�oestrus chez la

femelle Ratte. Même si nous n�avons pas mis en évidence de différences significatives entre

les deux genres, il semble se dessiner au sein de chaque groupe des différences de sensibilité

envers les deux classes d�antidépresseurs testées. Dans le FST plus que dans le TST, les souris

mâles répondraient mieux aux ADTs puisque la taille de l�effet « antidépresseur-like » atteint

quasiment 30% avec l�imipramine contre tout juste 22% pour la paroxétine. En revanche,

chez les souris femelles, on note une baisse du temps d�immobilité plus importante avec

l�IRSS puisqu�après l�administration de paroxétine, la baisse du temps d�immobilité est

d�environ 35% contre à peine 20% après l�administration d�imipramine. Dans le TST, le fait

que les souris mâles répondent à une dose d�antidépresseur plus faible que les souris femelles

pourrait s�expliquer par une différence de force musculaire, qui dans ce test, intervient de

manière prépondérante par rapport au FST.

Du fait de la multiplicité des centres d�élevage d�animaux, il n�existe pas de consensus sur

l�utilisation d�une souche plutôt qu�une autre dans un modèle comportemental animal.

Pourtant la souche est un facteur de variabilité assurément non négligeable puisque reconnu

comme influençant les comportements de la souris. L�effet d�un médicament dans le FST ou

le TST dépendant justement de la réponse de la souris, le choix d�une souche appropriée à une

classe de médicament a un intérêt majeur dans les modèles animaux de dépression puisqu�il

pourrait éviter les faux négatifs. Chez l�Homme, comme chez l�animal, l�effet phénotypique

dépend du fond génétique (« background »). Les études cliniques montrent que la même

classe de médicaments ne développera pas forcément la même efficacité selon l�âge, le genre
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ou l�éthnie du patient. Par exemple, la présence du variant l retrouvé dans le cas du

polymorphisme 5-HTTPLR du transporteur de la 5-HT est plus importante dans la population

caucasienne que dans la population japonaise (Yoshida et al., 2002). Or, les personnes

porteuses du variant l répondent mieux au IRSSs que celles porteuses du variant s (Yu et al.,

2002 ; Smereldi et al., 1998). Beaucoup de gènes ont de multiples expressions phénotypiques

et influencent le comportement animal. Des différences de comportements ont été rapportés

chez l�animal suite à l�administration de molécules variées, incluant notamment les opiacées

(Rady et al., 1999), les anxiolytiques (Griebel et al., 2000) et bien d�autres médicaments

encore. Le facteur « souche » reste cependant peu étudié dans les modèles animaux de

dépression, notamment dans le FST ou le TST. Dans ces deux modèles animaux, la différence

inter-souche est largement rapportée dans la littérature (Lucki et al., 2001 ; Bai et al., 2001 ;

Vaugeois et al., 1997 ; Stéru et al., 1985, Van der Heyden et al., 1987) mais ces études

utilisent peu de molécules, généralement une voire deux classes d�antidépresseurs (la

désipramine et la fluoxétine dans l�étude de Lucki et al., 2001). De plus ces études n�utilisant

pas le test d�activité locomotrice spontanée, un éventuel effet hyperlocomoteur des molécules

testées ne peut être écarté apportant un doute sur leur activité réelle « antidépressive-like ».

Dans le FST, nous n�avons pas mis en évidence de différence d�activité basale entre les

souches de souris, mais le TST permet de distinguer deux groupes : l�un comprenant la

souche C57/BL6 Rj caractérisé par une forte immobilité basale et l�autre comprenant les

souches Swiss, NMRI et DBA/2. Nos deux études réalisées dans le FST et le TST mettent en

évidence un effet souche quant à la réponse aux antidépresseurs dans les deux tests. Cette

étude nous a permis d�exclure ou de sélectionner des souches pour leur absence ou leur

sensibilité aux antidépresseurs. Par exemple la souche DBA/2 ne semble pas être une souche

très intéressante à utiliser dans le FST et le TST puisque, soit ces souris n�ont pas répondu aux

différentes classes d�antidépresseurs (FST), soit elles répondent, mais leur comportement

reste critiquable puisqu�elles s�agrippent au crochet. A contrario, la souche de souris Swiss est

sensible à toutes les classes d�antidépresseurs étudiées dans le TST et répond aux inhibiteurs

de recapture de la 5-HT et/ou de la NA. Les tailles d�effet observées avec cette souche sont

plus importantes, permettant de plus amples investigations sur le mécanisme d�action des

molécules. La souche de souris NMRI est considérée comme la souche de référence en

psychopharmacologie. Pourtant, dans le TST, cette souche n�est sensible qu�aux molécules

inhibant principalement la recapture de la 5-HT et dans le FST, seule la paroxétine a exercé

un effet « antidépresseur-like ». Nous concluons donc que, des deux souches non-cosanguines

étudiées, la souche Swiss est la plus sensible aux antidépresseurs. La souche de souris
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C57BL/6J Rj étant la seule souche qui ait répondu au bupropion dans le FST, son utilisation

semble intéressante pour mettre en évidence une activité dopaminergique.

En explorant les concentrations en monoamines des quatre souches étudiées au cours du

FST, nous avons confirmé les résultats obtenus dans notre laboratoire (Renard et al., 2003)

indiquant que la dopamine pourrait être un facteur limitant quant à la mise en évidence de

l�activité « antidépressive-like » des antidépresseurs, puisque des souris de la souche DB/A2

ayant de fortes concentrations cérébrales en DA, ne répondent pas à cette classe de

médicaments (IRSS, ADT, IRN) (article 3).

Que ce soit le FST ou le TST, les deux tests soumettent les souris à une situation aversive,

suggérant de ce fait que les résultats obtenus devraient être similaires dans les deux tests. Les

deux études ont en commun de révéler une différence de réponse aux antidépresseurs suivant

les souches. Cependant, elles mettent en évidence des divergences que ce soit en terme de

réponse ou de taille d�effet. Lorsque, par exemple, l�activité antidépressive existe, l�amplitude

de la réponse ou « la taille de l�effet » est beaucoup plus importante dans le TST.

L�hypothermie induite par le FST aurait pu être un facteur expliquant une différence de

réponse, mais nous avons montré que la baisse du temps d�immobilité dans le FST n�était pas

liée à l�hypothermie, concluant par la même occasion que l�effet observé dans le FST est bien

dû aux molécules administrées (article 2). De même, en 1979, Porsolt et al., avaient conclu à

cette dissociation entre l�hypothermie provoquée par le FST chez le Rat et l�effet anti-

immobilité de l�imipramine. Les résultats obtenus au cours de ces deux études suggèrent que

ces deux modèles animaux de dépression pourraient être complémentaires pour le screening

de nouvelles molécules à visée antidépressive. Dans le TST, le comportement de la souche

C57BL6/J Rj est sujet à caution puisque ces souris tentent de s�agripper aux crochet. Dans le

FST, ces souris sont sensibles aux inhibiteurs de la recapture de la dopamine. Le FST, dans ce

cas, paraît être une meilleure alternative. Inversement, le TST semble plus adéquat que le FST

lors de l�utilisation de la souche 129/Sv, car ces souris présentent alors des difficultés à nager

(Dalvi et Lucki, 1999).

Les principales conclusions de ces études sont que la Souris mâle de fond génétique

Swiss âgée de 4 semaines est celle qui est la mieux adaptée à nos conditions expérimentales

pour détecter une baisse du temps d�immobilité suite à l�administration d�une dose unique

d�IRSS.

En ce qui concerne l�exploration neurobiochimique, la technique de microdialyse

intracérébrale a été utilisée chez la Souris éveillée, libre de ses mouvements afin de se
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démarquer de l�effet de l�anesthésique, et de tenter d�établir un rapprochement entre les

variations de concentrations extracellulaires de neurotransmetteurs (5-HT et NA) et la réponse

aux tests comportementaux (dans le FST essentiellement). L�approche neurobiochimique a été

réalisée en deux temps puisque nous avons tout d�abord étudié les effets de l�administration

d�une dose unique d�un antidépresseur, puis ceux de leur administration chronique. Cette

approche pharmacologique a été complétée par une approche génétique, puisque nous avons

comparé les effets des IRSSs chez des souris contrôles WT et des souris KO 5-HT1B.

En ce qui concerne l�administration d�une dose unique d�IRSS chez des Souris Swiss

mâles WT âgées de 4 semaines, nous avons étudié les effets de la paroxétine, du citalopram et

de la venlafaxine simultanément sur les [5-HT]ext et [NA]ext corticales (voir ci-dessous

figure 26 issue de la figure 4 de l�article soumis à Br. J. Pharmacol.). Nous avons observé que

les deux IRSSs augmentent les [NA]ext corticales in vivo, mais que pour chacun d�eux, les

réponses noradrénergique versus sérotoninergique dépendent de la dose administrée. Ainsi, à

la dose de 1 mg/kg, la paroxétine est la seule molécule qui exerce un effet sélectif sur la [5-

HT]ext corticale. Quand les doses augmentent, on perd cette sélectivité puisque à 4 mg/kg,

comme à 8 mg/kg, la paroxétine augmente la [5-HT]ext et la [NA]ext corticales avec la même

intensité. Le citalopram n�a pas d�effet à 1 mg/kg et n�est pas sélectif puisque, à 4 et 8 mg/kg,

il augmente les concentrations des deux neurotransmetteurs, même s�il augmente plus la [5-

HT]ext corticale que la [NA]ext corticale. La venlafaxine n�est active qu�à 8 mg/kg, dose à

laquelle elle augmente beaucoup plus la [5-HT]ext corticale que la [NA]ext corticale chez la

souris Swiss. Nous montrons que, in vivo, le citalopram et la paroxétine sont les plus puissants

IRSSs pour augmenter, respectivement, la [5-HT]ext et la [NA]ext corticales. Leurs

efficacités respectives sont venlafaxine > citalopram > paroxétine sur la [5-HT]ext et

paroxétine = citalopram > venlafaxine sur la [NA]ext.

Ce travail original réalisé chez la Souris conforte les résultats de quelques études réalisées

chez le Rat (Millan et al., 1999 ; 2000 ; Bymaster et al., 2001 ; Gobert et al., 1997). Nous

confirmons par la même occasion les résultats obtenus lors d�une étude comportementale

effectuée dans notre laboratoire suggérant que la paroxétine exerce une activité

noradrénergique (Redrobe et al., 1998a).
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En ce qui concerne l�administration chronique, nous avons tout d�abord mis au point

un protocole d�administration d�IRSS et l�avons appliqué chez des Souris 129/Sv contrôles

WT et mutées KO 5-HT1B. Lors de la phase de mise au point, nous avons constaté

l�importance des paramètres suivants :

- le mode d�administration quotidien (mg/kg/jour) : afin de réaliser une

imprégnation stable constante du produit, nous avons choisi d�implanter des

mini-pompes ALZET® dans le péritoine. Nous avons pensé que ceci

permettrait, en assurant des concentrations plasmatiques et cérébrales

constantes, d�obtenir peut-être des effets neurobiochimiques centraux

persistants et plus stables, donc plus faciles à mettre en évidence. Nous avons

essayé d�éviter les à-coups de concentrations plasmatiques d�IRSS qui ont

lieu lors de l�administration bi-quotidienne de médicament ayant une courte

demi-vie d�élimination.

- Le temps au bout duquel on évalue l�efficacité de la molécule chez l�animal

après l�arrêt du traitement (« wash-out period) : il est évident que,

contrairement aux études cliniques, il est plus facile de mesurer un effet

neurobiochimique chez un animal lorsque le système de neurotransmetteur

n�est pas activé, c�est-à-dire lorsque l�antidépresseur est absent de

l�organisme. Tout système activé répond mal à une stimulation exogène (par

exemple en microdialyse, une perfusion locale de KCl, 120 mM pendant 15

min). Le choix du meilleur temps d�étude post-traitement pour réaliser la

séance de microdialyse dépend des propriétés pharmacocinétiques de l�IRSS.

Ainsi pour la paroxétine, une étude préalable à la réalisation de l�expérience

« chronique » (article 5) a suggéré qu�il faille attendre une vingtaine d�heures

(5 à 6 demi-vies) pour que celle-ci ait disparu de l�organisme (du cerveau)

chez la Souris (voir tableau 2 de l�article 5 à paraître dans J. Neurochem.). A

J15, la paroxétine ayant été éliminée du cerveau n�est plus mesurable

(indiqué par N.D. dans la tableau 2 du J. Neurochem. 2003), la dose

« challenge » peut avoir un effet.

- La nature et la dose du « challenge » administré : nous avons choisi d�étudier

la réactivité du transporteur de la sérotonine à J15 en administrant une dose

unique de paroxétine chez les animaux ayant reçu ou pas cet antidépresseur

de façon chronique (1 mg/kg/jour pendant 14 jours). Nous avons également

étudié l�éventuelle désensibilisation des autorécepteurs 5-HT1B et 5-HT1A en
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administrant une dose unique de GR 127935 (antagoniste des récepteurs 5-

HT1B) ou de WAY 100635 (antagoniste des récepteurs 5-HT1A) chez des

souris ayant reçu ou non cet antidépresseur de façon chronique. Les résultats

de ces études pharmacologiques ont été confortés par ceux obtenus chez les

animaux génétiquement modifiés (souris KO 5-HT1B).

La principale conclusion de ce travail a été de montrer qu�il est possible de différencier,

grâce à la technique de microdialyse, les effets d�un IRSS dans deux régions cérébrales

différentes, le cortex médian préfrontal et l�hippocampe ventral qui sont toutes deux riches en

terminaisons neuronales sérotoninergiques, mais qui sont innervées par des fibres ayant une

origine distincte :

- le noyau du raphé dorsal exercent par l�intermédiaire des autorécepteurs 5-

HT1A somatodendritiques un rétrocontrôle négatif fort sur la libération

corticale de 5-HT (Adell et al., 2002 ; McQuade et Sharp, 1997). Cette

libération est peu régulée par les autorécepteurs 5-HT1B situés sur les

terminaisons neuronales sérotoninergiques.

- le noyau du raphé médian exercent par l�intermédiaire des autorécepteurs 5-

HT1A somatodendritiques un rétrocontrôle négatif faible sur la libération

hippocampique de 5-HT (Adell et al., 2001 ; McQuade et Sharp, 1997). Cette

libération est régulée fortement par les autorécepteurs 5-HT1B terminaux.

Dans deux études récemment publiées, les concentrations plasmatiques de paroxétine ont

été mesurées chez l�Homme (Gilmor et al., 2002) et chez le Rat (Owens et al., 2002) après

traitement chronique. Chez des patients atteints d�épisodes dépressifs majeurs et traités par

des doses croissantes de paroxétine pendant 7 semaines (10 mg/jour pendant 1 semaine ; 20

mg/jour pendant 2 semaines ; 40 mg/jour pendant 2 semaines ; 60 mg/jour pendant 2

semaines), les concentrations plasmatiques de cet IRSS ont été mesurées (Gilmor et al., 2002).

Lorsque ces concentrations sont inférieures à 100 ng/ml, soit environ 270 nmol/l, on observe

aussi bien une inhibition du transporteur de la NA (27% d�inhibition) que du transporteur de

la 5-HT (83% d�inhibition). Cette concentration plasmatique de paroxétine mesurée chez

l�Homme, correspond à une prise journalière d�environ 30 mg/jour. Dès que celles-ci

atteignent 200 ng/ml (soit 540 nmol/l), l�inhibition du transporteur noradrénergique atteint

43% et celle du transporteur sérotoninergique atteint 90%, ce qui correspond à une prise

journalière de plus de 40 mg/jour.
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Une expérience réalisée chez le Rat a étudié les effets de la paroxétine sur le transporteur

noradrénergique (Owens et al., 2002). Cette étude montre que lorsque des rats sont traités par

des doses fortes de paroxétine (6,5 ; 10 ou 15 mg/kg) pendant une courte période (une

semaine), on observe des concentrations sériques de paroxétine comprises entre 100 et 500

ng/ml et une inhibition du transporteur noradrénergique de 21% (Owens et al., 2000). Les

doses utilisées en chronique au cours des ces deux expérimentations réalisées à partir de

sérum humain (Gilmor et al., 2002) ou de sérum de rat (Owens et al., 2000) montrent que la

paroxétine exerce une activité sur le transporteur noradrénergique. Cependant, ces doses sont

au moins sept fois plus importantes que celles que nous avons utilisées en chronique chez la

souris. Nous avons mesuré après 14 jours de traitement avec de la paroxétine délivrée à 1

mg/kg/jour, des concentrations cérébrales de paroxétine de 37,9 (± 5) nmol/l chez les souris

contrôles WT et de 49 (± 8,8) chez les souris KO 5-HT1B (tableau 2 de l�article du J.

Neurochem). En reproduisant ensuite ce protocole chez la souris nous avons souhaité observer

les effets de la paroxétine sur les [5-HT]ext, mais aussi sur les [NA]ext corticales (article 7).

Chez la souris, le protocole d�administration chronique de paroxétine utilisé au cours de

l�article 5 a été reproduit pour étudier les effets simultanés de l�administration d�une dose

unique de paroxétine ou de citalopram après traitement chronique par un IRSS sur les [5-

HT]ext et [NA]ext corticales. Nous avons utilisé des souris Swiss mâles WT âgées de 4

semaines. Pendant 14 jours, la paroxétine ou le citalopram ont été délivrés par une mini-

pompe osmotique à la dose de 1mg/kg/j, et au 15ème jour, 24 h après le retrait des mini-

pompes (période de wash-out), nous avons administré la dose test de paroxétine ou de

citalopram (1, 4 ou 8 mg/kg) afin d�étudier leurs effets simultanément sur les [5-HT]ext et

[NA]ext corticales (figure 27). Les deux IRSSs augmentent les [5-HT]ext corticales, mais seul

le citalopram augmente les [NA]ext corticales in vivo. A 4 mg/kg, comme à 8 mg/kg, le

citalopram augmente les concentrations extracellulaires des deux neurotransmetteurs, et

augmente plus la [5-HT]ext corticale que la [NA]ext corticale. En fait, seule la dose de 1

mg/kg de citalopram exerce un effet sélectif sur la [5-HT]ext corticale, tandis que lorsque les

doses augmentent, on perd cette sélectivité d�effet avec l�appariton d�un effet

noradrénergique. Après traitement chronique par de la paroxétine (1 mg/kg/j),

l�administration d�un challenge de cet IRSS à 4 et 8 mg/kg entraîne une sélectivité d�effet

puisque seules les concentrations extracellulaires de 5-HT sont augmentées.

Ainsi après un traitement chronique (1 mg/kg/j pendant 14 jours) avec le citalopram,

l�effet d�une dose « challenge » de citalopram sur les [5-HT]ext et [NA]ext corticales, est

maintenu tandis qu�après un traitement chronique (1 mg/kg/j pendant 14 jours) avec la
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paroxétine, l�effet d�un « challenge » de paroxétine sur [5-HT]ext corticales est maintenu,

mais l�effet du « challenge » sur les [NA]ext corticales a disparu. Après un traitement à dose

unique de paroxétine ou de citalopram ou après un traitement chronique (et ce uniquement

pour le citalopram) nous montrons que, dans nos conditions expérimentales in vivo, c�est-à-

dire dans le cortex préfrontal chez la Souris, les deux IRSSs sont capables d�activer le

système noradrénergique central. Notre étude permet ainsi de différencier, au sein d�une

même classe de médicament, deux IRSSs par leur sélectivité respective pour les systèmes

sérotoninergique et noradrénergique in vivo.

La réalisation du FST suite à l�administration chronique d�un médicament antidépresseur

permettrait d�améliorer le rationnel théorique du test. Le FST réalisé chez le Rat a montré un

effet anti-immobilité après traitement chronique quotidien d�antidépresseur pendant 16 jours

(Rénéric et al., 2002a). L�originalité de notre étude repose sur le protocole d�administration de

l�antidépresseur par le biais d�une mini-pompe enlevée avant de tester la nage chez la souris :

ce protocole est utilisé ici pour la première fois. Nous avons souhaité reproduire

rigoureusement le protocole d�administration chronique, déjà employé lors des études de

microdialyse intracérébrale, afin d�étudier les effets de l�administration d�une dose

« challenge » de paroxétine ou de citalopram (8 mg/kg) après 14 jours de traitement chronique

avec l�antidépresseur approprié délivré à la dose de 1 mg/kg/jour. En utilisant la même dose

que celle employée lors de l�étude de microdialyse (étude n°6), nous espérions pouvoir relier

les résultats comportementaux à ceux de neurobiochimie. Notre étude nous permet de

conclure qu�après un traitement chronique (1 mg/kg/j pendant 14 jours) de paroxétine, on

améliore l�effet « antidépresseur-like » d�une dose « challenge » de paroxétine (8 mg/kg) en

présence de 5-HT corticale, mais en absence de [NA]ext tandis qu�après un traitement

chronique (1 mg/kg/j pendant 14 jours) de citalopram, on atténue l�effet « antidépresseur-

like » d�une dose « challenge » de citalopram (8 mg/kg) en présence des deux

neurotransmetteurs (5-HT et NA corticales). Ainsi, il semble exister entre les deux études une

opposition des résultats. Après un traitement chronique de citalopram, l�administration d�un

challenge de 8 mg/kg de citalopram augmente les [NA]ext et [5-HT]ext corticales, mais la

taille de l�effet dans le test comportemental est plus petite. Un « challenge » de paroxétine (8

mg/kg) après un traitement chronique de paroxétine permet une augmentation des [5-HT]ext

corticales, mais pas celle des [NA]ext corticales et on observe une taille d�effet

« antidépresseur-like » plus grande dans le FST. Ces résultats obtenus dans le FST chez la

Souris sont compatibles avec ceux obtenus par Réneric et al., (2002b) dans le FST chez le

Rat. Nous émettons l�hypothèse que le système noradrénergique, en étant responsable d�une
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interaction négative avec le système sérotoninergique, impliquant peut-être les autorécepteurs

alpha2 noradrénergiques, serait responsable de l�absence d�efficacité des molécules ayant une

activité inhibitrice mixte c�est-à-dire aussi bien sur les transporteurs de la 5-HT et le

transporteur de la NA. Bien sûr ces résultats doivent être confortés avec d�autres molécules

administrées de façon chronique (duloxétine, venlafaxine).

L�extrapolation de nos résultats expérimentaux (différence noradrénergique entre

paroxétine et citalopram) à des conséquences cliniques éventuelles semble délicate. La

paroxétine et le citalopram ont prouvé leur efficacité dans le traitement des épisodes

dépressifs majeurs mais il n�existe cependant aucune étude clinique comparant la paroxétine

au citalopram dans cette pathologie. Les résultats de la venlafaxine (étude en cours) seront de

ce point de vue très intéressants. La seule différence notable entre ces deux antidépresseurs

appartenant à la même classe thérapeutique se situe dans leur indication thérapeutique : les

deux médicaments ont une indication dans les épisodes dépressifs majeurs, mais seule la

paroxétine a une indication dans l�anxiété généralisée.

Figure 27 - Relation dose-réponse de l�administration d�une dose « challenge » de

paroxétine ou de citalopram après 14 jours de traitement chronique avec de la

paroxétine (A) ou du citalopram (B) sur les concentrations extracellulaires

sérotoninergiques et noradrénergiques corticales chez la souris Swiss

B
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CONCLUSION

Nous avons observé que les facteurs de variabilité comme l�âge et la souche jouaient un

rôle prépondérant dans la réponse aux tests comportementaux, le FST et le TST. Le choix

d�une souche appropriée semble un facteur non négligeable pour permettre la mise en évidence

d�une activité antidépressive. Nous pouvons affirmer que les souris de la souche Swiss

présentaient une réponse en terme d�amplitude (taille de l�effet) beaucoup plus importante que

les autres souches évaluées dans ces tests.

Grâce à cette souche de souris en utilisant la même gamme de doses dans les tests

comportementaux et neurobiochimiques, nous avons démontré qu�il n�existait pas une

corrélation au sens mathématique, mais une relation inverse entre la baisse du temps

d�immobilité observée dans le FST et l�augmentation des concentrations extracellulaires

noradrénergiques provoquée en microdialyse par un IRSS (figures 28 et 29). Il existe cependant

des limites à l�établissement de ce concept car les temps d�analyse sont différents dans les deux

tests : le recueil des dialysats est effectué toutes les 15 min en microdialyse, tandis que

l�activité de l�antidépresseur sur le temps d�immobilité est mesurée sur une période de 4 min.

Comme il ne nous est pas possible de changer la durée du FST mis au point par Porsolt sans

l�invalider, il nous paraît plus simple d�essayer de diminuer le temps de recueil des dialysats (<

5 min) en utilisant une technique d�analyse de la 5-HT plus fine que la CLHP, par exemple

l�électrophorèse capillaire. Ceci est en cours de réalisation à la Faculté de Pharmacie-UPS

(laboratoire de Chimie Analytique) (Dr Myriam Taverna).
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Figure 28 � Relation entre la baisse du temps d�immobilité (FST) et l�effet sur les

concentrations extracellulaires de sérotonine et de noradrénaline (microdialyse) mesurées

dans le cortex médian préfrontal suite à l�administration d�une dose challenge de

paroxétine (8 mg/kg) après 14 jours de traitement avec de la paroxétine à 1 mg/kg/j chez

la souris Swiss

KO 5-HT1B
Souche 129/Sv (ne nage pas)
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Figure 29 �
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