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GLOSSAIRE

pL : microlitre

5-HT : 5-hydroxytryptamine ; sérotonine

aCsf : liquide cérébro-spinal artificiel

ANOVA : analyse globale des variances

Bicuculline : antagoniste compétitif des récepteurs GABA,

Buspirone : antagoniste des récepteurs sérotoninergiques 5-HT3

BW 723C86 : agoniste des récepteurs sérotoninergiques 5-HT

BZD : benzodiazépine (par ex. : diazépam, alprazolam, midazolam, chlordiazépoxide, etc.)
CI" : chlore

DOI : agoniste des récepteurs sérotoninergiques 5-HT2a/2c

EPM : labyrinthe en croix surélevé

FG 7142 : B-carboline, agoniste inverse partiel du site aux BZD des récepteurs GABA,
Fig. : figure

FPT : test des quatre plaques

FPT-R : test-retest des quatre plaques

g :gramme

GABA : acide gamma amino butyrique

HPLC : chromatographie en phase liquide a haute performance

i.p. : intra-péritonéale

min : minute

mL : millilitre

mm : millimetre

NA : noradrénaline

ng : nanogramme

OTT : one-trial tolerance, perte d’effet liée a une premiére exposition au test
PAG : substance grise périagueducale

sem : écart standard a la moyenne

Scopolamine : Antagonistes des récepteurs muscariniques




Introduction

L'étude des pathologies humaines ainsi que le développement de nouvelles molécules a visée
thérapeutique, nécessitent la mise en place de différentes étapes avant les premiers tests sur le patient.
Parmi ces niveaux successifs de validation, les modeéles animaux occupent une place prépondérante
puisqu’ils sont la premiere étape utilisant un systéme biologique complexe. Dans ce cadre, des chercheurs
ont tenté de mettre en place des modéles animaux pour différentes pathologies, afin d’obtenir des
informations extrapolables a ’'Homme. Ainsi, ces modéles permettent d’étudier des mécanismes (neuro-
)physiopathologiques et de prédire I'activité potentielle de nouvelles molécules (Bourin, 1997). Cette
conception des modeles s’accompagne de nombreuses précautions, afin de s’assurer que les informations
recueillies par le biais d’une étude sur I’'animal puissent étre utilisables comme premier indice de travail
chez 'Homme.

Le niveau de complexité des modéles animaux dépend surtout de la cible thérapeutique recherchée. Dans
le cadre de pathologies périphériques, I'utilisation de modéles animaux peut étre validée par les indices
physiologiques connus et communs pour la majorité des mammiféres.

Par contre, dans le cadre de pathologies liées au systéme nerveux central, et encore plus lorsqu’elles sont
lides a la psychiatrie, les modeles animaux deviennent plus difficiles a valider. En effet, le patient est
susceptible d’étre interrogé afin de diagnostiquer la maladie, mais aussi de comprendre son évolution en
fonction des thérapeutiques employées. A I'inverse, modéliser ce type de pathologie chez I'animal se
limite a percevoir, a I'aide d’indices comportementaux, une réponse a un traitement, dans un cadre
extrémement bien défini et validé. Les résultats obtenus pourraient potentiellement étre utilisés chez le

patient par anthropomorphisation.

Modeles animaux

Lors de la mise en place d’'un modéle d’une pathologie psychiatrique, le but est d’arriver, par un systeme
simple et reproductible, a étudier un fragment d’'une maladie multifactorielle et particulierement
complexe. Pour cela, il convient de choisir avec précaution I'espece animale utilisée, selon ses réponses

comportementales et pharmacologiques a une situation donnée, de mettre en place un protocole, puis



de le valider de maniere rigoureuse. La validité d’'un modele animal est le plus souvent liée a trois
facteurs : la validité prédictive, la validité de construction et la fiabilité (Petit-Demouliere et al., 2005).
Dans le cadre de I'étude de I'anxiété, différents modeles ont été mis en place, notamment le test du
labyrinthe en croix surélevée (elevated plus-maze, EPM), le test des quatre plaques (Four-plate test, FPT),
les tests de conflit, etc. Une revue plus compléte de la validation et des problématiques rencontrées dans
la construction des modeéles animaux d’anxiété a été publiée dans le journal « Fundamental and Clinical
pharmacology » (Bourin et al., 2007) et placée a la fin de I'introduction.

Au sein du laboratoire, nous utilisons principalement deux modeéles animaux d’anxiété : I'EPM, ainsi que
le FPT. A I'aide de ces deux modeéles, nous avons pu effectuer des recherches sur les mécanismes d’action
de molécules impliquées dans le traitement de I'anxiété, mais aussi sur des interactions entre systemes
de neurotransmission du systeme nerveux central.

De plus, nous avons pu démontrer que ces deux modeles semblaient déclencher des réponses
comportementales voisines, en comparaison avec un autre modeéle animal d’anxiété : le test de la double
enceinte éclairée. Ainsi, une administration aiglie de DOI, un agoniste des récepteurs sérotoninergiques
5-HT,a/2c ou de BW 723C86, un agoniste des récepteurs sérotoninergiques 5-HT,g, déclenche dans 'EPM
et dans le FPT une réponse de type anxiolytique, 30 minutes aprés I'administration. Ce résultat n’est pas

retrouvé dans le test de la double enceinte éclairée (Nic Dhonnchadha et al., 2003a).

A.  Choix de I'espéce

Parmi les différentes souches de souris disponibles dans le domaine de I'expérimentation animale, nous
avons choisi d’utiliser la souris Swiss (Lab. JANVIER, France). En effet, cette souche répond de maniére
significative, reproductible et fiable aux traitements utilisés dans notre étude dans le FPT. De plus, son
utilisation est simple, du fait de son comportement particulierement calme et non agressif. Enfin, nous
avons eu confirmation par leurs éditeurs que les atlas stéréotaxiques disponibles pour les études
structurales, bien qu’ayant été effectué pour des souris d’une autre souche (C57/BL6J), ont été validés
pour la souris Swiss et sont parfaitement compatibles avec cette souche (Franklin and Paxinos, 1997). Par
ailleurs, la réponse de cette souche au diazépam s’est avérée significative dans plusieurs modeles
animaux d’anxiété, 'EPM et le test de la double enceinte éclairée, (Bourin et al., 1992; Griebel et al.,

2000), ainsi que dans le FPT (Hascoet et al., 1997). Dans les modéles animaux d’anxiété, la majorité des



études utilisent le Rat comme modeéle animal. Si les données doivent étre présentées, afin d’émettre des
hypotheses et de définir un cadre théorique ; il convient de conserver un certain recul vis-a-vis des
résultats obtenus dans ces travaux. Une différence de stratégie comportementale ou de réponse
pharmacologique entre ces deux especes peut tout a fait suffire a expliquer certains résultats qui
s’avéreraient contradictoires. Dans le laboratoire, nous avons choisi d’utiliser la Souris plutét que le Rat
pour diverses raisons. La premiére est liée a la relative simplicité des réponses comportementales
observées chez la Souris, en comparaison avec le Rat. De plus, la gestion technique et les co(ts liés a

I'utilisation du Rat sont des contraintes plus importantes.

B. Labyrinthe en croix surélevée : 'EPM

L’ un des tests comportementaux les plus utilisés pour la recherche dans I'anxiété parmi les tests
éthologiques et fréquemment utilisé chez la Souris est I'EPM (Lister, 1987), modele initialement
développé pour le Rat (Handley and Mithani, 1984; Pellow et al., 1985). L'EPM a été largement utilisé
comme un outil d'étude des bases psychologiques et neurochimiques de I'anxiété, pour la recherche de
substances modulant I'anxiété (Belzung and Griebel, 2001; Bourin, 1997; Carola et al., 2002; File, 2001;
Hogg, 1996; Holmes, 2001; Holmes et al., 2000).

Ce test est constitué d’une plate-forme carrée dont les bords donnent acces a quatre bras de largeur et
longueur identiques. Deux bras sont dits « ouverts » et constitués seulement d’une planche. Deux bras
« fermés » sont constitués d’une planche et de murs sur tout leur pourtour. Les bras de méme type sont
placés en opposition sur la plate-forme. L’'ensemble de la croix est situé a 26 cm par rapport au sol, sous
une lampe placée a la verticale de la plate-forme. Ce test est basé sur I'aversion naturelle du rongeur face
aux espaces nouveaux, ouverts, éclairés et en hauteur. Il utilise le conflit entre le désir d'exploration de
I'animal et son aversion pour les espaces ouverts élevés.

La session de test chez la Souris se déroule sur 5 minutes. L’animal naif, c'est-a-dire n’ayant pas subi de
test au préalable, est placé sur la plate-forme centrale face a un bras « ouvert ». Lors de son exploration,
les temps passés dans les bras « ouverts » et « fermés », ainsi que sur la plate-forme sont chronométrés,
et le nombre de passages d’un bras a I'autre est relevé.

Les souris provenant généralement de leur cage de maintenance montrent un comportement caractérisé

par I'évitement des bras « ouverts » avec une nette préférence pour les bras « fermés ». Les animaux



passent d’ordinaire plus de temps dans les bras « fermés », puis sur la plate forme centrale et peu de
temps dans les bras « ouverts », indiquant un penchant pour les sections relativement sécurisées du
labyrinthe (Espejo, 1997). Ce comportement est supprimé par les anxiolytiques et potentialisé par les
substances anxiogenes. Lister (Lister, 1987) a montré que les parametres comportementaux de I'EPM
chez la Souris fournissent des données sur deux facteurs indépendants, I'un reflétant l'anxiété et |'autre
I'activité motrice. Le pourcentage d'entrées et le temps passé sur les bras « ouverts » représentent de
bons parametres pour la mesure de I'anxiété dans ce modeéle (Rodgers and Johnson, 1995). Par contre, les
indices liés a I'activité locomotrice divergent entre les différentes équipes (Espejo, 1997; Fernandes and
File, 1996; Lister, 1987; Rodgers and Johnson, 1995). Au sein du laboratoire, la vérification de I'activité
d’une molécule sur la locomotion est effectuée a I'aide d’un test d’actimétrie indépendant, afin de
consacrer I'EPM a son utilisation seule dans I'étude de I'anxiété.

Le profil comportemental induit par I'EPM semble inclure des facteurs néophobiques et exploratoires, un
conflit entre exploration et évitement des bras « ouverts » qui représentent le facteur stressant. Ce
modele est donc souvent classé comme modéle comportemental non conditionné et spontané de conflit
(Wall and Messier, 2001).

Plusieurs groupes de chercheurs ont montré que I'utilité et la sensibilité de ce modéle pouvaient étre
améliorées grace a une approche éthologique plus adaptée (Rodgers et al., 1992; Shepherd et al., 1994).
Tres t6t, il y a eu des tentatives pour exploiter des bases de données plus larges tel le travail de Pellow et
collaborateurs (Pellow et al., 1985) qui incorporent des mesures d'attitude, d'immobilisme et une
quantification de la défécation; Moser (Moser, 1989) enregistre les redressements, les tentatives d'entrée
dans un bras par une posture d'étirement (« stretched attend posture » ou SAP), les allers-retours, les
défécations et mictions. Lee et Rodgers (Lee and Rodgers, 1990) incluent des mesures de redressements
et le temps passé sur la plate-forme. Rodgers et Johnson (Rodgers and Johnson, 1995) ont développé et
redéfini une version « éthologique » du labyrinthe chez la Souris qui integre des postures
comportementales spécifiques en plus des mesures spatio-temporelles conventionnelles d'évitement des
bras « ouverts ». Cependant, au lieu d’éliminer les problemes rencontrés avec ce modele, le nombre
croissant de parameétres comportementaux pris en compte dans I'EPM peut conduire a la confusion et
entraine des difficultés pour interpréter et comparer les résultats entre les laboratoires (Wall and

Messier, 2001).




C. Test des quatre plaques : le FPT

Au sein du laboratoire, nous avons au cours des derniéres années plus particulierement concentré notre
travail d’étude de I'anxiété sur un modele: le FPT.

Ce modeéle a été pour la premiére fois décrit par Slotnick et Jarvick (Slotnick and Jarvik, 1966), puis
modifié par Boissier et ses confréeres comme un modele d’étude des effets des anxiolytiques par la
suppression d’'un comportement exploratoire inné chez la Souris a I'aide de punitions électriques (Aron et
al., 1971). Ce modeéle est un test simple et rapide qui permet la détection des effets anxiolytiques ou
anxiogenes des molécules étudiées. Il s’est montré étre répondeur aux deux traitements de choix chez
I'Homme, les benzodiazépines (BZDs) et les inhibiteurs de la recapture de la 5-HT (Bourin et al., 1992;
Hascoet et al., 2000). L’administration de diazépam a la dose de 1 mg/kg et d’alprazolam a la dose de 0.25
mg/kg (deux BZDs), entraine une augmentation significative du nombre de passages punis acceptés par
les souris par rapport aux souris témoins (Bourin et al., 1992). L'existence de molécules exercant des
effets « faux positifs » telles que la caféine ou la cocaine rend nécessaire I'utilisation de doses non
psychostimulantes dans le FPT. Pour cela, nous testons les produits dans un actimétre au préalable de
chaque étude (Crawley, 1985). Dans la méme optique, les doses sédatives de traitement doivent étre
évitées, puisque le modele est basé sur I'exploration d’un nouvel environnement.

Ainsi, une molécule exercant des propriétés de type « anxiolytique » entrainera, en comparaison avec des
souris « témoins », une augmentation du nombre de passages punis acceptés par les souris durant la
minute de test.

Le FPT est resté tres peu employé dans d’autres laboratoires ou seulement pour détecter I'effet
anxiolytique de nouveaux médicaments (Griebel et al., 2002; Jones et al., 1994; Klodzinska et al., 1999;
Klodzinska et al., 2004; Serradeil-Le Gal et al., 2002; Tatarczynska et al., 2001; Ward and Stephens, 1998;
Wesolowska et al., 2003).

Durant nos travaux, nous avons décidé d’utiliser fréquemment le FPT afin d’étudier les mécanismes
d’action des molécules de type anxiolytique.

Deux raisons nous ont motivées pour cela. La premiéere est que nous avons validé ce modeéle, en
comparaison avec le modele de référence que constitue I'EPM. Comme nous l|'avons décrit
précédemment, méme si I'un des modeles fait appel a des stimuli aversifs, le type d’anxiété observé dans

ces deux tests semble comporter de fortes similitudes. Ainsi la réponse de type anxiolytique a une




injection d’agoniste des récepteurs 5-HT, (DOl ou de BW 723C86) observée dans les tests est similaire
entre 'EPM et le FPT ; alors que ces molécules n’exercent aucune activité de type anxiolytique dans le
test de la double enceinte éclairée, un autre modéle animal d’anxiété répandu (Nic Dhonnchadha et al.,
2003a). De plus, dans ces deux modeles, nous avons pu mettre en évidence un effet facilitateur des
ligands 5-HT,s sur le systéme GABAergique. Des doses non actives d’alprazolam et de diazépam ont
entrainé un effet de type anxiolytique significatif lorsqu’elles ont été co-administrées avec des doses sub-
actives de DOI (Masse et al., 2007b). Dans le FPT, I'administration aigué de DOI, déclenche une
augmentation importante et significative du nombre de passages punis acceptés par les souris lors du
test. L'administration de BW 723C86, dans les mémes conditions, entraine également une augmentation
significative du nombre de passages punis mais de moindre importance. Par contre le RO 60-0175, un
agoniste des récepteurs 5-HT,c, et le mCPP, un agoniste non spécifique des récepteurs 5-HT,, ne
modifient pas le nombre de passages punis des souris traitées par rapport aux souris témoins dans le FPT
(Nic Dhonnchadha et al., 2003a).

Par la suite, nous avons pu constater que cet effet du DOI pouvait étre modulé par une inter-régulation
avec le systeme noradrénergique. En effet, une injection d’un agoniste alpha2-adrénergique tel que la
clonidine ou le guanabenz abolit complétement I'augmentation du nombre de passages provoquée par
I'injection de DOI.

A l'aide de déplétions spécifiques du systéeme noradrénergique ou sérotoninergique, nous avons émis
I’'hypothése que I'effet du DOI semble s’exercer a travers les récepteurs 5-HT, localisés au niveau post-
synaptique (Masse et al., 2006). De méme, il existe un lien entre |'effet du DOI et le systeme GABAergique
puisque des injections de benzodiazépines telles que I'alprazolam, et le diazépam, ainsi que d’un agoniste
des récepteurs GABA,, le muscimol (a fortes doses) potentialisent les effets de type anxiolytiques du DOI
(Masse et al., 2007a)

Enfin, nous nous sommes affranchis des différentes critiques a I'encontre du modele, qui considéraient
que |'effet observé dans le FPT pouvait étre lié a une activité analgésique. Nous avons en effet démontré
gue les effets de type anxiolytique des différentes molécules s’exprimaient a des doses non-analgésiques,
et que la morphine, utilisée a des doses analgésiques dans le test de la plague chauffante, n’entraine pas
de variations significatives du nombre de passages punis acceptés par les souris lors du FPT (Ripoll et al.,

20064a).




Par ailleurs, le FPT a I’'avantage par rapport a I'EPM d’étre fondé sur un seul indice simple : le nombre de
passages punis acceptés par une souris. Basé sur I'exploration d’un nouvel environnement aversif, ce test
a été validé face aux traitements de référence de I'anxiété et il dispose d’une bonne validité prédictive.
Par ailleurs, sa robustesse et sa reproductibilité ont focalisé notre intérét (Hascoet et al., 1997).

Enfin, il est intéressant de pouvoir travailler sur plusieurs modeles animaux, afin d’aborder les circuits
neuronaux sous des approches différentes, selon I'élément stressant et les conditions, bien que les

modeles de I'anxiété ne modélisent pas tous le méme type d’anxiété (Davis, 1998a, b).

But de ce travail

Au cours de ce travail de thése, nous avons cherché a mieux caractériser les phénomeénes mis en jeux lors
d’une réexposition au FPT, aussi bien dans la « one-trial tolerance » aux benzodiazépines, correspondant
a la perte de I'effet de type anxiolytique d’une molécule lors de du retest, que dans la mémoire aversive,
observée chez la souris n’ayant pas recu de traitement.

Pour cela, nous avons retenu deux molécules d’intérét : le diazépam, et le DOI. En effet, ces deux
molécules ayant un effet de type anxiolytique sur des souris naives ont un effet différent lors du retest. Le
diazépam n’exerce plus d’effet anti-punitif sur des souris expérimentées, contrairement au DOI (Hascoet
et al., 1997; Ripoll et al., 2005).

Puis, a I'aide de plusieurs études, nous avons cherché a comprendre quels étaient les parametres
impliqués dans ces deux processus, notamment liés aux facteurs spatiaux et temporels, ainsi que les
structures cérébrales mises en jeu. Nous avons en effet constaté que ces différentes composantes
semblaient fortement impliquées dans les processus impliqués lors de la réexposition.

Notre problématique concernant la « one-trial tolerance » était donc de mieux définir la perte de I'effet
du diazépam lors du retest. En effet, il convenait de clarifier le réle et I'importance de la punition
électrique infligée lors du passage d’une plaque a I'autre. Certaines critiques considéraient ainsi que les
phénoménes observés dans le retest étaient uniqguement liés a une aversion envers ces chocs, empéchant
alors tout paralléle entre le FPT et I'EPM, puisque liés plutét a une aversion conditionnée par les chocs
gu’a une forme d’anxiété ou de peur.

Afin de définir le role de ces punitions sur la « one-trial tolerance» et sur la mémoire aversive, nous avons

pratiqué une premiére étude utilisant des modifications du protocole: avec ou sans chocs,



environnement classique du FPT ou modifié. Dans une seconde étude, nous avons essayé de détailler de
maniere précise les parametres temporels nécessaires lors du premier test a I’établissement de la «one-
trial tolerance» et de la mémoire aversive. Nous avons ainsi modifié le temps d’exposition au test, ainsi
que l'intervalle de temps séparant les deux sessions, normalement de 24h.

En parallele a ce travail comportemental, nous avions besoin de connaitre les structures cérébrales
pouvant étre impliquées dans les processus de mémoire aversive et de la «one-trial tolerance». Pour cela,
nous avons mis en place un protocole d’injection localisée, nous permettant d’injecter une molécule
précisément dans une structure sur une souris vigile immédiatement avant I'exposition au test.

Nous avons donc pu, a I'aide de cette méthode, injecter les deux molécules : DOI ou diazépam, dans
différentes structures d’intérét liées a la pathologie anxieuse. L'influence de ces injections sur le nombre
de punitions acceptées lors du test, nous a apporté des informations sur les structures impliquées lors de
I’action directe de la molécule. Pour connaitre I'influence de ces structures lors du prétest sur les résultats
obtenus lors du retest, nous avons eu recours a une technique d’inactivation tissulaire réversible. Pour
cela, nous avons procédé a une injection localisée de lidocaine, un anesthésique local, lors de la premiére
exposition, selon un protocole rigoureux permettant de s’assurer que seul le tissu ciblé était inactivé.
Cette inactivation est tres breve et s’exerce dans une fenétre temporelle inférieure a 20 minutes. Les
résultats obtenus lors des injections de DOI ou de diazépam par voie intra-péritonéale lors du retest nous

ont permis d’évaluer l'influence de chaque structure sur les résultats lors du second test.
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Abstract :

Among the multiple possibilities to study human pathologies, animal models remain one of the most used pathways. They allow
to access to unavailable answers in human patients and to learn about mechanisms of action of drugs. Primarily developed with
rats, animal models in anxiety have been adapted with a mixed success for mice, an easy-to-use mammal with better genetic
possibilities than rats. In this review, we have focused on the most used animal models in anxiety in mice. Both conditioned and
unconditioned models are described, in order to represent all types of animal models of anxiety. Behavioural studies require
strong care for variable parameters, linked to environment, handling or paradigm; we have discussed about this topic. Finally, we

focused on consequences of re-exposure to the apparatus. Test-retest procedures can bring new answers, but should be deeply
studied, in order to revalidate the whole paradigm as an animal model of anxiety.
Keywords : anxiety, animal model, mice, behavioural studies, test-retest.

Animal models for psychopathology have become an
invaluable tool in the analysis of the multitude of causes,
genetic, environmental or pharmacological that can bring
about symptoms homologous to those of patients with a
specific disorder (Shekhar et al., 2001), despite traditional
difficulties in accepting these models that stem from the
argument that there is no evidence for concluding that what
occurs in the brain of the animal is equivalent to what
occurs in the brain of a human.

Currently animal models are sought that have three types of
validity:

-Face validity, where the model is phenotypically similar
and implies that the response observed in the animal model
should be identical to the behavioural and physiological
responses observed in humans. The behavioural
responses/repertoire of mice is of course very different
from the human ethogram, which includes the verbal aspect
that is absent in rodents.

-Predictive validity entails that the model should be
sensitive to clinically effective pharmacological agents and
conversely anxiogenic compounds should elicit opposite
effects, while agents that have no effect in the clinic should
have no effect in these tests.

-The criterion of construct validity relates to the similarity
between the theoretical rationale underlying the animal
model and the human behaviour. This requires that the
aetiology of the behaviour and the biological factors

underlying the disorder may be similar in animals and
humans.

Often researchers fail to specify if they are seeking a
correlation model (e.g. predictive validity, a model that is
selectivity sensitive to therapeutic agents), an isomorphic
model (face validity, a model that implies the behavioural
response in the human and animal is the same) or a
homologous model (true construct validity, a model that
implies the ‘cause’ of the behavioural response in the
animal is sufficient to provoke the same response in
humans).

Behaviour can be both an event and a process and
observable behaviours are the result of the integration of all
of the processes ongoing in underlying organ systems, in
interaction with the external social and physical
environment. Animal models can allow the study of
mechanisms  of  specific  behaviours and  their
pathophysiology and can aid in developing and predicting
therapeutic responses to pharmacological agents.

Fear is a normal reaction to a threatening situation,
frequently observed in the life of every day, which involves
a behavioural answer making it possible to withdraw itself
from the threatening event. The fear can be used as adaptive
mechanism of alarm for the organism, however it can also
become damage when the anxious feeling persists,
involving a negative effect on the life of every day. When
this fear becomes more important than the situation requires
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it or when it appears in an inappropriate situation or
chronically, anxiety appears.

The discovery of benzodiazepines (BDZs) in the early
sixties and their considerable commercial success in the
treatment of anxiety fuelled the development of numerous
animal models of anxiety. Unfortunately, because BDZs
were the only anxiolytic agents marketed at that time, the
predictive validity of these initial models has been mainly
based on their ability to detect the pharmacological action
of BDZs. This became evident in the early 1980's when
non-BDZ anxiolytics e.g. buspirone (BUS), a 5-HT,
partial agonist, were found inactive in some anxiety tests
(Belzung, 2001). Secondly it became evident that anxiety is
not a unitary disease but a complex phenomenon that
probably involves many different neurochemical systems
with varied aetiological origins and may be divided in
various forms including state and trait anxiety; normal and
pathological anxiety. Animals cannot model every aspect of
human anxiety but studies in animals permit detailed
investigations of neurobiological and psychological
processes in states in which fear might be inferred, such as
responses to acute and repeated aversive stressors. The
clinical acceptance of the heterogeneity of anxiety disorder
suggests that there are distinct neurobiological substrates
for each and it is therefore necessary to examine whether
different animal tests might reflect those differences.
Conferring particular tests of anxiety to particular anxiety
disorders is an extremely difficult task. Thus various animal
models may be more appropriate for one type of anxiety
disorder than for another, as it is inappropriate to assume
that any one model may serve to detect compounds for a
disease that is mediated through multiple and diverse
mechanisms.

Handley tried to classify animal models of anxiety
according to the nature of the aversive stimulus and of the
response elicited, suggesting that the neuronal control of
anxiety may differ according to whether the interpretation
of an aversive signal is innate or learned and whether it
causes the emission of a response or conversely inhibits an
ongoing, rewarded behaviour. Animal models of anxiety
can be grouped into two main subclasses (Tablel): the first
involves the animal’s conditioned responses to stressful and
often painful events (e.g. exposure to electric foot shock),
the second includes ethologically based paradigms and
involves the animal’s spontaneous or natural reactions (e.g.
flight, avoidance, freezing) to stress stimuli that do not

explicitly involve pain or discomfort (e.g. exposure to a
novel highly illuminated test chamber or to a predator).

Ethologically based animal models of fear and
anxiety attempt to approximate the natural conditions under
which such emotional states are elicited. By employing
non-painful aversive stimuli to induce fear and anxiety,
ethological tests are thought to minimise possible
confounding effects of motivational or perceptual states
arising from interference with learning/memory,
hunger/thirst or nociceptive mechanisms and allow for a
truly  comprehensive  ‘behavioural  profiling’  of
experimental interventions. When compared to conditioned
models, ethologically based tests seem to be better qualified
analogs of human anxiety. Ethological models, however,
present individual differences, variable behavioural
baseline levels. Nonetheless, ethological stimuli are diverse
in nature.

Producing conditioned fear in animals requires the pairing
of a previously neutral stimulus with an electric shock,
excepted for the four plates test. Subsequent presentations
of the stimulus disrupt ongoing behaviour and produce
avoidance or defence.

Models of rodent behaviour have been optimised in the rat
over the past century. Yet the mouse is far more studied as
a genetic organism, because it is more easily housed (many
more mice can be housed in a given space), it breeds more
quickly, homologue recombination techniques are now
standard for the mouse (and not yet generally available for
the rat) and the mouse genome is more completely
characterised. Further, genetic modifications to create
knock-out mice are easier than in rats. The developmental
impairment elicited by the mutation remains a source of
discussion, but this barrier is going to disappear with the
design of inducible knock-out mice. The behavioural field
has responded to this paradox by trying to adapt tests
developed in rat to the mouse, with mixed success. Some
tests have been easily retooled and validated for the mouse,
whereas many others remain less reliable and less robust in
this species. Most models involve exposure of subjects to
external (e.g. cues either paired with foot-shock, bright
light, predator) or internal (e.g. drug states) stimuli that are
assumed to be capable of inducing anxiety in animals.

Since none of these models involves pathological anxiety-
related behaviours, Lister has described them as animal
models of 'state’ anxiety (Lister, 1990). State anxiety is that
seen in a response to the level of stress and to the way that

Conditioned Responses

Unconditioned Reponses

Table I:
Geller-Seifter Conflict(GS) Elevated plus maze (zero/T maze)
Classification of Vogel Conflict Light/dark exploration (L/D)
animal models of Four Plate Test (FPT) Social interaction
anxiety Conditioned emotional response (CER) Open field

Fear potentiated startle
Defensive burying
Active/passive avoidance

Conditioned taste aversion (CTA) Ultrasonic vocalisation (pain or separation)

Fear/anxiety-defence test batteries
Staircase test
Holeboard

Electrical brain stimulation (dPAG) Predator




stress is (Belzung and Griebel, 2001). In such procedures
subjects experience anxiety at a particular moment in time
and it is increased by the presence of anxiogenic stimulus.
Models of 'pathological' anxiety are often referred to as
'trait' anxiety tests. Trait anxiety is the persistent and
durable feature of the individual personality that reflects the
way they interact with their physical and social
environment. Unlike 'state' anxiety 'trait' anxiety does not
vary from moment to moment and is considered to be an
enduring feature of an individual (Millan, 2003). However
few true “trait anxiety” animal models are used, it rather
concern genetic models such as transgenic and knock-out
mice, chronic exposure to fear-provoking stimuli, rodent
strains displaying high or low anxiety and inter-individual
differences within a defined strain.

We choose the most used models in mice (state anxiety)
instead of have an exhaustive review of all anxiety models
in mice.

MODELS WITH NON CONDITIONNED
PROCEDURE

e OPEN FIELD

This test, originally designed by Hall on rats, consists in
placing an animal in an unknown environment with
surrounding walls, so as to observe a number of behaviour
patterns including, the tendency to stay on the periphery of
the field without entering the center (called thigmotaxis and
often interpreted as anxious behaviour), levels of defecation
and urination (Hall, 1934). At present, the open field floor
is often divided into squares. Animals are tested
individually; always being placed in the same position.
Anxiety behaviour in the open field is triggered by two
factors: individual testing and agoraphobia. Higher levels of
anxiety should mainly lead to decreases in the ratio
“number of squares visited in center / number of squares
visited on periphery”.

The main criticism which one can formulate against this
model relates to the implication of the anxiety in the results
obtained. Indeed, some laboratories use this test for its
locomotor component, comparable with an actimeter test.
Other laboratories use this model as a test of anxiety. In
experiments involving rodents, observers are not measuring
the effects of treatments on exploration, but the reaction to
a stressful event. Therefore, anxiolytic treatments do not
themselves increase exploration in the open field but they
decrease the stress-induced inhibition of exploration
behaviour. Open field test may be a rodent model of normal
anxiety, sensitive to the anxiolytic-like effects of BZD and
5-HT1A receptor agonists but not to the effects of
compounds displaying anxiolytic-like effects in the clinical
entity termed “anxiety disorders” (Prut and Belzung, 2003).
Another main concern about this model is the lack of
standardization between the different laboratories. Some are

square and others circular; some are clear and others
opaque; some are brightly and others totally dark; some
have tops and others are open. Presence of objects within
the arena, placement of the animal (center or close to the
walls), recording period (2 to 20 min., usually 5 min.) and
items recorded are the main variations observed across the
literature (Prut and Belzung, 2003).

e FElevated Plus Maze (EPM)

One of the most popular behavioural tests for research on
anxiety and frequently used mouse models of anxiety is the
EPM (Lister, 1987) initially developed for rats (Pellow et
al., 1985) and more recently, for other species such as
guinea pigs, voles, hamsters and gerbils. There have also
been the development of several derivatives of the EPM
including the elevated T-maze, zero maze and the unstable
elevated exposed plus maze (UEEPM) (Jones and King,
2001), a recently established model of extreme anxiety in
rats which has all four arms exposed and oscillated in the
horizontal plane.

The EPM has been widely used as a tool in the
investigation of the psychological and neurochemical basis
of anxiety, for screening anxiety-modulating drugs or
mouse genotypes (Belzung and Griebel, 2001; Bourin,
1997; File, 2001; Holmes, 2001). The EPM is in the form
of a "plus" with two open elevated arms facing opposite to
each other and separated by a central square and two arms
of the same dimensions, but enclosed by walls. The maze is
raised off the ground so that the open arms combine
elements of unfamiliarity, openness and elevation. The
EPM is based on the natural aversion of rodents for open
spaces and uses conflict between exploration and aversion
to elevated open places. Provoked behaviour profiles in the
EPM appear to include elements of neophobia, exploration
and approach/avoidance conflict, thus the apparatus is often
referred to as an unconditioned spontaneous behavioural
conflict model.

Mice generally taken from their home cages will show a
pattern of behaviour characterised by open-arm avoidance
with a consistent preference for the closed arms. The rank
order preference profile is closed > centre > open,
indicative of a penchant for relatively secured sections of
the maze. This tendency is suppressed by anxiolytics and
potentiated by anxiogenic agents. The measures of anxiety
are the number of open arm entries and the number of open
arm entries expressed as a percentage of the total number of
arm entries and the amount of time spent on the open arms.
Although automated plus-maze apparatus (e.g. photo beam-
based, video tracking systems) is now used in a few
laboratories, most research groups still observe the
behaviour of their animals during testing. As such, the plus
maze test has traditionally been scored either live or from a
video-image by a trained observer. Some authors also
added ethological measures to provide a more
comprehensive behavioural profile of mice on the maze.



These measures included rearing, stretched attend posture
(SAP; an exploratory posture in which the mouse stretches
forwards and retracts to its original position without
locomotion forward), closed arms returns (exiting a closed
arm with only two paws, and returning or doubling back
into the same arm), head dipping (exploratory movement of
the head or shoulders over the sides of the open arms. In
view of the importance of thigmotactic cues in the maze,
SAP, and head-dips were further differentiated as protected
(i.e. occurring in or from the relative security of the closed
arm or central plate form) or unprotected (occurring on or
from the open arms).

Lister (Lister, 1987) showed that the behavioural
parameters in the mouse plus maze provided measures of
two independent factors, one reflecting anxiety and one
reflecting motor activity. The percentage of open arm
entries and the time spent on the open arms are extremely
good measures of anxiety generated by this test. In contrast,
the total arm entries, the measure of activity that was
originally proposed, is a contaminated measure and changes
in this parameter could reflect changes in anxiety or in
activity. In later factor analyses of data the same factor
structure was confirmed and it was found that the number
of closed arm entries provided a better measure of motor
activity. However agreement as to the ‘pure’ indicator of
locomotor activity index of the EPM remains ambiguous.
Some investigators report total entries as a locomotor
activity indicator (Lister, 1987), total entries as a mixed
anxiety/locomotor activity indicator (Rodgers and Johnson,
1995) and closed entries as an index of protected
exploration. The factor structure of the plus maze
parameters in rats is changed by sex: for the male rat the
strongest factor was anxiety, with motor activity being
relatively unimportant. For the females, the situation was
reversed with activity being the more important factor. This
has important implications for experiments, since females
may be less sensitive to manipulations that change anxiety
in this test and more sensitive to those that influence motor
activity. It would be important to determine whether the
same sex differences in factor structure found in rats also
apply in mice, as with studies of genetically modified mice,
where animal numbers are limited and groups may
comprise both males and females, there could be a loss of
sensitivity to genetic effects.

The EPM permits a rapid screening of anxiety-modulating
drugs or mouse genotypes (e.g. CCK2 KO, 5-HT1A KO)
without training or involvement of complex schedules. The
test offers a number of advantages over other paradigms
used to assess anxiety that involve food or water
deprivation or shock administration. In particular drug
effects on appetite or sensitivity to pain are unlikely to
interfere with experimental results. Unfortunately the plus
maze behaviour patterns may be influenced by variability in
test conditions that contribute to discrepancies among
results, including a wide range of experimental animals

used (age, gender, strain (Griebel et al., 2000; Wahlsten et
al.,, 2003) and procedures adopted (housing conditions,
handling, time of testing, prior exposure to other tests
(Rodgers and Shepherd, 1993), illumination (Jones and
King, 2001) , method of scoring, routes of drug
administration, maze construction among others (File,
2001). It is thus probably true to say, that there are as many
variants of plus maze methodology as there are laboratories
employing this model. As such, the between-laboratory
variation in findings using this procedure becomes very
much more understandable.

e Light/Dark paradigm (L/D)

The L/D exploration test is another commonly used murine
model of anxiety (Bourin and Hascoet, 2003). Devised by
Crawley and colleagues 20 years ago (Crawley, 1981), this
test is based on the innate aversion of rodents to brightly
illuminated areas and on the spontanecous exploratory
behaviour of rodents in response to mild stressors, i.e. novel
environment and light. This model permits mice to freely
explore two inter-connected compartments that vary in size
(2:1), colour (white: black) and illumination (bright: dim).
Thus control mice placed into the brightly lit section will
rapidly move into the dark area. After anxiolytic (BDZ)
drug treatment the apparent apprehension of remaining in
or moving to the light area is abolished. Since then the L/D
test has been widely adopted as an anxiolytic screening test
in mice (Costall et al., 1989), extended for use with rats and
has been subject to several modifications. The size of the
box and compartments has been adjusted. Another model
included the addition of a tunnel between the two
compartments and the transformation of the paradigm into a
corridor-type runway.

In parallel with these developments, additional indices of
anxiolytic activity have been championed e.g. relative
behavioural activity/time spent in each compartment
(Costall et al., 1989; Hascoet and Bourin, 1998). Five main
parameters are now available to assess the anxiolytic profile
of drug treatment: the latency time for the first passage
from the light compartment to the dark one, the number of
transitions between the two compartments, the movement
in each compartment and the time spent in each
compartment. Sometimes rearing and grooming are
measured. Griebel and colleagues introduced the parameter
“attempt at entry into the lit compartment followed by
avoidance responses”, which include SAPs. BDZs decrease
the number of attempts at entry in the aversive area as mice
pass directly into the lit compartment without hesitation, a
profile suggested of being indicative of anxiolytic-like
activity. A parameter suggested by Lapin as an index of the
effect of anxiogenics is the “leanings out” or “peeking out”
of the dark chamber by the mouse (Lapin, 1999), where a
decrease in the rate of leanings out appears to be a constant
effect of standard anxiety-inducing drugs. However these
behaviours are invariably ignored in favour of a simple



spatiotemporal index and the measurement found to be
most consistent and useful for assessing anxiolytic-like
activity action is the time spent in the lit compartment, as
this parameter provides the most consistent dose-effect
responses with different compounds (Hascoet and Bourin,
1998).

The choice of strain and age of the animal is also an
important factor. Studies by Hascoét and colleagues
(Hascoet and Bourin, 1998; Hascoet et al., 1999) indicate
the preference for the Swiss mouse strain of 4 weeks of age,
as an age-related effect was observed.

MODELS WITH CONDITIONNED PROCEDURE

e  four Plate Test (FPT)

The four plate test introduced by Boissier and co-workers
(Boissier et al., 1968) is based on the suppression of a
simple innate ongoing behaviour i.e. the exploration of
novel surroundings, of the mouse. The apparatus consists of
a floor made of four identical rectangular metal plates. This
exploration behaviour is suppressed by the delivery of mild
electric foot shock contingent on quadrant crossings. Every
time the mouse crosses from one plate to another, the
experimenter electrifies the whole floor evoking a clear
flight-reaction of the animal. BDZs increase the number of
punished crossings accepted by the animal. Before any
conclusion can be drawn for a drug tried in this test, it is
necessary to verify that this drug has no analgesic effects.
This is verified utilising a hot-plate apparatus, employing
morphine as the control compound.

This paradigm is not commonly used in behavioural
studies, making it difficult to formulate inter-laboratory
comparisons. As such the various factors potentially
influencing the behavioural response of mice has not been
profoundly studied. However, its success in our laboratory
and the demonstration of an anxiolytic-like effect of ADs in
this model (in comparison to many of the traditional
paradigms employed) emphasises the validity of this model
(Hascoet et al., 2000). In addition the FPT allows the
exploration of anxiety underlying mechanism such as an
inter-regulation between 5-HT2 subtype receptors and
[J 2 noradrenergic receptors (Masse et al., 2005). Our
laboratory equally reported that a single prior undrugged
exposure to the FPT reduces punished responding on
retest at intervals ranging from 24 h to 42 days.
Furthermore, prior experience attenuates the anxiolytic
response to the benzodiazepines diazepam and
lorazepam, similar to results observed in the EPM and
L/D.

However, the FPT is now being increasingly used for the
detection of the anti-anxiety activity of potentially new
anxiolytics.

Test
Condition
Breeding
conditions

e Fear potentiated startle

Originally designed by Brown in 1951, this pavlovian fear
conditioning procedure involves two different distinctive
steps (Brown et al., 1951). Firstly, the animals are trained to
associate a neutral stimulus, generally a light, with an
aversive stimulus such as an electric foot-shock. After
training, animals are submitted to an intense sound. The
startle response to this unconditioned stimulus is
potentiated by simultaneous presentation of the previously
conditioned light stimulus. This potentiation can be found
even one month after the training. Anxiolytics produce a
dose-dependent reduction of the startle amplitude with no
change in the baseline level of startle (observed in absence
of the conditioned stimulus). A decrease of the baseline
would reveal a non-specific locomotor impairment.

Main results on this model have been published by Davis
and co-workers, for review, see (Davis et al., 1993).
Overall, benzodiazepines, as well as buspirone-like drugs
decrease fear-potentiated startle, often without any change
in the baseline response. Administration of some
antidepressants (imipramine, fluvoxamine or amitriptyline),
acutely or chronically, seems to exert no effect in this
model. This model has little predictive value for anxiogenic
treatments, as yohimbine and FG-7142 reduced startle
response and these data corroborate the recent hypothesis
that systems mediating fear-potentiated startle are
independent from systems mediating increased startle from
unconditioned and putatively anxiogenic stimuli.

e Vogel water-lick conflict test

This test is a well-know method used in rats, designed by
Vogel and co-workers (Vogel et al., 1971). Only few
studies tried to apply the test to other species, but recently,
this test has been reported to successfully detect anxiolytic-
like action of diazepam and to be appropriate as a screening
method for drugs that have apparent anti-anxiety actions.

In this test, thirsty animals gain water reward through a
water spout but at the expense of receiving a mild electric
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Figure 1: Factors influencing the behavioural response of
mice in the EPM




shock delivered to the tongue (Vogel et al., 1971). Control
licking in controls is suppressed, anxiolytics release this
suppressed behaviour while non-specific effects are
assessed on non-punished water drinking. Diazepam,
pentobarbital produced significant anti-conflict effect,
which means that these drugs increased the number of
electric shocks mice received during the test session.
Yohimbine, caffeine, scopolamine, cyclazocine cimetidine,
baclofen, MK-801, buspirone, chlorpromazine and
haloperidol all did not produce anticonflict effects in this
test using ICR mice. L838, 417, a novel GABAA was
anxiolytic in this mouse model, using C57BL/6.
Nevertheless, it seems difficult to set up control
experiments for locomotor activity, nociception, learning,
memory, etc... Different strains of mice have been validated
with this task.

The test-retest paradigm: A new challenge for
animal model of anxiety?

There are a number of non-genetic non-pharmacological
manipulations that lead to modulate the general stress levels
of animals, which when performed before testing have
profound effects on behaviour in the L/D model. Prior
exposure of mice to the EPM eliminates the anxiolytic
response to diazepam in the L/D paradigm (Rodgers and
Shepherd, 1993), whereas tail suspension acute stress
immediately before the test can increase the sensitivity to
anxiolytic-like responses. Forced swimming suppresses
general behavioural activity and increased the disinhibition
effect of diazepam in both compartments whereas foot
shocks given immediately before the test significantly
reduced the activity in the dark compartment and did not
affect the behaviour in the light compartment (Holmes et
al., 2001). Exposure of CD-1 mice to predator odour
(mimicked by 2, 5-dihydro-2, 4, 5-trimethylthiazoline or
TMT) or control odour (mimicked by butyric acid or BA)
induced anxiety in the L/D test relative to saline treated
mice. Mice exposed to either TMT or BA took longer to re-
enter the light section of the apparatus and also spent less
time in the light division relative to mice exposed to saline
(Hebb et al., 2002). Data indicate that prior test experience
seriously compromises the anxiolytic efficacy of
chloradiazepoxide (CDP) in the mouse L/D test without
significantly altering behavioural baselines (Holmes et al.,
2001). Although early findings suggested good test-retest
stability for the elevated plus-maze test, a substantive
literature now indicates that a single prior un-drugged
exposure to the maze usually results in increased open arm
avoidance on subsequent trials; perhaps indicating
increased anxiety. The anxiolytic efficacy of BDZs is either
markedly reduced or completely abolished by prior
undrugged test experience. In addition to these
observations, prior test experience (Holmes and Rodgers,
1998; Lister, 1987; Silveira et al., 1993) also appears to

fundamentally alter the nature of future emotional
responses to the plus maze.

In our lab we performed test-retest using the four-plates test
demonstrating that benzodiazepine diazepam lost its
efficacy on the retest but not DOI which is a 5-HT2
receptors agonist (Ripoll et al., 2006b). The test-retest could
be efficient to discriminate through desinhibition and true
anxiolytic activity of the drugs. For the moment, the
pharmacological characterisation of the effects of retesting
in mice have largely been restricted to the effects of prior
experience on the anxiolytic efficacy of BZDs, and little
attention has been paid to the effects of experience to other
anxiolytic drugs such as those acting via the 5-HT system.

CONCLUSION

The behavioural tests of anxiety are useful to better know
the potential activity in human and to better understand the
mechanism of action of the drugs. However, as many
models have been based on benzodiazepine pharmacology
and validated with BZD, their sensibility on drugs acting on
other system remains questionable. Face to the lack of
reproducibility and sensibility of non BZD drugs in animals
models of anxiety, tests have been subject to an abundance
of variation and a plethora of parameters of measurement.
This would also suggest problems with the test’s sensitivity
and reproducibility to anxiolytic and potential anxiolytic
compounds in other laboratories also.

Recent interest in standardisation of tests has been spurred
by investigations of different mice genotypes to various
stresses and anxiety regulating compounds. Standardisation
represents a way to ensure the reproducibility of both
qualitative and quantitative aspects of a measure and is
suggested to lead to more reproducible or interpretable
results of complex experiments performed in different
laboratories or within the same laboratory.

Our results and a review of literature suggest that
ethological models of anxiety like the EPM (in comparison
with  the  FPT), are more  susceptible to
climate/environmental ~ changes, even though all
experiments were carried out in the same experimental
conditions. The reasons for this remain, in great part,
unknown and indicate that mice exposed to these tests are
sensitive to factors under poor experimental control.

On main strategy in using animal models of anxiety is first
to used independent locomotor activity test ( in actimeter
chambers for example) in order to avoid false positive
anxiolytic due to sedative or psychostimulant properties of
the drugs tested. Second, the experimenters must control
the maximum of environnemental factors influencing the
behavioural response of mice. KO mice for different
receptors could be used as well but the difficulty is to
hypothesis previously which receptors could be implicated
on the test used, as well as the compensatory possibilities
during the developmental period. At least, it could be of
interest to use a test-retest procedure, as this procedure is



insensible to BZD but permit the discrimination of the
anxiolytic compounds DOI (a 5-HT2 agonist). This
modified model can thus constitute a new tool to investigate
other neuronal pathways implicated in anxiety.
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Protocoles de test-retest

Les protocoles de réexposition a un test se sont développés en paralléle de la recherche sur
les modeles animaux d’anxiété.

Afin de simplifier la sémantique utilisée, nous appellerons le premier test, avec les animaux
naifs : « prétest », et le second test, lors de la réexposition : « retest ». Par ailleurs, dans les
articles joints, les termes anglais sont « Trial 1 » pour prétest et « Trial 2 » pour le retest.
Depuis de nombreuses années, les chercheurs ont tenté de sensibiliser les modeles en
plagant I'animal plusieurs fois dans le méme environnement de test. Il a été constaté en
effet que lors d’un retest, il y avait une augmentation du niveau « d’anxiété », mais pas de
variation de I'activité locomotrice. Ce résultat a été démontré dans I'EPM chez la Souris. Les
indices comportementaux relevés pour connaitre ['activité locomotrice de I'animal
(« sniffing », « rearing », entrée dans les bras « ouverts » et entrées totales dans les bras)
sont restés stables au cours des différentes expositions a I'EPM (Espejo, 1997). Cette
modification de la réponse liée a la premiere exposition, en I'absence de traitement est
vraisemblablement liée a une mémoire aversive développée envers le modele lors de la
premiere exposition, s’exprimant par une diminution du nombre de passages punis (FPT) ou
des parameétres d’exploration indicateurs de I'effet anxiolytique (EPM).

De maniére inattendue, les résultats ont montré que I'exposition répétée au test
n’augmentait pas I'efficacité des traitements, et méme la diminuait. Ainsi, en travaillant sur
I'efficacité des traitements de référence que sont les benzodiazépines, I’équipe de S. File a
mis en évidence une perte de I'effet de type anxiolytique de ces molécules chez des animaux

précédemment exposés au test (File, 1990; Lister, 1987).

L La « One-trial tolerance » ou phénomene de tolérance liée a

la premiere exposition au test

A.  Généralités
Ce phénomene de « one-trial tolerance » consiste en une perte d’effet pharmacologique
d’'un produit déclenchée par |'exposition préalable a un modéle sans traitement,
apparaissant lors d’une réexposition dés le jour suivant. Décrit initialement dans I'EPM pour

les BZDs (File, 1990), ce phénomeéne persiste sur une durée supérieure a deux semaines (File



et al., 1990). Cette perte d’effet a ensuite été rapportée dans d’autres modeles animaux, tels
que le test de la double enceinte éclairée (Holmes et al., 2001), le FPT (Hascoet et al., 1997)
ou dans le test d’exposition a I'odeur d’un prédateur (Carobrez and Bertoglio, 2005). Dans le
test de punition liée a la boisson (Geller-Seifter), aucune perte d’effet des benzodiazépines
n’a été observée au cours du retest (File, 1993; File and Zangrossi, 1993).

Par la suite, de nombreuses équipes se sont intéressées a ce phénomene, principalement a
I'aide du test de 'EPM. Parmi les explications apportées par ces travaux, différentes
hypothéses ressortent majoritairement.

Ainsi, plusieurs articles suggerent que le prétest au test d’anxiété entrainerait une
augmentation du niveau basal d’anxiété de I'animal, et ainsi une perte de I'effet de type
anxiolytique (Rodgers and Shepherd, 1993). D’autres avancent l'idée d’une habituation
locomotrice liée a I'environnement (Dawson et al., 1994), d’'une modification de I'état des
sites de liaison et / ou du récepteur GABA, impliqué dans l'effet des benzodiazépines
(Gonzalez and File, 1997). Quelques auteurs ont décrit cette tolérance comme un
changement qualitatif dans la nature de I'anxiété ressentie par I'animal, qui pourrait ainsi
modifier la réponse pharmacologique de différents traitements (Bertoglio and Carobrez,
2003; File and Zangrossi, 1993). Ainsi, il est suggéré a plusieurs reprises que la nature de
I'anxiété subie par les animaux est différente entre le prétest et le retest (Cruz-Morales et
al.,, 2002; File, 1993; File et al., 1993; Rodgers et al., 1992), avec 'apparition possible au
cours du prétest, d’'une phobie envers la zone stressante (bras ouvert pour I'EPM) (Holmes
and Rodgers, 1999).

Enfin, il a été émis I'hypothese que le prétest déclenchait une sensibilisation de la
peur/anxiété (Bertoglio and Carobrez, 2000). Récemment, une autre hypothése s’est avérée
intéressante, puisqu’elle suppose que lors du prétest, il existe un équilibre dans le conflit
entre motivation d’explorer et appréhension liée a la néophobie. Cette balance serait
sensible aux traitements anxiolytiques. Au cours de la découverte de I'environnement, les
animaux développeraient puis adopteraient durant le retest, des comportements non
conflictuels, insensibles aux traitements anxiolytiques (Bertoglio and Carobrez, 2003). Ce
type de comportement peut étre lié a un apprentissage de |I'évitement des facteurs aversifs,
ou a une modification des réponses défensives utilisées. Il rejoint le concept d’équilibre
entre deux facteurs motivationnels, décidant du comportement a exercer face a une

situation, et de la prise de risque qui en découle (Augustsson et al., 2005).




B. Benzodiazépines et Anxiété

1) L’acide y-amino butyrique : le GABA

L'acide gamma amino butyrigue ou GABA (y-AminoButyric Acid) est le principal
neurotransmetteur inhibiteur du systeme nerveux central des vertébrés. Il possede par
ailleurs un role neurotrophique, c'est-a-dire qu'il favorise la croissance de certains neurones.
Le GABA est synthétisé a partir de I'acide glutamique par une enzyme : la GAD (Glutamic
Acid Decarboxylase) et est catabolisé par une autre enzyme : la GABA transaminase (GABA
T). Lorsque le GABA se fixe & son récepteur, il active un canal chlore (CI'). A ce jour, trois
types de récepteurs de ce neurotransmetteur ont été identifiés : GABA,, GABAg et GABA..
Les récepteurs GABA, sont d’une importance capitale dans la régulation de I'excitabilité du
cerveau, et de nombreuses molécules telles que les benzodiazépines, les barbituriques, les
neurostéroides ou I'éthanol interagissent avec ces récepteurs pour déclencher leurs effets
pharmacologiques. La molécule de GABA ne peut pas traverser la barriere hémato-
encéphalique, donc le role de neurotransmetteur ne peut étre accompli que par le GABA du

systeme nerveux central et non par celui apporté par |'alimentation (Mehta and Ticku, 1999).

2) Le récepteur GABA, et les BZD dans le traitement de

I'anxiété
Ce récepteur est transmembranaire et est exprimé au niveau du systéme nerveux
périphérique et central. Il est pentamérique et composé de différentes sous-unités. Il existe
au moins 19 isoformes au sein de ces unités composant le récepteur, dont I'arrangement le
plus répandu est 2a2B1y, formant un canal ClI'. La fixation du GABA sur son récepteur, situé
entre les sous-unités B et a, déclenche I'ouverture du canal CI'. Les ions ClI" vont pénétrer
dans le neurone cible, ce qui va hyperpolariser la membrane et inhiber tout déclenchement
d'un influx nerveux. Le récepteur possede six sites de liaisons pour diverses molécules sur la
face extracellulaire. Parmi ces sites, il existe un site primaire pour le GABA et cing sites
secondaires régulateurs pour des molécules modulatrices de I'effet du GABA sur le récepteur
GABA,. Ces sites secondaires régulateurs sont liés : aux benzodiazépines, aux barbituriques,

aux convulsivants, aux stéroides et a I’alcool.



Le site de fixation des benzodiazépines est situé a l'interface des sous-unités a- et y-. La
fixation des benzodiazépines sur ce site entrailne une modulation allostérique augmentant
I’affinité du récepteur pour le GABA, ainsi qu’une élévation de la fréquence d’ouverture des
canaux CI™. Cette hyperpolarisation rend la cellule plus difficilement excitable (Gutierrez et
al.,, 1994; Mehta and Ticku, 1999). Le diazépam ne peut se lier a des récepteurs GABA,
incluant des sous-unités a4- ou a6- ; en effet, elles sont affectées d’une variation d’un acide
aminé (His->Arg) empéchant la fixation de la benzodiazépine. Différents travaux ont permis
de constater que parmi les sous-unités y-, y, semble étre indispensable a la formation du
site aux BZD. Ainsi, a I'aide d’altération du géne codant cette sous-unité, il a été constaté
une diminution de 94% du nombre de sites aux BZD chez des souris nouveau-nés, alors que
le nombre de récepteurs GABA était légérement altéré. De plus, ces souriceaux sont morts
trés rapidement malgré des parameétres physiologiques normaux (Gutierrez et al., 1994).
L'effet anxiolytique des benzodiazépines est aboli chez des souris mutantes pour le
récepteur GABA, portant la sous-unité a2 mais pas pour les mutants a3, ni al. Ces
différents travaux indiquent que I'effet de type anxiolytique des benzodiazépines serait lié a
des récepteurs GABA, portant les sous-unités a2, qui prédominent dans les aires limbiques
du cerveau (Nemeroff, 2003).

Les benzodiazépines ont un grand spectre d’action: myorelaxants, hypnotiques,
anticonvulsivants, anxiolytiques, sédatifs, anti-conflit, etc. Ces molécules sont largement
utilisées pour traiter les troubles anxieux, que ce soit pour des symptomes anxieux a court
terme, ou des troubles spécifiques tels que I'anxiété généralisée ou les troubles paniques. Le
consensus actuel préconise d’utiliser les BZD en combinaison avec des inhibiteurs
spécifiques de la recapture de la sérotonine, pour gérer rapidement les symptomes critiques.
Par contre, leur utilisation a long terme est inappropriée chez certains patients, a cause de
problemes de dépendance, de tolérance ou d’abus.

Afin d’élucider les mécanismes sous-jacents de ces phénoménes de dépendance et de
tolérance, différentes hypothéses ont été émises : un découplage entre le site de fixation
des BZD et le récepteur GABA,, des variations dans le renouvellement du récepteur GABA,
ou des changements dans la transcription du géene codant pour le récepteur GABAa

(Nemeroff, 2003).




Bien que I'anxiolyse induite par les BZD semble étre une conséquence directe de la
transmission GABAergique, il serait cependant simpliste de dire que les troubles anxieux
résultent d’une altération primaire du complexe GABA,/canal chlore. En effet, I'effet des
BZD pourrait s’exercer par des voies indirectes, peut-étre via les systémes noradrénergiques
ou sérotoninergiques qui interagissent avec le systeme GABAergique. Cela pourrait expliquer
par ailleurs l'effet de type anxiolytique de certains dépresseurs dans le traitement de
I'anxiété généralisée (Bourin and Hascoet, 2001).

Dans notre travail, nous nous sommes intéressés plus particulierement au diazépam,
I'une des benzodiazépines les plus répandues, et dont I'utilisation clinique est courante sous
la forme du VALIUME®. En effet, il s’agit du témoin standard utilisé dans le laboratoire, et
nous disposons de nombreux résultats de référence avec les différents modéles animaux
d’anxiété pour cette molécule. De plus, celle-ci a été rapportée pour étre plus
particulierement active sur les situations de prise de risque, liée aux conflits (Blanchard et
al., 1990). L'effet du diazépam sur la mémoire a été discuté dans plusieurs études. Toutes les
données basées sur I'acquisition ou I'encodage ne concernent pas ce travail, puisque notre
traitement n’est effectué que sur la derniere exposition au test. Par contre, I'influence du
diazépam sur l'utilisation de la mémoire acquise est importante. De maniére générale,
méme si des troubles rétrogrades ont été rapportés dans certaines taches spatiales, ces
effets ont eu lieu dans des études au cours desquelles le diazépam était administré

rapidement apres la phase d’acquisition (Beracochea, 2006).

C. Protocole de retest dans le labyrinthe en croix surélevée

(EPM)

De nombreux travaux se sont intéressés au phénomene de la «one-trial tolerance» sur
I'EPM. Des modifications du protocole de test-retest, de I'appareillage ou de l'injection de
certaines molécules ont permis de discerner quelques parameétres vraisemblablement
impliqués dans l'apparition de cette tolérance aux benzodiazépines lors du retest. Les
résultats suivant nous ont permis de déterminer les facteurs prépondérants dans ce travail

d’étude de la «one-trial tolerance».



1) Modifications du protocole

Dans le protocole de test-retest, plusieurs études ont été réalisées afin de comprendre les
parametres critiques qui pouvaient entrainer |'apparition de cette tolérance. Ainsi, des
modifications des facteurs temporels comme le temps d’exposition au cours du premier test,
ou du retest ou encore l'intervalle entre les deux expositions, permettent de constater que
ces parametres sont critiques dans I'établissement de la tolérance.

Par exemple, la tolérance aux BZD persiste sur un intervalle de temps entre les deux
expositions supérieur a 2 semaines (File et al., 1990).

En s’intéressant a la durée du prétest dans 'EPM chez le Rat non traité, des chercheurs ont
constaté qu’en diminuant cette durée d’exposition, I'effet anxiolytique du midazolam était
modifié lors du retest. Ainsi, une durée de 5 minutes entrainait une disparition compléte de
I'effet, une durée de 2 minutes altérait I'effet et une durée de 1 minute ne déclenchait pas
de perte d’effet du traitement (Dal-Col et al., 2003). A I'inverse, S. File et son équipe ont mis
en évidence chez le Rat, une perte d’effet du diazépam lorsque les deux expositions ont une
durée de 5 minutes, mais un effet anxiolytique conservé lorsque les deux sessions de tests
duraient 10 minutes (File et al.,, 1993). Les chercheurs ont ici utilisé une analyse
multifactorielle et ont conclu qu’il existait une différence qualitative entre I’état d’anxiété
dans lequel se situe I'animal durant le prétest ou le retest. En revanche, une autre équipe a
constaté que la perte deffet de la benzodiazépine s’observait lorsque les animaux
subissaient un prétest de 10 minutes, puis un retest en EPM de 5 minutes le lendemain
(Holmes and Rodgers, 1999). Cette différence de résultat semble liée a la durée de chacune
des expositions. Ainsi, une diminution du temps de prétest peut annuler I'apparition de la
«one-trial tolerance» (OTT)(5’ + 5’ = OTT, 1’ + 5’ = pas d’OTT). Une augmentation de la durée
du retest (10 minutes), lorsque le prétest a été de 10 minutes suffit a empécher la «one-trial
tolerance» (10’ + 10’ = pas d’OTT, 10’ + 5’ = OTT).

Ces études permettent de constater I'importance majeure du parametre temporel dans

I’étude du phénomene de «one-trial tolerance».

2)  Moadifications de I’environnement ou du modéle

Afin de comprendre quelles étaient les informations utilisées par les animaux lors de la
réexposition au test, des chercheurs ont modifié les reperes spatiaux par rapport au modeéle

lors d’un retest dans I'EPM chez la Souris. Ainsi, ils ont constaté qu’une rotation de 90° du




test dans la méme piece, ou qu’un changement de piece entre les deux sessions ne
modifiaient pas I'effet d’'une premiére exposition (Rodgers et al., 1997). Ainsi, ces chercheurs
ont conclu que les reperes utilisés par les souris lors de I'apprentissage spatial étaient liés a
I’environnement proche, probablement acquis par thigmotaxie (liée au contact physique).
Par ailleurs, une étude a été réalisée sur I'apprentissage spatial comparé entre le rat Long-
Evans et la souris C57/BL6J dans une « tache de mémoire spatiale » liée a la recherche et a
I’apprentissage de la position de nourriture dans un labyrinthe. Les auteurs ont constaté que
les rats, contrairement aux souris, utilisaient des repéres visuels lointains afin d’accomplir la
tache demandée, et qu’ils étaient plus efficaces et flexibles dans cette activité (Cressant et
al., 2007).

En se basant sur I’hypotheése de I'existence d’un conflit motivationnel durant le prétest de
I’'EPM chez le Rat, des chercheurs ont testé I'effet de I'ajout d’un conflit motivationnel. Ainsi,
ils ont rendu les bras « fermés » aversifs durant le prétest a 'EPM, a I'aide de lumiere et d’air
chaud pulsé. Dans cette situation, le chlordiazépoxide exercait un effet de type anxiolytique
lors du retest dans un EPM classique (Pereira et al., 1999).

La perte de I'effet anxiolytique du chlordiazépoxide persiste chez des animaux exposés a
deux EPM construits avec des matériaux différents dans le prétest et le retest (File et al.,
1990). De méme, |'effet anxiolytique du midazolam a été comparé chez des rats soumis a un
EPM classique ou a un EPM disposant de murs transparents. L'OTT persiste quel que soit le
type d’EPM testé (Albrechet-Souza et al., 2005).

En s’intéressant a la découverte de I'’environnement par I'animal, une étude a révélé qu’un
confinement de I'animal dans un bras « ouvert » ou dans un bras « fermé » pendant 5
minutes n’est pas suffisant pour déclencher une «one-trial tolerance» lors d’un retest avec
un EPM complet. L'ensemble de 'EPM doit étre découvert par I'animal afin d’observer ce
phénoméne (Bertoglio and Carobrez, 2002) ; une autre équipe a acquis des résultats
similaires (Frussa-Filho and Ribeiro Rde, 2002). Par contre, ils n’ont pas été obtenus lors d’un
travail différent qui a observé gu’un confinement dans un bras « fermé » durant les 5
minutes du test suffisait a déclencher I'apparition de la «one-trial tolerance» durant le
retest. Leurs résultats sont par contre identiques pour un confinement dans un bras
«ouvert », qui ne s’'avere pas étre un stimulus suffisant pour observer une «one-trial

tolerance» lors du retest (Holmes and Rodgers, 1999).




Par ailleurs, une étude a décrit I'importance de la perception de la hauteur du labyrinthe lors
du prétest et du retest. Ainsi, I'ajout de bords autour des bras « ouverts », diminuant la
perception du vide, permet d’observer un effet de type anxiolytique du chlordiazépoxide lors
du retest chez le Rat. Les auteurs supposent alors que lors du retest, la réponse
comportementale est liée a une phobie de la hauteur plutét qu’a une anxiété due a la peur
des espaces ouverts, observée lors du prétest (Fernandes and File, 1996).

Plusieurs points doivent étre pourtant relevés dans cette étude. En effet, la mesure de
I'anxiété a été effectuée sur plus de 25 parametres, puis étudiée par une analyse
multifactorielle. Les conclusions obtenues lors de ce type d’étude peuvent dépendre
fortement des facteurs choisis et de leur interprétation dans I'analyse statistique. De plus,
aucun effet de type anxiolytique du chlordiazépoxide n’a été relevé chez les souris naives
lors du prétest, en présence des bords relevés. Les auteurs n’ont pas testé I'impact de la
présence de bords uniquement lors du retest, afin de confirmer leur hypothése. Dans ce
contexte, il n’est pas aisé de conclure sur les parameétres influengant la réponse
comportementale lors du retest dans I'EPM classique.

L’ensemble des travaux s’intéressant a la découverte et a l'utilisation de I'environnement et
de repeéres acquis lors du prétest, permet de constater que la «one-trial tolerance» est
fortement dépendante de la dimension spatiale du test, des indices mémorisés ainsi que des

émotions ressenties lors de I'exploration.

3) Etudes pharmacologiques

En étudiant les effets d’'un traitement subchronique de BZD, il a été constaté que des
injections quotidiennes de diazépam (2 - 4 mg/kg, 8 jours) n’entrainent pas d’effets
anxiolytiques chez la souris expérimentée, alors qu’elles s’avérent actives chez la souris
naive (Rodgers et al., 1992).

Il est intéressant de constater que la perte d’efficacité des traitements observée lors du
retest dans I'EPM n’est pas liée a une habituation aux aspects anxiogenes du test. En effet,
les élévations des concentrations d’hormones de stress sont identiques pour les animaux
testés, quelle que soit leur connaissance du test. Il ny a pas de diminution de ces
concentrations avec des tests répétés (Holmes and Rodgers, 2003).

De plus dans I'EPM, I'effet anxiogéne du FG 7142, un agoniste inverse du site aux BZD des

récepteurs GABA,, est aboli chez les souris ayant déja subi le test. Cela peut suggérer une



altération au niveau de ce site (Holmes and Rodgers, 2003). Ce résultat s’oppose a ceux
retrouvés dans I'étude de File et Zangrossi dans laquelle des injections de FG 7142 ont
entrainé un effet anxiogene chez le Rat dans I'EPM et qui a persisté chez des animaux
prétéstés (File and Zangrossi, 1993).

Certains auteurs ont émis I’hypothése que la tolérance observée dans I'EPM chez le Rat avec
le chlordiazépoxide n’était pas liée a une réelle tolérance aux effets du traitement, mais
plutdét a une habituation du comportement exploratoire. En effet, ils ont constaté que le
temps passé sur les bras « ouverts » était augmenté chez des animaux expérimentés mais
non traités dans le premier test (Dawson et al., 1994).

Afin de tester I’hypothése selon laquelle la «one-trial tolerance» serait une réponse
d’évitement apprise, des chercheurs ont analysé I'effet d’'une injection de scopolamine, un
blogueur cholinergique antagoniste des récepteurs muscariniques empéchant
I'apprentissage, avant d’exposer les rats pour la premiere fois a 'EPM. Lors du retest, 48
heures plus tard, ils ont constaté que le midazolam conservait son effet anxiolytique sans
modifier I'activité exploratoire globale. L'injection de la scopolamine avait donc empéché
I'acquisition d’une stratégie comportementale susceptible d’entrainer la mise en place de la
«one-trial tolerance» (Bertoglio and Carobrez, 2004). Ce résultat n’est pas retrouvé dans une
seconde étude dans laquelle la scopolamine injectée lors du prétest ne permettait pas de
restaurer |'effet du chlordiazépoxide durant le retest (Calzavara et al., 2005). Dans ce cadre
d’étude de la mémoire, une équipe a mis en place un protocole d’injection d’amphétamine
ou de pentylénetétrazole, molécules qui semblent « améliorer la mémoire »,
immédiatement apres une exposition de la souris a I'EPM durant 1 minute. Les animaux
recevaient ensuite du diazépam 30 minutes avant le retest. Comme attendu, aucun
phénoméne de «one-trial tolerance» au diazépam n’a été observé lors du retest avec des
souris exposées moins de 2 minutes (Dal-Col et al., 2003). Mais les fortes doses de ces deux
molécules favorisant la mémoire, ont entrainé I'apparition de la «one-trial tolerance». Cette
donnée permet de supposer que la mémoire est malgré tout impliquée dans I'apparition

d’une «one-trial tolerance» (Vargas et al., 2006).

4) Enrésumé

Le test de 'EPM a été abondamment utilisé dans I'étude du phénomeéne de la « one-trial

tolerance ». Validé comme modele animal d’anxiété, il devient dans ces nouveaux travaux,



un protocole d’étude d’un phénomeéne dont le rapport avec I'anxiété n’est pas établi. A
I'aide de variations du protocole, de I'environnement ou d’études pharmacologiques, les
différentes équipes travaillant sur ce sujet ont pu établir certains résultats de facon assez
claire et non dépendante de I'espéce. Alors que les premiers résultats de réexposition
signalaient une stabilité dans le comportement lors de la réexposition (Holmes and Rodgers,
1999), nous pouvons constater que toutes les études récentes s’accordent sur I'existence
d’'une aversion, d’'un effet anxiogene du modele. De plus, la perte d’effet des
benzodiazépines a été largement rapportée et étudiée. Il semble ainsi que les facteurs
spatiaux et temporels aient une forte importance dans cette abolition de |'effet anxiolytique.
En parallele de cela, le réle de la mémoire n’a pas été clairement démontré ni écarté. Il reste
encore de nombreuses questions qui semblent difficiles a résoudre avec I'EPM, surtout a
cause de la variabilité des résultats obtenus entre les différentes équipes. L'EPM, modele
animal d’anxiété réputé pour sa sensibilité, pourrait alors se montrer inadapté dans la
recherche de processus s’exprimant en second plan, lors du retest. Ce constat ainsi que
certains résultats préliminaires justifient la mise en place de recherches sur un autre modele
animal d’anxiété, conservant une spécificité liée a la peur de la nouveauté et une réponse
pharmacologique aux benzodiazépines. Le FPT est pour ces raisons un candidat idéal pour

une étude des phénomenes observés lors du retest.

D. Protocole de retest dans le test des quatre plaques (FPT)

Au sein du laboratoire, nous utilisons principalement 'EPM et le FPT comme test d’anxiété
chez la Souris. En 1997, afin d’étudier les phénoménes de mémoire aversive, le Dr. Hascoét
et ses collegues ont mis en évidence une diminution du nombre de passages punis acceptés
par les animaux lors du retest dans le FPT. Dans ce protocole de réexposition au test, les
souris subissaient a 24 heures d’intervalle deux sessions de FPT, mais ne recevaient un
traitement qu’au cours de la seconde session. Cette mémoire aversive persistait sur une
durée importante puisqu’elle était observée avec un intervalle de 42 jours entre les deux
expositions. Ce travail a aussi démontré une perte d’effet de I'activité des benzodiazépines,
notamment du diazépam, lors du retest au FPT. Ainsi, le diazépam n’exerce plus d’action de
type anxiolytique pour des doses comprises entre 0.25 mg/kg et 2 mg/kg (Hascoet et al.,
1997). Cette mise en évidence d’'un phénomeéne observé jusqu’a présent principalement

dans I'EPM, a soulevé de nombreuses questions, principalement sur la cause de ce



phénomeéne pharmacologique et sur le parallele a effectuer avec les travaux sur les autres
modeles.

Par la suite, nous avons cherché a comprendre quels pouvaient étre les mécanismes
impliqués dans ces deux résultats : la diminution du nombre de passages acceptés chez les
souris non injectées, et la perte d’effet de type anxiolytique des benzodiazépines lors du
retest. En effet, nous sommes en présence de deux phénomeénes vraisemblablement liés a
deux dimensions comportementales indépendantes, [|’exploration d’'un nouvel
environnement et la peur de la punition. Ces deux composantes exploration et peur
semblent étre impliquées dans toute situation au cours de laquelle un rongeur découvre un
environnement nouveau (Whimbey and Denenberg, 1967) (Crusio, 2001). Vis-a-vis de
I’exploration, des traitements ayant un effet hyperlocomoteur chez la Souris, ne semblent
pas augmenter le nombre de passages punis acceptés dans le FPT lors du retest, comme
nous l'avons démontré par exemple avec un psychostimulant agoniste alpha-1
adrénergique : l'adrafinil injecté 30 minutes avant le retest. Malgré cela, toutes les
molécules et protocoles testés lors d’un retest sont soumis préalablement a un test

d’actimétrie.

En testant différents types de molécules anxiolytiques, notre laboratoire a réussi a en isoler
une qui exerce une activité de type anxiolytique dans le FPT, et conserve cette activité anti-

punitive lors du protocole de test-retest. Il s’agit du DOI (Nic Dhonnchadha et al., 2003a).

11 Phénomenes de mémoire aversive

Lors d’un retest dans le FPT, une forte diminution du nombre de passages punis acceptés est
observée. Cette modification du comportement exploratoire est appelée « mémoire
aversive » (Hascoet et al., 1997). L'animal a adapté sa réponse a I'environnement, a I'aide
des éléments mémorisés lors du prétest.

Au cours de nos travaux, nous avons pu montrer que cette mémoire aversive était
légérement altérée lors de [l'injection avant le retest, de sulfate d’atropine, une molécule
aux propriétés amnésiantes (Ripoll et al., 2005). De plus, notre équipe a aussi mis en
évidence un effet faible de la scopolamine, injectée avant le retest sur la mémoire aversive

(Hascoet et al., 1997). Par contre dans I'EPM, la scopolamine, utilisée a dose amnésique peut



annuler la modification de la réponse comportementale lors du retest, si elle est administrée
avant ou aprés le premier test (Bertoglio and Carobrez, 2004). Ce résultat n’a pas été
retrouvé lors d’une injection de scopolamine aprés le prétest dans 'EPM (Rodgers et al.,
1996). Ces résultats tendent a montrer qu’il existe bien une mémoire aversive, mais que son
étude est difficile, notamment du fait de sa cinétique rapide puisqu’en 24 heures, nous

observons une modification de la réponse comportementale.

De plus, le niveau de base observé lors du retest dans le FPT ne permet par d’étudier les
molécules promnésiques, afin de déterminer leur effet sur le nombre de passages, de méme
gue pour les molécules entrainant un effet de type anxiogene. Il a été conclu par notre
équipe que le protocole de test-retest dans le FPT ne permettait pas d’étudier la mémoire
(Hascoet et al., 1997).

Dans une étude récente, une équipe a testé I'effet de I'exposition a trois chocs électriques
inévitables sur les constantes physiologiques chez la Souris, ainsi que le comportement dans
un test d’EPM effectué 5 minutes ou 24 heures apres ce stress. lls ont constaté une forte
stimulation de I'axe hypothalamo-hypophysaire dés 5 minutes aprés les chocs, mis en
évidence par une élévation de la concentration plasmatique de corticostérone chez la souris,
qui revenait au niveau basal 2 heures aprés ce stress. Par ailleurs, ils ont démontré que le
stress produit par les chocs électriques n’entrainait pas de modifications de |'utilisation des
données spatiales acquises 24 heures auparavant, mais diminuait celle des données
contextuelles et variables (Celerier et al., 2004b). Chez le Rat, une étude similaire a permis
de démontrer que la quantité de corticostérone augmentait aprés une exposition au test,
chez des animaux naifs ou expérimentés. Les auteurs ont ainsi constaté qu’il n’existait pas
d’habituation chez les animaux pré-exposés (File et al., 1994).

Toutes ces données tendent a prouver gu’il existe une mémoire de l'aversion envers le
modele. Elle semble étre soumise a une cinétique complexe, puisqu’en fonction de l'instant
de linjection (avant ou apres le prétest), elle peut étre annulée ou non par la scopolamine
ou le sulfate d’atropine. Par contre, elle semble potentialisable, comme cela a été démontré
dans I'EPM. Ce résultat n’est pas reproductible dans le FPT, a cause de la trop faible valeur
de base des témoins retestés non traités.

Il est important de retenir qu’il existe une information, stockée dans une structure, qui est

disponible lors du retest et semble responsable de la modification du comportement, et



peut-étre en partie de la «one-trial tolerance». Cette information est conservée a long terme
et son utilisation dépend des facteurs temporels et environnementaux lors du prétest et du
retest. Il est possible que les indices, récoltés par I'animal lors de la découverte du test,
conservent une forte composante émotionnelle, liée a I'aversion envers cet environnement
a la néophobie. Cette dimension émotionnelle pourrait utiliser une forme de mémoire

insensible aux traitements amnésiants classiques.

III. Structures cérébrales de I'anxiété

Les troubles anxieux semblent impliquer en grande partie le systéme cérébral de la peur
(LeDoux, 1996; LeDoux, 2000; Ohman, 1992). Grace a différents modéles animaux, les
chercheurs commencent a comprendre les structures anatomiques influencant I'anxiété.
Deux théories englobent ces résultats : la premiere est qu’il existe un systeme particulier
pour chaque type d’anxiété. La seconde suppose que la gestion de I'anxiété soit hiérarchisée
entre différents niveaux d’organisation. Par exemple, les réponses automatiques simples
sont traitées par des structures inférieures comme la substance périaqueducale grise (PAG),
le locus coeruleus ou I'hypothalamus, alors que les réponses plus complexes font intervenir
des structures intermédiaires (amygdale et systéme septo-hippocampique) (Graeff, 2004).
Dans des situations nécessitant des capacités cognitives plus importantes, les régions
corticales plus hautes (cortex paralimbique) seraient utilisées (Sandford et al., 2000).

A I'aide de lésions cholinergiques chez le Rat dans I'EPM, une équipe a mis en évidence que
les structures telles que I'hippocampe ou le cortex frontal étaient plutét impliquées dans la
mise en place des comportements exploratoires, afin d’acquérir et de conserver des
informations spatiales. Au contraire, ces structures paraissent moins liées a I'expression de

I'anxiété dans ce test (Lamprea et al., 2000).



Dans notre travail, nous nous sommes focalisés sur trois structures : I'amygdale, la PAG et

I’"hippocampe (Fig. 1).
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Figure 1 : Représentation schématique du cerveau de rongeur, permettant de localiser les zones
d’injections localisées dans les structures étudiées. Les noyaux de I'amygdale, ainsi que la PAG ne sont pas
représentés dans leur intégralité, seuls les points d’injections ont été placés sur la figure.

modifié d’aprés (Amaral and Witter, 1995; Paxinos and Watson, 1998)

A. L’amygdale

Cette structure complexe est composée de 13 noyaux recevant des afférences de différentes
aires cérébrales et semble capable d‘ intervenir dans I'acquisition rapide de comportements
basés sur des événements ayant un impact sur l'organisme et un impact émotionnel
(McDonald and White, 1993). Parmi ces différents noyaux, trois sont plus particulierement
impliqués dans les circuits de la peur conditionnée : le noyau basal, le noyau latéral et le
noyau central (Garakani et al., 2006). L'amygdale semble fortement impliquée dans la
gestion des situations imprévisibles, ainsi que dans la peur conditionnée. De plus, elle
semble capable de réagir proportionnellement a l'intensité du stimulus percu. Ainsi, des
chercheurs ont constaté une augmentation du comportement d’immobilisation
(« freezing »), ainsi que de la quantité d’ARM egr-1 (early growth response gene, un géne

induit par les situations de peur conditionnée), de maniére corrélée a l'intensité des chocs



électriques plantaires regus par le Rat (Hasunuma et al., 1991). Des informations sensorielles
provenant de différentes aires corticales aboutissent au noyau latéral et au noyau
basolatéral de I'amygdale, qui en retour, projettent vers le noyau central de I'amygdale
(Garakani et al., 2006). Le noyau latéral semble étre responsable de la consolidation de la
mémoire et de la plasticité dans la mémoire conditionnée (Garakani et al., 2006). Cet
ensemble de noyaux forme un systéeme complexe régulant la peur et impliquant I’expression
et 'acquisition de la peur conditionnée (Davis 1997). Le noyau basolatéral sert, par ailleurs,
de connexion entre le noyau latéral et le noyau central. Ce dernier projette vers plusieurs
aires intervenant dans I'expression de I'anxiété et de la peur. De plus, cette structure semble
constituer une interface entre les stimuli sensoriels externes et la réponse motrice
nécessaire a I'apprentissage et aux réponses comportementales induites par la peur. Ce
noyau semble donc lié a la détection et a la validation des stimuli menagants (Moreira et al.,
2007). Des lésions du noyau latéral ou central peuvent modifier I'acquisition de peur
conditionnée, et des lésions du noyau basolatéral peuvent aussi affecter les réponses de
peur, ou I'aspect sensoriel d’événements neutres d’un point de vue émotionnel (Dwyer and
Killcross, 2006; Garakani et al., 2006). Lors d’expositions a des stimuli stressants, une
formation de nouveaux pics dendritiques est apparemment possible dans le noyau
basolatéral, qui peut-étre considéré comme un lieu de stockage des mémoires liées a la
peur, pourtant il ne semble pas y avoir de formation efficace 24 heures apres I'exposition a
un stress d’'immobilisation aigu chez le Rat (Mitra et al., 2005). L’exposition a un stimulus
auditif non prédictible parait activer le noyau baso-latéral et déclencher une augmentation
des comportements anxieux dans I'EPM chez le Rat (Lowry et al., 2005). Le noyau central et
basolatéral semblent fortement impliqués dans I'acquisition et I’expression de la peur envers
des stimuli conditionnés a 'aide de chocs électriques (Waddell et al., 2006).

Il existe de nombreuses relations entre I'amygdale et les systéemes impliqués dans la réaction
face a un stimulus déclenchant la peur (Fig. 2). Ainsi, il existe un lien entre 'amygdale et le
systeme nerveux sympathique (hypothalamus) (LeDoux, 2000), les paramétres
hémodynamiques (nerf vague, tractus solitaire, moelle ventrale) (Gray et al., 1989; Schwaber
et al., 1982; Takeuchi et al., 1983; Veening et al., 1984), le systeme respiratoire (noyau
parabrachial) (Takeuchi et al., 1982), le systeme endocrine (noyau paraventriculaire ou strie

terminale) (Gray et al., 1989).




Dans le cadre de I'étude des processus anxieux, nous nous intéressons plus particulierement
aux monoamines. Il est important de constater qu’il existe des projections directes de
I'amygdale vers le locus coeruleus (systeme noradrénergique), ou indirectes par
I'intermédiaire des neurones sérotoninergiques du raphé (systeme sérotoninergique),
impliquées dans les performances motrices durant la peur (McCall and Aghajanian, 1979;
White and Neuman, 1980). Enfin il existe des projections entre certaines aires de
I"hippocampe ventral (CA1 et le subiculum) et les noyaux basolatéral et basomédian de
I’'amygdale (Canteras and Swanson, 1992).

Afin de mettre en évidence l'influence d’une structure sur le comportement d’un animal,
deux possibilités peuvent étre envisagées : la Iésion ou la stimulation. En travaillant par le
biais de lésions de I'amygdale, I'ensemble des résultats concorde pour constater une
diminution de l'anxiété chez différentes especes. Ainsi, cette lésion chez le Rat abolit
complétement la réponse défensive innée face a un chat (Blanchard and Blanchard, 1972).
Une absence de néophobie a été rapportée chez la Souris |ésée, lors de son introduction
dans un environnement nouveau (Misslin, 2003).

Chez les primates, des observations similaires ont été rapportées. La période d’évaluation
d’un nouvel objet placé dans la cage d’un singe, ainsi que les réactions d’évitement face a un
serpent, réactions normalement observées chez le singe, sont abolis chez les animaux lésés
(Amaral, 2002).

A l'inverse, chez le Rat, la stimulation électrique du noyau basolatéral entraine un effet de
type anxiolytique, dans un modele d’EPM ou d’enfouissement défensif (Saldivar-Gonzalez et
al., 2003). De méme, I'activation des récepteurs GABA, par une injection localisée de BZD, de
buspirone, un agoniste partiel des récepteurs 5-HTys, d’antagonistes des récepteurs 5-HTs;,
d’alcool, de nicotine, de morphine et de SCH23390 (antagoniste D1 dopaminergique) dans
I’'amygdale induit des effets de type anxiolytique dans le test de la double enceinte illuminée
chez la Souris (Costall et al., 1989). Dans le test de Vogel, d’interaction sociale et dans 'EPM,
cet effet apparait aprés une administration locale de BZD dans le noyau latéral et le noyau
basolatéral (Gonzalez et al., 1996; Thomas et al., 1985; Zangrossi Junior and Graeff, 1994). A
I'inverse, en injectant des antagonistes des récepteurs GABA,, picrotoxine et bicuculline,
dans le noyau basolatéral antérieur de 'amygdale, un effet de type anxiogéne est observé
dans le test d’interaction social, alors qu’aucun effet de ce type n’est apparu en ciblant le

noyau central (Sanders and Shekhar, 1995).




L'injection d’agonistes du sous type de récepteurs 5-HT,c a ce méme niveau semble, a
I'opposé, avoir des effets de type anxiogene dans I’ « open field » (Campbell and Merchant,

2003), toutefois ce test apparait comme peu a méme de distinguer des effets de ce type.

Figure 2 : Représentation des nombreuses projections du noyau central de 'amygdale vers des aires

pouvant intervenir dans les conséquences comportementales, autonomiques et électrophysiologiques de la
peur et de I'anxiété. (BLA = noyau basolatéral de 'amygdale ; CeA = noyau central de 'amygdale).

d’apres (Walker et al., 2003)

B. La PAG (Substance Grise Periaqueducale)

De nombreuses études ont mis en évidence une implication majeure de la PAG dans les
réactions d’anxiété et de peur (Bertoglio et al., 2005).

La PAG contient une grande quantité de neurones GABAergiques, ce qui présuppose un role
dans l'aversion et |'anxiété. Ainsi, en administrant localement un agoniste du site
benzodiazépinique des récepteurs GABA,, le midazolam, nous observons un effet de type
anti-panique dans le labyrinthe en T surélevé ainsi qu’un effet de type anxiolytique dans
I'EPM. De plus, le FG 7142 entraine des effets de type anxiogéne lors de son injection
localisée dans la PAG (Bueno et al.,, 2005; Russo et al.,, 1993). De méme, l'injection
d’antagonistes du site au BZD des récepteurs GABA, produit une augmentation de la
décharge des neurones de la PAG (Behbehani et al., 1990). De plus, il a été observé des
relations étroites entre I'amygdale et la PAG dans les mécanismes impliqués dans la gestion
des stimuli liés a la peur (Fanselow, 1991; Martinez et al., 2007).

Chez 'Homme, la stimulation de la PAG engendre de la peur (Nashold et al.,, 1969). En

stimulant la zone rostrale de la PAG, des comportements de fuite et des vocalisations ont




été observées chez le Rat et le Chat (Behbehani, 1995). Dans la zone caudale, une
stimulation entraine une immobilisation chez I'animal (Bandler and Carrive, 1988).

Il a été suggéré que dans une situation dangereuse, les régions de I'amygdale sont activées
et stimulent la PAG a I'aide de leurs projections directes, processus entrainant des réactions
de défense (Fanselow, 1991). Behbehani et son équipe ont émis I’hypothése qu’en présence
de signaux de danger, les projections de I'amygdale activent la région ventrale de la PAG,
déclenchant alors une posture de prostration. Par contre, en présence d’'un danger immédiat
(un rat se retrouve face a un chat), c’est la région latérale de la PAG qui serait activée par
I'amygdale et produiraient une réaction de fuite souvent associée a des vocalisations
(Behbehani, 1995).

Une étude de la «one-trial tolerance» a consisté en une injection de lidocaine dans la PAG,
afin d’inactiver temporairement ce tissu. Cette injection a été pratiquée chez le Rat avant ou
aprées le prétest, ou avant le retest. Lors du retest, les animaux ont regu une injection de
midazolam. Dans ce contexte, les auteurs ont constaté que seules les injections précédant le
retest modifiaient la «one-trial tolerance» au midazolam. Ills ont conclu qu’une
augmentation de l'activité de la PAG durant le retest pouvait étre responsable de la perte

d’effet de type anxiolytique du midazolam (Bertoglio et al., 2005).

C. L’hippocampe

L’hippocampe est constitué de différentes régions formant une structure fonctionnellement
hétérogene, vraisemblablement a cause de leurs connectivités respectives et de leurs
étroites interconnections (Moser and Moser, 1998). Nous pouvons distinguer principalement
la corne d’Ammon (en rappel de la forme des cornes de bélier du dieu gréco-égyptien
Ammon), constituée de 3 aires: CA1, CA2 et CA3, ainsi que le gyrus denté. Parmi les
nombreuses connections avec d’autres structures, I’hippocampe est relié a 'amygdale, au
noyau du raphé et au locus coeruleus (File et al., 1999). Cette structure appartient au circuit
neural responsable de I'expression des états aversifs, proposé par Graeff, avec 'amygdale, la
substance grise périventriculaire grise et la PAG (Graeff, 1981).

Il semble d’ailleurs qu’il existe une relation étroite entre I’hippocampe et I'amygdale dans les
taches de discriminations spatiales (Gaskin and White, 2006). Dans le cadre des interactions
entre ces structures, I'hippocampe semble supprimer ou interférer avec les comportements

stimulus-récompense et d’exploration qui sont en partie médiés par le noyau latéral de




I'amygdale (White and McDonald, 1993). Certains chercheurs émettent ainsi I’"hypothese
gu’il existe une compétition entre les structures cérébrales impliquées dans la mise en place
d’une réponse comportementale ; par exemple I'hippocampe et I'amygdale lors d’un test de
conditionnement préférentiel a I'aide d’indices spatiaux, dans I'acquisition et dle traitement
de I'information extérieure en rapport avec la situation (McDonald and White, 1995).

Des lésions effectuées par injections d’acide iboténique ont permis de mettre en évidence
un réle majeur de I’hippocampe dorsal dans la peur conditionnée et les taches liées a une
mémoire spatiale (utilisation d’indices visuels et spatiaux) (Celerier et al., 2004a).
Apparemment, il existe une opposition entre I’hippocampe et I'amygdale dans la réponse au
stress ; en effet, alors que le premier inhibe I'axe hypothalamo-hypophysaire lors d’un
processus aversif, 'amygdale a plutot tendance a le stimuler (Govindarajan et al., 2006).

Par ailleurs, I'hippocampe dorsal exerce un réle important dans I'anxiété. Ainsi, il semble
impliqué lors du retest dans 'EPM chez le Rat, alors qu’il ne parait pas agir sur la réponse
comportementale déclenchée par I’exposition au nouvel environnement lors du prétest. Il

peut néanmoins avoir un effet indirect lors de la découverte du test (File et al., 2000).




Matériel et Méthodes

A. Animaux et substances utilisées

1)  Animaux

Les animaux utilisés tout au long de ce travail sont des souris males de souche Swiss issus de
I’élevage JANVIER, Le Genest, France. Les animaux sont réceptionnés et hébergés dans
I’animalerie du laboratoire pendant 4 a 7 jours avant les expérimentations, par groupe de 18
animaux dans des cages de dimensions 40 x 28 x 17 cm, avec eau et nourriture distribués ad
libitum. La température de I'animalerie est maintenue a 21 + 1 °C et le cycle d’éclairage est
un cycle standard (lumiére entre 7h et 19h).

Chaque groupe expérimental est constitué de 12 animaux naifs au test dont la masse a la
réception est homogéne (14 + 2g). Lors du premier test, les animaux ont une masse de 20 +
2g, et un age de 4 semaines. Les expérimentations sont réalisées le matin entre 7 et 13h.

Les regles éthiques du Ministére Francais de I’Agriculture concernant I'expérimentation

animale ont été respectées tout au long de I'étude (décret n° 87-848 du 19 octobre 1987).

2)  Molécules utilisées

Agoniste des récepteurs 5-HT;a/oc : (+)-DOI, HCI ([£]-2,5-Diméthoxy-4-iodoamphétamine)
(Sigma, France).

Agonistes du site aux benzodiazépines des récepteurs GABA, : diazépam [(7-chloro-1-
méthyl-5-phényl-3H-1,4-benzodiazépine-2[1H]-one)] (Sigma, France).

Anesthésique local, inhibiteur réversible des canaux sodiques des tissus neuronaux :

lidocaine, HCI 2-(diéthylamino)-N-(2,6-diméthylphényl) acétamide.
B. Administration des traitements

1) Injections intra-péritonéales

Lors des études par injections intra-péritonéales (i.p.), les ligands sont administrés sous un
volume de 0.5ml/20g de poids corporel, 30 minutes avant le début du test. Les animaux
témoins recoivent le méme nombre d’injections que les animaux traités, mais uniquement

avec de 'eau distillée. Ce choix du véhicule a été effectué par commodité, suite a des études




préliminaires (non publiées) révélant une absence d’effet de l'injection d’eau distillée
comparée a du liquide physiologique ou une solution aqueuse contenant 5% de Tween 80
(Merck, Allemagne) ou méme une absence d’injection lors du prétest ou du retest.

Le DOI est dissout dans de I'eau distillée, a I'inverse du diazépam qui est mis en suspension

dans une solution aqueuse contenant 5% de Tween 80 (Merck, Allemagne).
2) Injections locales au niveau de structures cérébrales

(a) Anesthésie

Afin de réaliser les opérations de chirurgie stéréotaxique permettant d’installer le dispositif
d’injection locale, les souris sont anesthésiées par une injection intra-péritonéale d’hydrate

de chloral a 400 mg/kg, a raison de 0.1 ml de solution pour 20 g de poids corporel.

(b) Dispositif d’injection

Le dispositif d’injection est constitué d’un guide-canule (tube en acier inoxydable de 0,60
mm de diamétre externe et de 0,35 mm de diamétre interne, de 7 a 11 mm de long selon la
structure cérébrale visée) (UNIMED, Suisse). Les canules d’injection sont constituées d’un
tube d’acier inoxydable (0,30 de diamétre externe et 0,15 de diamétre interne, 18 a 25 mm
de long selon la structure cérébrale visée) coulissant parfaitement dans le guide canule. La
longueur de la canule est ajustée de facon a ce qu’elle ne dépasse pas du guide-canule lors
de linjection. Ainsi, le produit injecté est libéré précisément a I'emplacement de la
terminaison du guide-canule.

Apres l'implantation du guide canule, un fil d’acier (0,28 mm de diamétre) est placé a
I'intérieur du guide-canule afin d’éviter son obstruction. Celui-ci est adapté précisément a la
longueur du guide-canule, et est retiré 30 minutes avant I'insertion de la canule d’injection,

le jour du test.

(c) Chirurgie stéréotaxique
Les animaux sont fixés au cadre stéréotaxique a I'aide de barres d’oreilles. Le crane est incisé
et mis a nu. Les tissus conjonctifs qui le recouvrent sont éliminés par application d’eau
oxygénée. L'emplacement du ou des guide-canules (selon la latéralisation de la structure) est
déterminé grace aux repéres stéréotaxiques que constituent les sutures de la boite

cranienne. Les coordonnées des structures sont déterminées a partir de |'atlas stéréotaxique



(Franklin and Paxinos, 1997). Pour assurer la fixation du guide-canule, un ciment dentaire
verre ionomere GC Fuji IX (Henri Shein, France) est appliqué sur la boite cranienne de
I'animal. Enfin le guide-canule est obturé par le fil d’acier. L'animal est ensuite placé dans
une cage individuelle pendant 3 jours pour la récupération puis replacé par groupes de 6
animaux. Le passage dans le test comportemental se fait 7 jours apres I'opération.

Les coordonnées utilisées pour le positionnement du guide-canule sont :

- pour I'hippocampe CA1 (Corne d’Ammon) : antéro-postériorité - 2 mm, latéralité +/- 1 mm,
profondeur 1,5 mm

- pour I'hippocampe CA2 : antéro-postériorité - 2,5 mm, latéralité +/- 1,75 mm, profondeur 2
mm

- pour I"hippocampe CA3 : antéro-postériorité - 2,5 mm, latéralité +/- 2,9 mm, profondeur
2,5mm

- pour I'amygdale noyau baso-latéral (BLA) : antéro-postériorité - 1,4 mm, latéralité +/- 2,9
mm, profondeur 4,9 mm

- pour I'amygdale noyau latéral (LA) : antéro-postériorité - 2 mm, latéralité +/- 3,25 mm,
profondeur 4,25 mm

- pour la PAG : antéro-postériorité - 4,6 mm, latéralité 0 mm, profondeur 2 mm

(d) Préparation de la solution
Le DOI est dissous dans une solution de fluide cérébro-spinal artificiel (aCSF). Les souris
témoins recoivent une injection locale d’aCSF. Le diazépam est utilisé sous sa forme

injectable, disponible en ampoule a la concentration de 5mg/mL (Renaudin, France).

(e) Procédure d’injection

La canule d’injection est reliée a une seringue Hamilton de 2 pl par un cathéter. La seringue
et le cathéter sont remplis soit d’aCSF pour les souris témoins, soit de la solution a injecter
pour les souris injectées. Le fil d’acier obturant le guide-canule est retiré 30 minutes avant
I'injection. La canule d’injection est placée au dernier moment sur la souris isolée et vigile. Le
volume et la vitesse d’injections dépendent du produit et de la structure considérée. Pour
I'amygdale, toutes les injections ont un volume de 0,3 uL par c6té a une vitesse de 0,2
uL/minute. Pour I'hippocampe, le DOI est injecté avec un volume de 0,5 pl par coté avec une

vitesse d’injection de 0,5 pl/minute, le diazépam a un volume de 0,3 ul par c6té avec une




vitesse de 0,2 pl/minute. Dans la PAG, les parameétres sont identiques a ceux de
I’hippocampe, mais une seule injection est pratiquée. Les souris sont exposées au test

comportemental immédiatement apres la fin de I'injection.

(f)  Contréle histologique

Une dizaine de souris aprés chaque expérimentation sont injectées avec du bleu de
méthylene a volume et vitesse identiques a ceux utilisés pendant I'expérimentation puis
sont sacrifiées par dislocation cervicale. Les animaux sont ensuite décapités, les cerveaux
sont extraits et plongés pendant 1 minute dans de l'isopentane (Sigma, France) maintenu a -
35°C a I'aide de carboglace afin de fixer les tissus. Les cerveaux sont coupés au cryostat avec

une épaisseur de 40 um. Ceci permet la vérification du protocole d’opération et d’injection.
C. Modeles comportementaux

1)  Procédure générale

Les tests sont réalisés entre 7h et 13h dans des pieces calmes. Les souris sont placées dans la
salle d’expérimentation au moins 1h avant le début du test dans des cages par groupe de 6
souris. En cas de traitement par voie intra-péritonéale, les souris sont replacées dans la
méme cage apres chaque piqlre afin que les animaux s’acclimatent a ce nouvel
environnement et que la réponse néophobique soit minimisée au maximum. Chaque groupe

de traitement est constitué de 12 souris.

2) Test d’actimétrie (Boissier and Simon, 1965)

L'activité locomotrice spontanée des animaux naifs de chaque molécule utilisée est
déterminée dans un actimetre (Boissier and Simon, 1965). L’appareil est composé de
compartiments munis de cellules photoélectriques qui constituent deux faisceaux (Fig. 3).
Les ruptures de ces faisceaux sont comptabilisées pour témoigner de I'activité horizontale de
I’'animal. Cette activité est classiguement enregistrée sur une durée de 10 minutes. Pour les
vérifications d’activité locomotrice liée aux opérations et injections, la durée est réduite a
75 secondes, correspondant a celle du test comportemental, ceci afin de limiter les effets de
diffusion du produit dans les tissus cérébraux. Le test d’actimétrie est réalisé
indépendamment du FPT, sur des souris différentes, ce qui permet de supprimer les doses

trop sédatives ou trop stimulantes.



Figure 3 : Test d’actimétrie




3) Test des quatre plaques (FPT) (Aron et al., 1971;
Boissier et al., 1968)

L'appareillage (BIOSEB, Chaville, France) est constitué d’une cage (18 cm x 25 cm x 16 cm)
dont le sol est composé de quatre plagues en métal (8 cm x 11 cm) séparées les unes des
autres par un espace de 8 mm (Fig. 4). Ces quatre plaques sont reliées a un générateur de
chocs électriques. Les chocs administrés ont une intensité de 0.6 mA et une durée de 0,5
secondes.

Pour le protocole classiquement utilisé, aprés une période de latence de 15 secondes,
I’'animal recoit un choc électrique plantaire chaque fois qu’il passe d’une plaque a l'autre. Le
nombre de chocs électriques, ou punitions, est comptabilisé pendant 60 secondes.
L'administration d’une substance ayant une activité anxiolytique induit une augmentation du
nombre de punitions acceptées.

Concernant le test-retest, le FPT est appliqué sur des souris naives lors du premier jour,
appelé « Test ». Les souris sont ensuite replacées dans les mémes groupes de 6 individus.
Apres un intervalle de 24 heures, un second FPT est pratiqué sur les souris. Par ailleurs, des
souris naives témoins sont utilisées durant ce second jour de test, appelé « Retest ».

Dans certaines études de ce travail, des protocoles modifiés ont été utilisés pour le test et /
ou pour le retest. Afin de déterminer l'importance relative des facteurs punitions et
environnement, nous avons pratiqué des expérimentations en test-retest avec ou sans chocs
électriques lors d’une ou des deux sessions, ou en modifiant I’environnement du test. Dans
une seconde étude, nous avons modifié les parameétres temporels du test ou du retest, avec
ou sans punitions électriques. Ainsi, nous avons exposé les souris a des durées de prétest
variant de 15 secondes a 135 secondes. Le paramétre intervalle de temps entre test et retest

a aussi été testé, afin de connaitre la chronologie des phénomeénes observés.

Protocole de test-retest : Dans le protocole classique de test-retest, les souris sont marquées

et mises en cage par 6 animaux, une heure avant le test. Elles recoivent une injection de
véhicule, 30 minutes avant le test, puis subissent un FPT. Le lendemain, les animaux sont
replacés dans la piece d’expérimentation une heure avant le retest, injectés avec les

traitements 30 minutes avant le test, puis retestés dans le FPT.



Figure 4 : Test des quatre Plaques




D. Analyses neurochimiques

1) Préléevement des structures

Les souris sont euthanasiées par dislocation cervicale. Le cerveau est prélevé et placé sur
une plaque réfrigérante (Leica EG 1130, Nussloch, Allemagne) dont la température est réglée
a environ -5°C (Fig. 5). Quatre structures cérébrales (hypothalamus, hippocampe, striatum et
cortex) sont isolées selon la technique d’lversen et Glowinski (lversen and Glowinski, 1966).
Le cervelet est enlevé puis le cerveau est posé sur la face dorsale afin de prélever
I’hypothalamus. Les deux hémisphéres sont ensuite séparés pour pouvoir prélever
I’"hippocampe de chaque hémisphere. Le corps calleux est 6té pour pouvoir prélever le

striatum et le tissu restant correspond au cortex.

Figure 5 : Plaque réfrigérante




2) Mesure de la concentration de neurotransmetteurs
cérébraux

Chaque structure est placée dans un tube de polypropyléne d’une capacité de 1,5 mL
préalablement pesé. Dans chacun des tubes, nous ajoutons une solution acide contenant 8,8
mg d’acide ascorbique et 122mg d’EDTA (éthylene diamine tétracétate) dans 1 litre d’acide
perchlorique 0,1 M. Pour les tubes contenant I’hypothalamus et I’hippocampe, 600 pL sont
ajoutés, et 1200uL pour les tubes contenant le striatum et le cortex. Les tissus sont ensuite
broyés par ultra-sonication (Branson Sonifer) puis centrifugés a 12000g pendant 10 minutes
a une température de + 4°C (Hareus Biofuge). Le surnageant est enfin prélevé puis stocké a
—80°C avant I'analyse HLPC (chromatographie en phase liquide a haute performance).

Le systeme de chromatographie liquide haute performance est constitué d’une pompe
isocratique Thermo Separation Product (Fremont, CA, USA) modele P100, d’un injecteur
automatique réfrigéré Varian (Sunnyvale, CA, USA) Prostar modele 400, d’un détecteur
ampérométrique Hewlett Packard (Palo Alta, CA, USA) modele 1049A et d’une colonne C18
(Nucleosil, taille des particules 5 um, 15 cm, Colochrom , Gagny , France). Le débit de la
pompe est de 1,0 mL/minute, la durée d’analyse est de 35 minutes (les temps de rétention
sont 4,9 minutes, 11 minutes et 30 minutes pour respectivement la noradrénaline, la
dopamine et la sérotonine).

La phase mobile est composée de 4,2 g/L d’acide citrique monohydraté, 6,8 g/L d’acétate de
sodium trihydraté, 0,8 g/L d’acide octane sulfonique, 0,05 g/L d’EDTA, 0,02 % (v/v) de dibutyl
amine, 7%(v/v) de méthanol. Le volume injecté par I'injecteur est de 50 uL et le potentiel de
détection est de 0,5 Volt. Pour chaque série d’analyse, une gamme constituée d’'un mélange
de noradrénaline, dopamine, sérotonine est préparée dans la solution d’homogénéisation.
Les courbes de calibration sont calculées par régression linéaire. Les concentrations
cérébrales sont exprimées selon le rapport entre la concentration en amine extraite dans le
surnageant et la masse de la structure cérébrale.

Les méthodes de dosage ont été mises en place dans le cadre d’'une étude de I'impact de
déplétions pharmacologiques sur les monoamines, et ont donné lieu a la publication d’un

article auquel j'ai participé (Dailly et al., 2006), et placé a la fin de ce chapitre.




E. Analyse statistique

Les analyses statistiques sont réalisées grace au programme SPSS. Les résultats sont
exprimés sous forme de moyenne des valeurs observées (nombre de coupures de faisceau)
dans le test d’actimétrie. Dans le FPT, les résultats sont exprimés sous forme de moyenne *
écart standard a la moyenne (sem). Le paramétre étudié dans ce test est le nombre de
passages punis acceptés par les souris. La normalité et ’'homoscédasticité des données ont

été vérifiées préalablement sur les résultats de chaque étude.

1) Etudes comportementales : Test des quatre plaques

Les données des études sont analysées grace a une ANOVA a deux facteurs (traitement au
premier essai x traitement au second essai). Lorsque I’ANOVA révélait une interaction
significative entre les deux facteurs (p<0.05), un test a posteriori de Sidak a été utilisé pour
comparer 'effet des facteurs indépendamment et en interaction. En I'absence de résultat
significatif au niveau de l'interaction des deux facteurs de ’ANOVA, une nouvelle ANOVA
deux-facteurs a été effectuée, en suivant un modele additif. Ce test permet de supprimer la
valeur d’interaction, afin de connaitre les effets de chacun des facteurs indépendamment.
Dans le cas d’une différence significative entre les deux facteurs, un test a posteriori de Sidak

a été utilisé afin de connaitre les effets de chaque facteur.

2) Etudes comportementales : Actimétrie

Les données des études sont analysées grace a une ANOVA a un facteur. Lorsqu’un résultat
significatif était trouvé, un test a posteriori de Sidak a été utilisé, afin de déterminer les

groupes dont les résultats sont significativement différents des autres.

3) Etudes neurochimiques

Pour comparer les concentrations de chaque neurotransmetteur dans chacune des
structures étudiées, nous avons utilisé une ANOVA a 1 facteur, suivie d’un test a posteriori

de Sidak dans le cas d’une différence significative.
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Absirsci

The amm of this work 15 1o define nearotoxing doses 1o hive effictent and specific depletion of noradrenaline (NA), serotonin (5-HT)
neutolransimission in corex, striatum, hippocampus and hypothalumas of Swiss mice after intraperitoneal adminitration of, respectively, M-
{2-chloroethyl-M-ethy]-2-bromobenzylamine hydrochlonde (DSP-4) and para-chlorophenylnlanine methyl ester bydrochlonde (PCPA)L The
nesroitEnsmitiers concentrations were determined by high performance Tigquid chromatography with amperometric detection, The minimal
single dose necessary to produce a highly sipnificant decrease of NA levels (p<0.01 in companson with control group) in hypothalams
(—44%), hippocampus (=51%), stratum (=40%) end cortex {=68%) was S0mg'kg but DA and 5-HT levels were modified, respectively,
in hypothalamus and sinatum. Three doses. of PCPA 300 mg/kg over 3 consecutive days involve a profound depletion of 5-HT trnsmission
in all discrete brain areas bul NA and DA levels were also significantly reduced. In conclusion, DSP-4 has o different efcacy in discrote
brain areas with a noradrenergic specificity which s not absolute, PCPA has & similar efficacy in all brain areas but is unspecific of 5-HT

iransimiesion.
2005 Elsevier BV, Al rights reserved.
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1. Introduction

The depletion of noradrenaline (NA) or serotonin (5-HT)
neurotransmassion i bram by neurotoxing are methods com-
monly used in particular to investigate modcls of neuropsy-
chiatric diseases in rodents. Thes, Srnivasan and Schmid
{2004} showed the importanee of noradrenergie pathophys-
iofogy i Parkinson’s direase thanks 1o a Parkinson’s ani-
mal model with additional noradrenergic lesions, Recenily,
Slattery ¢t al. (2005) demonstrated thal the antidepressant-
like propertics of GABA (B) receptor antagonists in the
forced swin test was abolished by 5-HT depletion. In our
laborntory, depletion of NA and 5-HT systems by newro-
toxing 15 used to investigate the mechanism of action of
drug in animal models of anxety, such as the four-plate

* Coresponidong astbuar Tel,: + 83 7 0088067, fhx: « 13 3 40083996
Emuil weldress: oo dailly@cho-nomtes T {E. Dailly)

(H65-0IT0E - see fromt matter © X005 Elsevier B.V. All rights reserved.
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test (Bourin ¢t al., 2005). However, the specificity of deple-
tion for a monoamine system is frequently not absolute and
the degree of depletion s variable between discrete brain
arens, strains and species of rodents which affects the inter-
pretation of results obtamed with neurotransmitters depleted
animals (Fornad et al., 1996). Moreover, most of these studies
which investigated the specificity and efficacy of depletion
by neurotoxins were conducted i rots. Swiss mice are a
commanly used strain of mice and detailed studies deserib-
ing the efficacy and specificity of neuroloxins in discrete
beain arcas in this strain of mice are lacking, The aim of
this work s to define optimal doses of neurotoxins to obtain
the more efficient and specific depletion of NA or S-HT sys-
tern by neurotoxins in Swiss mice. The neuroloxing which
were investigated are para-chlorophenylalanine methyl ester
hydrochlonide (PCPA) which crosses blood brain bartier
better than para-chlorophenylalaning, 2 seroloninergic neu-
rotoxin (Fratta et al., 1973) and N-(2-chloroethyl)-N-ethyl-
2-bromobenzylamine hydrochloride (DSP-4) (Hallman and
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Jonsson, | 984) which is usually presented as a selective nora-
drenergic neurotoxin, Efficacy and specifity of depletion in
hippocampus, hypothalamis, striatum and conex were eval-
uated by a biochemical approach after intrapentoneal {ip.)
administration of PCPA and DSP-4.

2 Muierials and methods
2.1, Chemicals

Ascorbic acid, citric acid monohydrate and sodium acetate
trihydrate were purchased from Merck (Darmstadt, Ger-
many), DA, 5-HT, NA, octanesulfonic acid sodium salt,
PCPA and DSP-4 were from Sigma (Samt Lows, USA),
cibylendinminetetracetic acid tetrasodium sall (EDTA) and
dibutylamine were from Fluka Chemie (Buchs, Germany)
ond methyl aleohol for analysis from Carlo Erba (Val de
Reunil, France),

22, Animials

Experiments were carried out on male Swiss mice (Cen-
tre d'élevage Janvier, Le Genest, France) 4 weeks old and
weighing 18-20g. Mice were housed in groups of 18 per
cage (40 cm x 28 em = 17 cm), in the stundard conditions of
the animal room (20 £ | °C, standard light'dark cycle light on
al Tam., off at 7 pom.) with free acoess (o food and water for
aperiod of | week before use, Each experimental group con-
sisted of naive randomly grouped mice of the same weight,
which were used only once.

2.3 NA and 5-HT depletions

PCPA and DSP-4 were dissolved extemporancously in
distilled water. PCPA (100, 300, 500, 700 and 900 mg/g)
and DSP-4 (10, 30, 50, 70 and 90 mg’kg) were administered
Lp., respectively, 72, 48 and 24h for PCPA and 168 h for
DSP-4 before brain dissection under a volume of 25 mlkg.
According to neurotoxins solubility in water, ranges of PCPA
and DSP-4 doses were selected to try to reach, respec-
tively, 2 total depletion of 5-HT and NA systems in brain
sections. The control group received only distilled water
(three injections for PCPA control group and one injection
for DSP-4 control group). For control groups and for each
dose of PCPA or DEP, the group was composed of 10
amimnals.

24, Preparanion of samples

Mice were killed by cervical dislocation without anaes-
thesia. The bram was rapidly removed from the eranium
ond dissected on o cooled aluminium spparstus. The bmin
sections (cortex, strigtum, hippocampus and hypothalnmus)
were weighed into a 1.5 ml polypropylens tube. Six hundred
mcrolitres { for lubes containing hippocampus or hypothala-

mins ) of ue scid solution (8.8 mg of ascorbic acid and 122my
of EDTA in 1000 ml of perchloric acid 0.1 M) and 1200 i
(for twbes containing cortex and strintum) were added o
each tube. Tissue was then disrupted by sonication. After
sonication, the solution was centrifuged at 12,000 x g for
10 mun at +4 “C. The supernatant was stored m = 80 °C before
use.

2.5, HPLC analysis

The HPLC system was composed of an isocratic Yar-
ian Prostar model 210 pump (Sunnyvale, USA) o cooled
Waters Wisp model 717 autosample injector (Milford, USA),
a Decade amperometric detector (Leiden, The Netherlands)
with an electrochermical Antec Leyden model VT-03 Flow
cell (Zolterwoude, The Netherlunds) and a C18 column
(Nucleosil, 5 um particule size, 15em, Colochrom, Gagny,
France). The chromatographic conditions were (i) a mobile
phase composed of 4.2 g/ of citric acid monohydrate, 6.8 g/
of sodium acetate trihydrate, 0.8 g of octanesulphonic acid
sodium sale, 0.05 g/l of EDTA, 0,02% (v} dibuty]l amine,
™4 (wiv) methyl alcohol (i) a rate flow of 1.6 mbimin (iii)
o total runtime of 25 min, (iv) 20wl of the supematant
(half diluted in the acid solution for striatum and cortex to
avoid the saturation of the detector by DA} were injected
into the HPLC system and (v) the poteniial of detection wos
048 V. For each analysis, a set of standards contafning var-
ious concentrations of cach compound (NA, DA and 5-HT)
was preparcd m the acid solution. The calibration curves
were calculated by a linear regression. The concenirations
of compounds in the supernutant were determined from the
peak area of each compound and compared with the standard
curve.

2.6. Statistical analyvsiz

Statistical companisons of the average monoamines levels
wete performed initially via an one-way analysis of vanance
{ANOVA ) for independent groups, after verifying the normal-
ity of distribution by a Kolmogorof-Smirov non-parametric
test, IF any statistical change was observed, dota was fur-
ther analysed using post hoe comparisons, with a Fisher test,
1o detect eventual differences between control and depleted
groups.

3. Resulis

The results of NA, DA and 5-HT depletion by DSP-4
are present in Fig. 1 and Table |. The minimal dose nec-
essary o produce a highly significant decrease (p<0.01) of
NA levels in all discrete brain areas is 30mghkg. NA levels
decrease in comparison with controls of 44% in hypothala-
mus, 1% in hippocampus, 40% in strintum and 68% in cortex
after admmistranon of DSP-4 30 mgdeg With s dose, 2
significant decrease of DA level (—38%) was observed in
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4, Dscussion

According te previous studies m mice and rats {Formai et
al., 1996), the minimal doses of DSP<4 necessary 10 have
a highly significant depletion of NA is a single i.p. injec-
tion of 50mg/kyg in Swiss mice. However, the selectivity
of DSP-4 on noradrenergic nourons s not absolute since
a significant increase of 5-HT was cbserved in stmatum
and a significant decrease of DA level was observed in
hypothatamus: According to Fomai et al. (1996), & van-
able extent of NA depletion was observed in discrete brain

Table 2

Effiect of PCTA (1900, 300, 500, T and 900 mg'kg, i.p.)on NA and DA levels in bypothalamun, hippocastpis, striatam snd cortes of Swis mice
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areas. A dmmatic (over —90%) NA depletion occurred in
hippocampus, a significant depletion in cortex and a lim-
ited depletion in striatum and hypothalamus. The vanation
of NA decrease between brain arcas could be the conse-
guence of a higher affinity for DSP-4 of noradrenergic axons
arising from locus coeruleus compared with extra-cocruleus
noradrenergic terminals and a higher relative amount of
coeruleus versus extra-coeruleus noradrenergic axons in the
hippocampus ansing from locus coeruleus compared with
extra-coeruleus nomdreneric terminals (Zaczek et al, 1990),
The dramatic decrease in the hippocampus is consistent
with previous results obtamed with C57 Black mice (over
—90%). However, this depletion is higher than depletion
obtained in Swiss- Webster mice (—71%) (Fomai et al,,
1996). Similarly, these differences between stmins could be
explained by & relative higher amount of coeruleus versus
extra-coeruleus noradrenergic axons in the hippocampus of
C57 Back and Swiss mice in comparison with Swiss—Webster
mice.

PCPA, which is usually presented as a S-HT synthesis.

inhibitor induced n decrease of 5-HT level in discrete brain
sreas. This result is consistent with the decrease of 5-HT
{—71.7%) observed by Dursun and Handley (1993) in the
whole beain of Aston Bred male MFI mice treated with three
doses of PCPA (300 mg/kg, i.p.) 24, 48 and 72 before killing
mice. However, no detniled sudy describing the cffects of
PCPA on 5-HT, NA and DA in different brain arcas of
mice was available, Our study showed that the specificity
of this depletion was not absolute in Swiss mice, A wignifi-
cant decrease of NA in hypothalamus, DA, in hypothalamus
and striztum was found with three doses of PCPA 300 mp/ke,
This result in Swiss mice 5 consistent with a previous study
in Long-Evans rats: Dringenberg et al. (1995) showed that
PCPA could induce a profound depletion (over =90%) of
3-HT level and a significant decrease of NA and DA levels
in the whole brain of rats treated with 500 mg/kg PCPA 2
consecutive days.

In conclusion, our study (i) showed that DSP-4 (a single
50mg/kg administration i.p.) had a different efficacy in dis-
crete brain areas with a noradrenergic specificity which was
not shsolute and (i) showed that PCPA (300 mgkg, i.p., 3
consecutive days) had a similar efficacy in all brain arcas and
wis an unspecific neurotoxin of 5-HT system in Swiss mice.
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Résultats

L Etude 1 : Factors triggering abolishment of benzodiazepines
effects in the four-plate test-retest in mice

Facteurs déclencheurs du phénoméne de « one-trial tolerance », ou tolérance liée a la
premiere exposition au test, dans le test-retest des quatre plaques.

« Factors triggering abolishment of benzodiazepines effects in the four-plate test-retest »,
publié dans le journal European Neuropsychopharmacology, 2007

Petit-Demouliere, B., Hascoét, M., Bourin, M.




A.  Objectifs de I’étude 1

La validité prédictive des modeles animaux d’anxiété est fondée sur ['utilisation des
benzodiazépines, qui ont longtemps constitué le traitement de référence dans I'ensemble
des troubles anxieux.

Détronées depuis par certains types d’antidépresseurs, notamment les inhibiteurs du
recaptage de la sérotonine, les benzodiazépines ont conservé une place importante dans la
partie expérimentale de I'étude des pathologies anxieuses. Ainsi, pour étre considéré
comme valide, un nouveau modele animal d’anxiété doit avoir une réponse significative
pour ces molécules.

L'étude des mécanismes d’action des benzodiazépines a conduit a la découverte d’'un
phénomeéne de tolérance observé lors de la réexposition d’un animal a un méme modele
d’anxiété. Appelé phénoméne de « one-trial tolerance » par I'’équipe de S. File (File, 1990),
cet événement a été démontré en premier lieu dans le modéle de I'EPM. Il a été initialement
décrit comme une forte atténuation, ou une perte compléte de l'effet d’'une molécule
anxiolytique induite par I'exposition préalable a 'EPM sans traitement, observée lors de la
réexposition au méme modéle (File, 1990; Lister, 1987). Par la suite, d’autres travaux ont mis
en évidence des résultats similaires dans des modéles animaux d’anxiété différents, tel que
le test de la double enceinte éclairée (Holmes et al., 2001) ou le FPT (Hascoet et al., 1997).
Dans ce dernier modele, la perte de I'effet anxiolytique lors du retest est vraisemblablement
assimilable a une « one-trial tolerance ». Pourtant, il convenait de vérifier que cette perte
d’effet n’était pas liée a d’autres facteurs, notamment la présence de punition par choc
électrique. Cette étude cherchait donc a mieux caractériser ce protocole de test-retest dans
le FPT chez la Souris.

Nous avons considéré le test-retest du FPT selon deux facteurs principaux : I’'environnement
et la punition. En effet, ces deux paramétres produisent un conflit de motivation entre
exploration et évitement (Ohl, 2005). Nous avons ainsi cherché a mettre en évidence
I'influence de ces deux facteurs sur la diminution du nombre de passages punis observée
dans le retest, chez des souris expérimentées non traitées, autrement appelé mémoire
aversive ; ainsi que sur la « one-trial tolerance », chez des animaux ayant regu une

administration unique de diazépam.



Pour répondre a ces questions, nous avons établi plusieurs protocoles, isolant I'un ou 'autre
des deux facteurs. La premiere partie consistait a retirer les punitions lors du prétest, la
seconde, les punitions dans les deux tests. Ensuite, nous avons modifié I'environnement du
FPT durant le prétest, en placant une enceinte ronde a l'intérieur de la boite de test,
conservant ainsi la possibilité d’envoyer des décharges électriques lors des passages d’'une
plaque a l'autre. Enfin, nous avons soumis les souris a un test d’anxiété différent lors du
prétest : 'EPM, suivi le lendemain d’un FPT.

Dans cette étude, nous avons utilisé le diazépam comme molécule contréle du phénomeéne
de « one-trial tolerance », dont la perte d’effet avait été mise en évidence préalablement
(Hascoet et al.,, 1997). Par ailleurs, nous avons conjointement étudié I'effet de type
anxiolytique du DOI, un agoniste des récepteurs sérotoninergiques de type 5-HTp/2c. En
effet, cette molécule conserve son effet lors du retest, comme nous I'avons mis en évidence
précédemment (Ripoll et al., 2005). Les variations observées lors du retest sur I'efficacité du
DOI et sur le nombre de passages punis acceptés par les souris « témoins », injectées
uniquement avec du véhicule, ciblaient I'étude des facteurs susceptibles d’entrainer un
apprentissage aversif. Au contraire, les études conjointes des effets du diazépam et des
souris « témoins » se focalisaient plus précisément sur le phénomeéne pharmacologique de

« one-trial tolerance ».
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KEYWORDS Abstract  Abolishment of anxiolythc:like effects of diazepam oceurs during re-exposure Lo some
Four-plate test; animal tests of anxiety. We investigated the loss of anxiolytic-like effects of diazepam during
Test-retest;

Trial 2 an previeusly undrugged mice, namely one-trial tolerance [OTT). Swiss mice were
Dai; subjected to 1) Four-Plate Test (FPT) without punishments in Trial 1 aor 2) FPT without
Diazepam; punishments in both Trials or 3) FPT with spatial modifications in Trial 1 or 4) Elevated Plus Maze
Anciety; (EPM), then 24 h later to FPT, with saline, diazepam (1 mg/kg) or DOI (1 ma/kg). Remaoving
One-trial tolerance punishments in Trial 1 does not counteract the effect reduction of diazepam in Trial 2, but spatial
madifications of the avershee environment. Previous exposure to EPM does not trigger a loss of
efficacy of diazepam in FPT. Electric punishments do not trigger OTT to benzodiazepines; whilst
knowledge of the environment seems to be responsible for this phenomenon, FPT may be useful

to study OTT because punishments potentate OTT in this madel of anxiety.
© 2007 Elsevier B.Y, and ECNP ALl rights reserved.

1. Introduction

Benzodiazepines (BZD) have been used to design most animal
models of anxiety. Predictive validity of these models is
typically linked to the efficacy of these compounds, Bub thelr
clinical effectiveness is limited to generalized anwiety dis-
orders or acute panic attacks (Borsind et al., 2002).

Used as positive controls in animal models of amoety,
researchers have found a reduction in the efficiency of BZD if
used on experienced mice in some animial models of anxiety,
This phenomenon, called one-trial tolerance (OTT) to BZD
substances, has been initially described as a marked
attenuation, or even an abolition of the response to an

* Corvesponding author, Tel.: «13 7 A0413852; fax: «33 7 40412856,
E-mail address: michel. bourin@uniy-nantes. fr (M. Bowrin).

anxiolytic compound, induced by a previous single undrugged
experience of the elevated plus maze (EPM) (File, 1990;
Lister, 1987). Same results have been obtained when
administering barbiturates, alcohol, serotonin 14 receptor
agonists, and glutamatergic antagonists; but alse further to
septal lesions in mice (Vargas et al., 200&).

Mainly reported in EPM, loss of BID effects has been found
in other animal models of anwiety, e.g. light/dark transition
(Halmes et al,, 2001), four-plate test (Hascoet el al,, 1997;
Ripoll et al., 2005). In punished drinking, no diminution of
the anxiolytic effect of 820 has been found after repeated
trial (File and Zangrossi, 1993).

To explain OTT, some suthors suggest that prior exposure
to the test could increase baseline anxiety leading to the
elimination of the anxiolytic-like effect of BZD (Cruz-Morales
et al., 2002; File et al., 1992; Holmes and Rodgers, 1999).
OTT could result from locomotor habituation (Dawson et al.,
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1994), from an altered state of the binding-sites and/or of
the GABA, receptor complex (Bertoglio and Carobrez, 2002).
Other authors have described this phenomenon as a
qualitative shift in the nature of the anxiety response that
could trigger changes in pharmacological responses with
retesting (File and Zangrossi, 1993; Holmes and Rodgers,
1998), Learning has been studied in this context, in order to
evaluate the influence of memory on OTT. It has been thawn
that the use of amnesic agents such as scopolamine does not
modify the OTT observed when administering chlordiazepox-
ide in the plus maze (Calzavara ot al,, 2005). Atropine sul-
phate, a muscarinic cholinergic receptor antagonist known
for its amnesic properties, did not significantly raise the
rumber of punished crassings in retest mice in the FPT (Ripoll
et al., 2005). On the contrary, other studies concluded that
OTT implies an aversive learning within Trial 1 that is
transferred to Trial 2 (Vargas et al., 2008).,

In animal models of anxiety using conflict procedure, an
immediate threat causes escape behaviour, while a potential
threat generates a conflict between approach and risk
assessment. Furthermore, BZD seem to have an influence on
risk assessment in rodents (Blanchard et al., 1991, 1990). OTT
appears to be linked to a balance between two opposite goals:
investigating the threat stimulus and simultansousty remain-
g &% protected as posstble from It (Augustsson et al., 2005).
Motivational conflict situation has been related to the
phenomenon of OTT, and the anxiolytic effect of chlordiaz-
epoxide in the EPM mainly depends on the presence of a
maotivational conflict situation (Pereira et al., 1999).

Four-plate test is a model of anxiety based on exploration
of a new environmenl and passive avoidance of electric
punishments (Boissier et al.. 1968), We have previously
described a test-retest procedure and found an attenuation
of anxiolytic responses to diazepam and lorazepam (Hascoét
et al., 1997).

The role of punishments in the loss of BID effects in the
test-retest procedure in FPT has to be known in order to link
the loss of effect of BZD with OTT, and not with an aversive
learning against punishments. Indeed, this model of andety
combines two motivational drives: exploration of a new area
and aversion of electrical punishments. Exploration has been
described as behavioural acts and postures, permitting to
collect infermations about new objects and unfamiliar parts
of the environment (Crusio, 2001). In FPT, it can mainly
involve the motivation for the mice to find some ‘life
necessities’, as escape routes for example. The exploratory
behaviour has been explained as multi-factorial, with
exploration and fear/stress being main motivations underly-
ing observed behavioural variations (Cruslo, 2001; Whimbey
and Denenberg, 1967). The threat stimulus in FPT is elicited
by electric foot-shocks recelved when animals cross from one
plate to another, and by neophobia.

As the investigation of the open area leads to receiving
electric foot-shocks, the best way to remain safe s to stay
on a plate without exploring the area, namely a freezing
behaviour. We previously reported that drug-induced anti-
punishment effects in the FPT are not related to modifica-
tions of the pain threshold but to a pure anxiolytic-like effect
{Ripoll et al,, 2006).

These opposite drives (fear agalnst exploration) have
already been discussad in the EPM. It has been sugpasted that
the cholinergic innervations of forebrain structures modu-

late the initiation of exploratory activity which results in the
acquisition or retention of spatial information, but does not
affect the expression of anxiety (Lamprea et al., 2000). In
the present study, four experiments were designed, in order
to assess the role of these two motivational drives in test-
retest with FPT. Firstly, in Trial 1, we have observed the
impact of removing electric punishments during Trial 1 on the
behaviour of mice during Trial 2. Secondly, we have
considered the comequences of removing electric punish-
ments during both trials. Thindly, we have used a modified
FPT (spatisl modifications) during Trial 1 followed 24 h later
by a classic FPT. In the fourth experiment, Trial 1 took place
in an EPM followed 24 h later by a FPT. These four
experiments helped us to compare influences of environ-
mental versus aversive drives on the loss of effect of BID,
and on the decrease of accepted punishments in Trial 2 with
control mice, DOI, a selective 5-HT 2, agonist was used in
all these experiments, as a control treatment (1 mg/kg),
because its anxiolytic-like effect is maintained during Trial 2
with experienced mice, DOl does not suffer from OTT in FPT
(Mic Dhonnchadha et al., 2003; Ripoll et al., 2008).

These four paradigms inform us whither the lass of the
effect of BID during test—retest in FPT is mainly linked to
a kind of aversive learmning |.e. Lo punishments, or Lo pre-
exposure to the apparatus. The latter hypathesis would
describe the loss of effect of BZD as a true OTT.

2. Materials and methods
2.1. Animals

Male mice [Swiss strain) (Centre delevage Janvier, France) weighing
20--24 g were used in this study. Thoy were housed in groups of 18 per
cage (40 cm=2B cm= 17 cmj on 12-h light: 12-h dark cycle (light on
07:00 h) and had free sccess to food and water. The ambient
temperature of the room was maintained at 21 +1 "C. Experimental
groups wene composed of 12 mice. All experiments were porformed
within the guidelines of the French Ministry of Agriculture for
experiments with laboratory ankmals (law o, 87 B48). Testing was
performed between 0800 and 12:00 h.

2.%. Drugs

DOI-hydrachloride [(z)-Z,5-dimethoxy-4-ipdoamphetamine] (RBI,
Sigma, France) was dissolved in distilled water. Diazepam (RBI,
Sigma, France) was mined in a 5% concentration of Tween-80 with
distilled water, Contrals recetved vehicle trastiment anly. All drugs oF
vehicle were administered intraperitoneally (i.p. ) 30 min before the
test in a volume of 0.5 mir20 g of body weight.

1.3, Apparatus and general procedure

1,31, Experiment 1: Test-retest protocol on & Four-plate Lot
apparatus (FPT, BIOSEB, France) with or without punishments
during Trial 1

1.3.1.1. Apparotus. This spparatus coneists of & cago (18 cms=
15 cm=16 cm) floored by four identical rectangular metal plates
(8 em=11 om) separated from one another by a gap of 4 mm. The
plates are connected to a device that can generate clectric shocks
(0.6 maA, 0.5 s). The top of the cage is covered by & transparent
Perspex lid that prevents escape behaviour, Following a 15 s
habitumtion period, the animal i3 subjected to an electric thook
when crossing from one plate to another. The number of punishments
i recorded during a 1-min test period.



In ender 10 reduce any neaphobic response to the situation other
than the one linked Lo the teat, the FPT was previeusly dirted by
mice other than thase used during the test. Mice were always tested
in & soiled apparatus and thine was na cleaning between trials. Every
=5t session was made by the same experimenter in the mme romom
with the same apparatus.

L1102 Protocol 1, Testing mice in the FPT consisted of two
separate trials aver 1 condecutive days {interval between the two
tests: 14 h) with electric shocks in both trials. The two trisls were
called “test or Trial 1= and "retest or Triad 2°. Concerning the test,
the mikce were only injected with vehicle. When retested, the mice
fexposed 24 h previousty 1o the test) received i.p, vehicle solution or
drugs 30 min before the trial. For Trial 2, mice were individually
placed and tested in the FPT randomly for drug treatment and test
eaperience, Control groups of natve mice (which received vehicle,
diazepam (1 mg/kg) or DO (1 mgfug)) were also sbmitted to the
test the same day, The chosen and studied doses of each drug modify
nefther locomotor activity nor pain perception (Ripoll ot al,, 2006).

1.3.1.3 Protocol 2. Test-retest protocol on an FPT apparatus
without punithment during trial 1. The anly difference wok place
durireg the Tirst test, where noelectnc punishments wene given when
erossing from one plate Lo another, The number of punishements was
recorded during a 1-min test period after a 15 s period of habituation
in Trial 2,

L.3.1. Experiment 1: Test—retew protocol an an FPT apparatus,
withowt punishment during Trial 1 or during both trials

L3210, Apporatus.  This experiment used the same apparaius as
Experiment 1.

2.1.2.2. Protocal.  The contrel group recatved punsthments in Trial
1 anty. In Trial 2, no electric punishments were given after crosaing
from one plate 1o anothar, The number of crossings was recorded
during a 1-min test period after a 15 5 period of habituation. Maive
mice did nol receive any shock in Trial 2.

1.1.3. Experiment 3: Day 1: Madified FPT-Day 1: FPT

1.3.3.0. Apparatus. In Trial 1, we wed both a classic FPT and a
maodified FPT apparatin in 8 different room, n order Lo change the
environment of the mice during the teat. A glam cylinder
{13 cm=17 cm) was covered with Kraft paper on the outer side and
placed into the modified FPTon a border of the apparatis, w0 that two
plates were availlable for mice. Kraft paper was put under this
modified apparatus Lo fill the gap between plates, and the box was
deaned between each animal with an industrial detergent (Anios,
Induspray SRS, 0.676 §/L potassium sorbate, ethanol 50% v/v), We had
previcesly assured that this cleaning did not modify test—retest results
(data not shown). Trisl 2 conslsted i & classic FPT, az previously
described in Experiment 1.

2.3.3.2 Protocol. During Trial 1, mice were placed in the modified
FPT. Following a S-second habituation period, the animal was
subjected to an electnc shock after crossing from one plate to
another. The number of punishments wint recorded during a 1-min best
period. Trial 2 was made in a classic FPT (Experiment 1/Protocod 1).

2.3.4, Experiment 4: Day 1: Elevated plus maze (EPM}-Day 2- FPT

1.1.4.1. Apparatus. The EPM apparatus consists of two elevated
{26 crm high) and open arms (16 om x5 om) positioned oppotibe to one
another and separated by a central platform (5 cm=5 cmj and two
arma of the same dimension, but enclosed by walls {16 cm=5 oms
18 cm) forming a cross. The maze &5 raised off the ground so that
opan arms combine elements of wunfamiliarily, openness and

elevation, The arms and walls are painted black. The maze s Ut by
& dim light placed abowe the cential platfanm. The tesl was carrled
out tn @ calm, tempered and dark room, In order 1o reduce any
reaphobic responss Lo the wituation other than the one Linked to
open and high arms, the EPM was previously dirtied by mice other
than thase uied during the Lest. Mice were always tested in a wiled
apparatus and there was no cleaning between trials.

2.1.4.2. Profocol.  In this experiment, trial 1 was made in an EPM
apparatus, the mouse was placed on the platform, facing an open
arm and allowed to explore for 5 min. On the consecutive day, trial 2
wins made in a classic FPT (Experiment 1/Protocol 1).

1.4, Statistics

Redufts were expressed as a mean of the number of punithed
passapes [&5EM) for the FPT. A two-way ANOVA (trial 1 = treatment in
trial 2j was employed, if the ANOVA showed a significant difference,
& Sidak’s test was performed to compare the effect of Trial 1 on
treabment in Trisl 2, Data were tested for homegeneity of Lhe
variance and normal distribution. All analyses were conducted using

the 5PS5 program for IBM compatible computer.
3. Results

In this experiment, two-way ANDWA revealed significant protocol
[Fiz1am=173.31; p=0.001], treatment [Fiy say =84.01; p=0.001]
and intaraction factors [Fia sy = 19.46; p<0.001] (Fig. 1).

As previously described, DOl 1 me/kg and diarepam 1 ma/ kg
bath increased punished crossings in control natve mice [p< 0,001
after post-hoc analysis]. In protocol 1, punithed crossings were
significantly decreased in the three groups (Vehicle, DOT 1 mg kg
and diazepam 1 mg/kg) in trial 2 compared 1o naive control
groups [p=0.001 after post-hoc analysis), But DOl 1 mg/ kg still

eicie B

Figure 1 Influence of electric punishments during trial 1 on
the anti-punishment effects ol diazepam (1 mgfkg) and DOI
1 mg/ke) administered on trial 2 30 min before the test, All data
are shown as meanse5, E:M., n=16 per group. The symbol
** indicates significant differences between groups; “p<0.05,
“p<0.01, "““p<0.001 by Sidak’s post-hoc test. The symbol @
indicates significant differences between drug and wvehicle
groups with the same protocol; @ p=0.001. Mice in protocol 1
groups received punishment in Trial 1 and Trial 2. Mice in protocol
2 groups received electric punishment anly in Trial 2,



increased significantly punished crossings in Trial 2 in comparison
with mice that recelved vehicle [p<0.001 after post-hoc
analysis]. Diazepam 1 mg/lkg did not increase punished crossing
on Trial 2 in comparison with mice that received vehicle [p>0.05
after post-hoc analysis],

i pratocel 2, DO! 1 ma/ke and diazepam 1 mg/ ke increased
significantly punished crossings in comparison with mice pun-
ished in trial 1[p<0.01]). But punished crossings were sgnifi-
cantly less important i compartson with control natve mice for
mice that recerved DO or diazepam [p<0.001]. Only mice
treated with DOI had an anti-punishment effect in protocol 2,
diazepam had no effect in this group. Mice that recetved vehicle
accepted as much punishment as naive mice or a3 mice shocked
in Trial 1 with no statistical difference [p>0.05 after post-hoc
analysis].

In this experiment, two-way ANOVA revealed significant
protocol [Fz,az=106.21; p<0.001] and trestment factors [Fg 4=
7.97; p<0.01)], but no interaction factors were found [F, 55 =1.51;
p=0,05]. As we had a strong F value, we used one-way ANOVA 1o
better describe the data. It shows the differences for one flxed
factor. Mice shocked during Trial T made significantly less crossings
during Trial 2 than nalves or non shocked mice [p<0.001).
Diazepam increased the number of crossings only in naive mice
(p=0.05). In experienced mice, drugs had no effect on the number
of crotsings during Trial 2 (Fig. 2).

In this experiment, two-way ANOVA revealed significant
protocol [Fn,u"*"‘-m; p=0.001), treatment [qu:"'m.ﬁ?'.
p=<0.001] and interaction factors [Fig sy =6.31; p=<0.001] (Fig. 3).

Haive and control animals had the same responie o
treatments as in Experiment 1. In naive group, DOI and diaz-
epam had both strong anti-punishment effects compared with
vehicle (p<0.001). In control group, DOI kept its anti-punish-
ment effect compared with vehicle control animals (p<0.001)
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Figure 2 Influence of electric punishments during Trial 1 on the
number of plate crossings in mice treated with diszepam (1 mg/kg)
or 0K (1 mg/ kgl adrministered on Trial 2 30 min before the test, All
data are shown as means£5.E.M., n=12 per group. The symbuol
® indicates significant differences between groups: p<0.05,
“p<0.01, "“p<0,001 by one-wary ANOVA, The symbol @ indicates
significant diffenences between drug and vehicle groups; @ p<0,05.
Haive mice received no punishment. "Shock T1° mice received
punishments onty in Trial 1. "Moshock T1' received no punishment in
both trials.
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Figure 3  Influence of an environmental medification of the
FPT apparatus in Trisl 1 on the number of punkhed passages in
mice treated with diazepam (1 mg/kgl or DOI {1 mg/kg)
administered on Trial 2 30 min before the test, All data are
shown as means£5.E.M., n=16 per group. The symbol @ in-
dicates significant differences between drug and vehicle groups;
@ p=0.05, @@ p<0.001,

and maintained a punishment level similar to naive vehicle
animals. Diazepam had no anti-punishment effect in controd
group, as previously observed in Experiment 1.

Animals that had been subjected to a modified FPT in Trial 1,
accepted more puntshments than control animals but less than
nalve animals when treated with DOl (p<0.01) or diazepam
(p<0.001).

Diazepam had a significant anti-punishment effect on ani-
mals subjected to a modified FPT on Trial 1 compared to animals
treated with vehicle [p<0.05).
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Figure 4  Influence of the exposure to an EPM in Trial 1 on the
number of punished passages in mice treated with diazepam
{1 mg/ke) or DOI (1 mg/'kg) administered on Trial 2 30 min before
the test. All data are shown as means:5.E.M., n=12 per group.
The symbol @ indicates significant differences between group
and control vehicle mice; @ p<0.001.



Amimals treated with vefvicle, and shocked in a modified FPT
apparatus during Trial 1 accepted a number of punishments
midway between naive and comtrol animals without any sig-
nificant difference.

In this experiment, expesure to EPM in Trial 1 did not madify
tregtment effects on animals, compared to narve amimats. DOI
and dispepam had an antl-punisthment effect in paive animals
and in EPM exposed animals (p<0.001 for both treatments)
(Fig. 4).

4, Discussion

In the present study, we have firstly tried to better describe
the behaviour of mice in an animal model of anxiety: the FPT,
in order to explain the decrease of punished passages ac-
cepted during a second trial 24 h later with previously
undrugged animals, Moreover, we wanted to define the
motivational drives triggering the loss of BZD effect during
Trial 2. The adequate definition of behavioural drives applied
on mice during Trial 2 would lead us to put side by side the
loss of effect observed with an OTT, as previously defined in
EPM.

Our experimental plan was performed to determine the
weight of two drives: exploration and fear, in the elaboration
of the behaviowr of the mice in the test. To consider these
two pressures applied on the mice, we chowe four experi-
ments that could help us figure out their respective
influences.

By removing electric punishments during Trial 1, we
canceiled a potential association between the exploration of
emvironment and the fear of punishments during Trial 1. The
only stressful situation was linked to the unknown apparatus.

A comparison between mice of protocel 1 and protocol 2,
respectively with or without electric stimulations during Trial
1, showed us a raise of the number of punishments accepted
by mice subjected to protocel 2, only in DOI and diazepam
treated groups. Nonetheless, there was still a strong dif-
ference between naive mice and treated mice that had
wisited the test without punishments in Trial 1. Removing the
punishments during Trial 1 was not sufficient to restore the
anxlolytic-like effect of treatments and to have a number of
accepted punishments similar to naive mice. There was still a
decrease of the number of accepted punishments, that could
be explained by a diminution of exploratory drives. That
wiould result in a shift of the balance of the twao drives fear/
exploration and a diminution of the number of accepted
punishments. Moreover, we observed a complete loss of the
anxiolytic-like effect of diazepam on treated mice in com-
parison with naive mice, simply by exposing them to the
apparatiss. This unexpected result is the first step to further
describe the behaviour of mice in the FPT during a test-
retest protocol.

Previously, we thought that the decrease of punished
passages observed in Trial 2 was mainly due to a sort of
aversive memory against electric stimulations, ewen if
amnesic compounds did not cancel this decrease with
experienced mice (Ripoll et al,, 2005). This experiment
thows us that exploration of the compartment without
painful stimuli in Trial 1 is sufficient to lower the number of
punishments accepted during Trial 2 and to cancel the
anxiolytic-like effect of BID.

With these results, the next question is about the role of
punishments in the second trial and about its importance in
the loss of effect of diazepam and the reduction of passages in
Trial 2. To answer this question, we have examined the in-
Muence of punishments exposure only in Trial 1 on the number
of plate crossings during Trial 2 (in Experiment 2). Under such
conditions, we have observed an increase in crossings in Trial
2 only with diazepam treated mice in naive group; maybe due
to disinhibition, Shocked mice during Trial 1 made signifi-
cantly less crossings during Trial 2 than naive or non-shocked
experienced mice. There were no differences between the
crossings of naive mice and non-shocked mice, except for
diazepam treated mice that had a decreased number of
crossings with experienced mice, compared to naive mice,

These results demonstrated a strong effect of punish-
ments of Trial 1 in the exploration during Trial 2. The
environment discovered during Trial 1 kepl its aversive role
in Trial 2, and mice did not recover their motivation to
explone the box, even if no shock was delivered during the
first 15 s of Trial 2. After the first experiment, we wondened
whether a reduced exploratory drive during Trial 2, could
explain the decrease of the number of punished passages
accepted by experienced mice. It seemed to be only one part
of the explanation, as no significant diminution of the
exploration could be seen between nalve mice and mice that
had already explored the apparatus without punishments
with wehicle and DOl groups. For diazepam, the rise of
explorations in naive mice triggered a significant difference
in comparison with the experienced mice with no shock in
Trial 1. Diazepam effects on naive and experienced mice
during this experiment may be interpreted as a decrease in
neophobic reaction, triggered by the anxiolytic-like effect of
diazepam for nalve mice.

Electric stimulation may trigger a kind of fear or phobic
state, linked to the environment. To discuss further about
the: link established between environment and punishments,
we made a third experiment modulating the aversive area
during Trial 1. Using a spatially modified apparatus during
Trial 1 carried out a rise of the number of punishments
accepted by mice in Trial 2 in the FPT, compared to mice
placed in the typical FPT during Trial 1 for mice treated with
DOl and diazepam at 1 mg/kg. DOl kept its arcolytic-like
effect in both groups, with a stronger effect in mice exposed
o two different apparatus across trials.

The fear drive has been raised by the previous exploration
of the environment, but without any association with the
environment. This fear drive would exert a pressure against
the exploration drive and limit the number of crossings
shifting the global balance between fear and exploration,
with a kind of aversive memory. Maive mice have a strong
exploration drive, as they have never been exposed to the
test; experienced mice have a lower one, il is especially true
for mice that have been placed in the same apparatus during
both trials. But in Experiment 2, we have shown that no
diminution of this drive was observed when mice were placed
twice in the same environment, The true guestion is now
focused on the evidence of such kind of aversive memory
that could appear with experienced mice. We have previ-
ously shown in Experiments 1 and 2 that some aversive
memaory could be involved in the decrease of exploration,
crossings or punishments accepted, but not in the loss of
effect of diazepam.



The anti-punishment effect of diazepam was restored
without re-exposition to the same apparatus, but with
electric shocks in both trials, The last experiment was useful
to discuss the impact of environment en the response to
treatments: exposure to a completely different apparatus,
imed for its anxiety-provoking design: the EPM. Exposition to
this stressful apparatus without punishments, totally differ-
ent from FPT, did not modify the effects of treatments on
punished passages in FPT, on DOI effects, and did not trigger
a loss of effects of diazepam. All these results lead us to
conclude the major role of spatial knowledge, potentiated
by fear of electric shocks.

Twao fields have been explored in this study: the decrease
of punished passages after re-exposure by using vehicle and
DO, and a possible OTT to BZD with diazepam.

The decrease of accepted punishments by mice on Trial 2
could be explained on the basis of a shift of the balance
exploratory/fear. A reduce of the exploratory drive could be
sufficient to have this shift, because even if no punishment is
given in Trial 1, a diminution of accepted shocks can be
observed in DOI treated group (Experiment 1). There & no
significant result in vehicle groups to conclude about this
exclusive role of exploratory drive on the decrease of
punishments in Trial 2. On the contrary, mice already
exposed to the apparatus seemed to maintain their
exploration drives when no shocks were given in the two
trials. At this point, aversive memary can be involved, as
mice shocked in Trial 1 did not recover their motivation to
explore freely the apparatus (Experiment 2), The association
of fear of electric shocks and environment seems to be the
strongest combination to decrease punishments accepted by
mice. In these conditions, it is difficult to classify the two
drives; environment may be the maln element and fear of
the shocks could act as a potentiator,

OTT in EPM develops independently of extra-maze cued
(Rodgers et al. , 1997), is independent of drug state on Trial 1,
the material from which the maze i3 constructed and the
specific inter-test interval employed (Espejo, 1997; File,
1990; Lister, 1987; Rodgers et al., 1992}, is evident by the
second minute of Trial 1 (Rodgers et al., 19%6), but is depen-
dent on the length of Trial 1 (Dal-Col et al., 2003) and both
trials (File et al., 1993),

Moreover, the experience of open arm, or closed arm,
solation during Trial 1 has been related to the loss of BZD
efficacy on retest (File et al., 1990, 1994; Holmes and
Rodgers, 1999).

The main information of these experiments is that
punishment is not the cause of the loss of anxiolytic-like
effect of BID in this model, This information allows us to
consider the loss of effects of diazepam a5 a true OTT.
Another result to consider is the fact that, in EPM, the OTT
does not depend upon initial open-arm experience (Frussa-
Filho and Ribeira Rde, 2002), This absence of anxiolytic-like
effect of BID without exposure to the most aversive
tituation can be found in our model. In FPT, even if no
electric stimuli are delivered, the diazepam loses its effect.
Mareover, we can conclude that an aversive environment is
not the first reason to have OTT.

KEnowledge of the environment seems to be the main
factor in the appearance of OTT. In EPM, naive mice treated
with vehicle and experienced mice treated with BZD have
the same results. But in FPT, we saw that the number of

punishments was deeply decreased by the previous exposure
to the test, in any case. This difference between the two
models is due to electric shocks acting as a reinforcing
stirmulus,

This loss of effect does not seem to be linked to an
increase of baseline anxiety, to a diminution of exploratory
drive or to a lecomoator habituation, The alteration of the
binding site of diazepam does not seem to be implicated,
because the only exposure to the apparatus triggered OTT,
but exposure to EPM did not modify the effect of diazepam.

With all these results, it seems clear that OTT is linked
to a type of knowledge or learning of the environment.
Mainty discussed with the EPM, the aversive learning seems
to be of great interest with FPT too. Even if no effect of
amnesic compounds were found in the test—retest with FPT
(Ripoll et al., 2005), we have to conclude that there is an
aversive learning, as shown with EPM (Vargas et al., 2006).
This kind of memory would not be linked to far spatial
clues, but may be to the limited area of the test. Our study
shows that information is kept about the environment.
These spatial data are sufficient to trigger OTT with mice
treated with BID, This confirms the structural dissociation
between exploratory activity, which gives spatial informa-
tion and expression of anxiety (Lamprea et al., 2000).

Together, these results show us that test—retest paradigm
in the FPT model clearly highlights an OTT phenomenon for
BID, but with a secondary level exerted by electric punish-
ments acting as re-inforcement,
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B. Discussion de I’étude 1

Dans cette étude, nous avons cherché a mettre en évidence, par l'utilisation de différents
protocoles, les influences de deux facteurs de motivation chez la souris : I'exploration de
I’environnement et la peur de la punition électrique.

Dans le premier protocole, la suppression de la punition lors du prétest a entrainé une faible
augmentation du nombre de passages punis acceptés par les souris lors du retest. Malgré
tout, ces résultats n’atteignaient pas les niveaux observés chez les souris naives. Ce méme
effet se retrouve chez les souris ayant recu du DOI, avec une augmentation similaire du
nombre de punitions acceptées lors du retest, en absence de chocs pendant le prétest. Cette
variation du nombre de punitions acceptées par les animaux pourrait étre liée a la
« mémoire aversive », elle-méme liée aux chocs lors du prétest. Par ailleurs, I'effet de type
anxiolytique du diazépam a disparu lors du retest chez les souris non-choquées lors du
prétest. Le phénoméne de « one-trial tolerance » ne semble donc pas lié a la punition
électrique lors du prétest.

Dans le second protocole, nous avons supprimé les chocs lors des deux expositions au test,
afin de connaitre l'influence de I'exposition au test durant le premier jour, sur la motivation
a explorer le méme appareil lors du retest. Avec des injections de DOI ou de diazépam au
cours du retest, aucune différence n’a pu étre mise en évidence sur I'exploration de
I'environnement, en comparaison avec des souris naives; en isolant un léger effet du
diazépam sur les souris naives vraisemblablement lié a une diminution de la néophobie chez
ces animaux. Il semble donc qu’il n’y a pas d’habituation ou de diminution de la motivation a
explorer 'environnement lors du retest.

Pour le troisieme protocole, nous avons modifié I'environnement de prétest, avec un
cylindre de verre opacifié. Les souris ont été exposées a ce test modifié puis ont subi une
exposition au FPT classique le lendemain. Les souris subissaient des chocs électriques lors
des deux sessions. Nous avons constaté une augmentation du nombre de passages punis
acceptés lors du retest, quels que soient les traitements injectés (DOl ou diazépam), en
comparaison avec des souris naives. De plus, I'effet de type anxiolytique du diazépam a été
significativement rétabli dans ces conditions, avec un nombre de passages punis équivalent a

celui de souris naives.



Ce résultat permet de considérer que la connaissance de I'environnement est un facteur
décisif dans I'apparition du phénoméne de « one-trial tolerance » dans le FPT lors d’un test-
retest. Le facteur « punition» n’intervenant qu’en renforcant [|'aversion contre
I’environnement. Vis-a-vis de cette aversion, il convient de noter que la connaissance de
I’environnement intervient aussi, puisque les souris recevant du DOI ont accepté un nombre
plus élevé de punitions lors du changement d’environnement pendant le test.

Nous avons ensuite confirmé ce résultat en exposant les souris a un modele d’anxiété
complétement différent lors du prétest : I'EPM. Pour les différents traitements, les groupes
ont recu un nombre similaire de punition, en comparaison avec les souris naives lors du
retest dans le FPT. Cette derniére étude est particulierement intéressante, puisqu’elle
permet de critiquer certaines théories concernant la mise en place de la « one-trial
tolerance » dans I'EPM. Ainsi, la modification de conformation du récepteur GABA, liée a
I’exposition a 'EPM, rendant inopérant les benzodiazépines (Gonzalez and File, 1997), parait
peu probable puisqu’une telle exposition n’entraine pas de variation de I'effet du diazépam
dans le FPT.

Cette étude nous a donc permis de connaitre les influences respectives de deux facteurs de
motivation de la souris: la connaissance de I'environnement et la peur de la punition, sur les
phénoménes de « one-trial tolerance » et de mémoire aversive. Nous pouvons constater que
la connaissance de I'environnement lors de la réexposition au test est d’'une importance
majeure pour I'expression de I'effet de type anxiolytique du diazépam, mais qu’elle exerce
aussi un effet sur la diminution du nombre de passages lors du retest. De plus, nous avons
observé que l'incidence de la punition électrique sur les résultats obtenus est minime et
gu’elle n’intervient en rien sur le phénomeéne de « one-trial tolerance ». Elle n’exerce qu’un
effet en second plan et uniquement sur la diminution de passages punis acceptés lors du
retest. Cette derniére conclusion permet de mettre en relation directe nos résultats avec
ceux obtenus sur d’autres modeles d’anxiété dans le cadre de I'étude de la « one-trial
tolerance». Nous pouvons sans ambigliité étudier ce phénomene sur le FPT, puisque seule
I’exposition a I'environnement détermine I'efficacité de la molécule anxiolytique.

Cette étude a donc apporté la preuve que le protocole de test-retest dans le FPT peut
constituer un modele d’étude de la tolérance aux benzodiazépines liée a une premiére
exposition. Ce constat permet de rapprocher les résultats obtenus dans le test-retest du FPT,

de ceux rapportés dans 'EPM. Nous avons ainsi constaté dans la littérature que différents



facteurs sont susceptibles d’intervenir dans la mise en place de la «one-trial tolerance» : des
facteurs spatiaux et temporels.

Dans cette étude, nous avons pu constater que la «one-trial tolerance» observée dans le
test-retest du FPT dépendait fortement de facteurs spatiaux, a savoir de I'acquisition de
repéres spatiaux lors du prétest. Pour poursuivre cette étude, il convient donc de
s’intéresser au second facteur d’intérét constitué par une analyse des parametres temporels
impliqués dans la mise en place de la «one-trial tolerance». La durée de |'exposition et
I'intervalle de temps entre les deux expositions sont deux parametres qui se sont avérés
critiques dans |'établissement de la «one-trial tolerance» dans 'EPM. Une étude de ces deux
données peut apporter de nouvelles réponses, notamment du fait de la plus grande rapidité
du test de FPT, diminuant ainsi la durée d’exposition et donc d’apprentissage.

Ce travail permet par ailleurs de caractériser de maniére plus fine le protocole étudié sur ce
modele. En effet, il pourrait étre intéressant de comprendre si ce modéle peut étre utile non
seulement pour I'étude de la tolérance aux benzodiazépines, mais aussi pour d’autres
pathologies.

Le test-retest du FPT pourrait constituer un modéle d’étude de pathologie dans laquelle les
benzodiazépines ne sont pas actives, ainsi que certains antidépresseurs, comme nous I’'avons
constaté pour la paroxétine, un inhibiteur du recaptage de la sérotonine et pour la
venlafaxine, un inhibiteur mixte du recaptage de la noradrénaline et de la sérotonine (Ripoll
et al.,, 2005). La phobie sociale ou le syndrome de stress post-traumatique pourrait
constituer des pathologies susceptibles d’intégrer les composantes étudiées par ce nouveau
modele. Des études supplémentaires sont bien évidemment nécessaires pour poursuivre
cette caractérisation.

Ainsi, nous nous sommes intéressés aux conditions chronologiques nécessaires pour
I'apparition de ces phénomenes, ceci afin de déterminer plus précisément les conditions
d’apparition de l'aversion envers les punitions, ainsi que celles de la tolérance aux

benzodiazépines. Ce travail a constitué I'étude 2.



Il. Etude 2 : Temporal parameters of one-trial tolerance to
benzodiazepines in four-plate test-retest

Parameétres temporels du phénomeéne de « one-trial tolerance », ou tolérance liée a la
premiere exposition au test, dans le test-retest du FPT.

« Temporal parameters of one-trial tolerance to benzodiazepines in four-plate test-retest »,
publié dans le journal Behavioural Brain Research, 2007.

Petit-Demouliere, B., Bourin, M.




A.  Obijectifs de I’étude 2

Décrit initialement dans I'EPM, le phénoméne de « one-trial tolerance » a été ensuite
reproduit dans d’autres modeles d’anxiété, tel que le FPT. Notre précédente étude a
démontré que le test-retest dans le FPT permettait I'étude de la « one-trial tolerance ». Dans
ce modeéle, nous avons récemment mis en évidence I'importance relative de deux facteurs
de motivation : la connaissance de I'environnement et la peur de la punition électrique.
Ainsi, nous avons pu constater qu’une souris exposée préalablement a un test ne présentait
pas de modification du comportement, susceptible d’exprimer un effet de type anxiolytique
aprés une injection de diazépam, une benzodiazépine de référence, lors de la réexposition a
ce méme modeéle. Cette perte d’effet serait liée a la connaissance de I’environnement
spatial, mais nous ignorons les modalités d’exposition nécessaires pour observer le
phénoméne de « one-trial tolerance ». De plus, nous avons pu conclure que les punitions
électriques ne seraient pas impliquées dans cette perte d’effet.

Par ailleurs, nous avons pu constater que la mémoire aversive, s’exprimant par une
diminution du nombre de passages punis acceptés lors du retest, était liée a la connaissance
de I'environnement ainsi qu’a la présence de chocs électriques.

Dans cette seconde étude, nous nous sommes intéressés aux parametres temporels
responsables de I'apparition de la « one-trial tolerance » et de la mémoire aversive. En
effet, le facteur temporel semble tenir une place importante dans I'apparition de la «one-
trial tolerance», dans I'ensemble des études menées dans I'EPM.

Pour cela, nous avons utilisé plusieurs protocoles, en variant la durée du prétest, en
présence ou non de chocs électriques ; le retest ayant lieu selon le protocole classique, avec
une administration unique de véhicule ou de diazépam. Cette premiére partie de I'étude
visait a connaitre le temps d’exposition nécessaire lors du prétest pour obtenir des
modifications comportementales et pharmacologiques lors du retest. Dans une seconde
partie, nous avons modifié I'intervalle de temps séparant les deux sessions de test. En effet,
nous avions constaté dans un travail précédent, que la diminution du nombre de passages
observée lors du retest persistait apres un intervalle de 42 jours suivant le prétest. Cette fois,
nous avons diminué l'intervalle de temps entre les deux tests, de 15 secondes jusqu’a 2
heures. Nous n’avons pas pu injecter de traitement lors de la seconde session dans cette

seconde étude, puisque nous travaillions sur des intervalles de temps trop courts.
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Ahstract

Anziolytic-fike effect of diazepam is abolished by a previous exposure to four-plate west (FPT). Variations of temporal parameters: imerval
between tials and duration of Tral |, with or without eleciric panishments allow characierizing factors which are responsible for this loss
phenomenon. Complede spatial representation of FPT seems to be responsible of this one-irial iolerance, and needs at least a 305 exposure 1o the

apparius 1o be completed, with or withoul punisiments,
£ 2007 Pablished by Elsevier B.Y.
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Four-plate test (FPT) 15 o uselul mice model of anxiety to
charactenye mechanisms of action of drugs with snxiolyic-like
effects [ 1], Utilizing different behavioural drives, it distinguishes
itsell from the elevaied plus-mare (EPM) and brings a differ-
ent point of view and other answers that those brought by this
widespread mode] [ 2]. Another simalar characterisiic s the emer-
gence of one-rial ielerance (OTT) 0 benzodinzepines during
re-exposure 1o the apparatus [3]. FPT can bring a new way (o
sty OTT, as it uses a totally different method and has only
one behavioural indicator: the number of accepled punishments.
Many hypotheses have been proposed to explain this pharma-
cobogical phenomenon [4]. Firstly described in EPM [5.6], it
has been observed in FPT and we managed o isolute the main
cause of this abolishment of effect of diasepam dunng Trial 2.
Even if memory seems not to be implied in this process [7].
spatial knowledge of the environment appears (o be essential (o
ohserve this loss of cifect [4]. We had already shown that elec-
iric punishments only potentiate the OTT observed and linked
to spatial knowledge. OTT is not observed in Trial 2 in mice
thit did receive electric punishment but in a spatially modified
apparales during Trial 1, but OTT appears in Trial 2 with mice
thiat did niot receive any shocks during Trial 1 [4]. In EPM with
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rats. a stedy has revealed that one-inal wlerance 1o benzodi-
arepines wis dependant of exposure time to apparatus during
Trial 1 [8.9]. In the present study, we wanted (o assess temporal
parameicrs involved in the emergence of OTT during Tral 2.
The duration of Trial | amd time intervals between tials have
been studied in order (o deseribe the evolution of mice behaviour
during this period and the response (o diazepam intra-peritoneal
injection.

Maive male Swiss mice (Janvier, Frunce), of 204+ 2 ¢ were
usedd. They were divided into cages of 18 animals, | week before
the experimentation, st 20°C and lights on between 07:00 and
1900k with free access 1o food and water, One hour before
experiments. mice were placed into cages of six animals. All
experiments followed ethicil rules of the French Ministry ol
Apncultore (No, 87 848), Diazepam (RBIL, Sigma, France) was
dissolved in a 3% concentration of Tween-80 with distilled
water: Controls received vehicle treatment only, Digeepam and
vehicle were administered intraperitoneally (i.p.) 30 min before
Trial 2 in o volume of 0.5 ml20 g of body weight. Diazepam
does not modify locomotor activity of mice at used dose,

The four-plate test (FPT) [ 10] { Bioseh, Chaville, France ) con-
sistsolacage (25cm » 18cm = 16cm) loored by four identical
rectangular plates (11 em = Eem) each separated by o gap of
4mm. Plates are connected to an electric generator (0.6 ma,;
0.5 5). Following a 155 habituation period, the animal 15 sub-
jected wooan electric foot-shock when crossing from one plate W
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another. The number of punished crossings is recorded during
Gl s, for & total of 755 This score is raised by anxiolytic-like
substances. Two control groups were used with naive mice dur-
ing Trial 2: one using vehicle, and one using diazepam 1 mafkg
injected i.p. as internal standard in anxiety models. The usual
paradigm of fesi-retesi in FPT is made with iwo sessions of FPT
separated by 24 b, In the following protocols, we have modified
durntion of exposure to FPT or time imerval between the two
test sessions.

The following protocols were used for the present study:

Experiment {2 Modifications of expasiire time to FIPT in pres-
ence af electrc fool-shocks, Each group was submitted to one of
these prededined peniods: 30 5, 455, 60 s, 205 0r 1355 One group
wits exposed only until mice received their first shock (labelled
Ist shock) Three groups were submitled ooa 755 perind: one
had shocks during 755 without habituation (labelled as 755
shocked), the second received only one shock during the whale
period {labelled as 75 5 1 shock) and the last group was a control
and used the classic wst-retest in FPT paradigm (labellzd 75 5).
All groups had a 155 latency time without shocks, except two
groups (755 shocked and 1 shock),

Experiment 20 Modifications of exposure time 1o FPT in
absence of electric foor-shecks. Mice groups were exposed to
FPT with no pumshments during Trial | during dilfersnt period:
155, 305 455 605, 755, Msor 1358,

Experimenr 3: Modifications of time interval between Trigls
1 and 2. Mice groups had different time intervals between trials.
Trials | and 2 were made nsing the classic protocol, with & 155
habituation tfime and a 605 period of punishments.

For the statistical analysis, results were expressed as a mean
of the number of punished passages (£5.EM.) for the FPT, For
experiments | and 2, a two-way ANOVA (Trial 1 » treatment
in Trial 2) was cmployed. IF the ANOVA showed a significant
difference, a Sidak’s post hoc test was performed to compare the
effect of Trial 1 on trestment efeets in Trial 2. For experdment
3, 2 one-way ANOVA was performed with a Sidak’s post hoc
test. Data were tested for homogeneity of the variance snd nor-
mal distribution. All analyses were conducted using the SPSS
program for [BM compatible computer.

W have obtsined the following resulis:

Experimenr | (Fig. 1) Two-way ANOVA showed sigmi-
icant Trinl 1 [Flozon =448, p<0.001], drug [£) 300 =22.0,
p=0001] and Trial 1 x drug effects [Figam, =6.2, p<0.001],
Sitlak’s post hoc test gave us the following results. Diszepam
anxiolytic-like elfect, evalusted with the raise of the number of
accepled punishments, is significantly present anly in two groups
during Trial 2: naive (p<0.001) and first shock {p=001), In
other groups, diszepam did nol modify the number of punish-
ments accepled by mice, compared to respective vehicle-treated
group. Receiving only one shock (first shock group) or 305
exposure to FPT dunng Trial | does mot decrease the number
of punishments accepled by mice during Trial 2. compared 1o
naive mice, First shock group had a mean time exposure to FFT
during Trial 1 of 1244125 30 exposure of time, i.c 155
hahituation and 15 s punished exploration, is sulficient w ahol-
1sh the anziolytic-like effect of diwepam at | mg/kg. All groups
that have been exposed a longer lime o FPT during Trial | did
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Fig. I. Consequences of modifications of the duraton of Tral | onTral 2 resulis
in presenee of electric foot-shucks. All dala are shown as means + 5 EM. 1= 12
per group. The symbol @ indicates a sigaifcam differeace with the naive groap
The symbad & indicates & significant difference with respoctive vehicle grosip
The symbal * indicates a significant difference with ihe velicle naive group
The number of syenbol explains the kevel of significance (c.g. @ p<005, @ @
b, EEE pa 000

not show any effect of diazepam. Considening vehicle-treated
groups (755 1 shock excepled), mice exposed at lagst 455 1o
FPT during Trial 1 accepted sigmificantly fewer punishments
than naive mice during Trial 2 {p< 001 for 45 5 group, g < 0001
for other groups). Group exposed 10 Trial | during 755 with
only the fiest shock (labelled 75 s 1 shock) was ot significantly
different from naive mice during Trial 2 for both vehicle and
diagpam treatments.

If we compure groups during Trial 2 by wking 75 5 group as
control, only naive and fiest shock groups are significantly dif-
ferent (p<0.01), All groups exposed during at least 30 s during
Trial 1 in FPT are not significantly different from 75 s control
Zroup.

Experiment 2 (Fig. 2), Two-way ANOVA showed sigmif-
icam Trial 1 [Fppem =347, p<0.001], drug |Fq o =301,
p<0.001] and Trial 1 = drug effects |Figon = 7.7, p<0.001].
Sidak's post hoc test gave us the following results; 755 con-
ol made significantly less punished passages than naive mice
(p=0001). This retest controd was different from both 154,
305, 45 5 groups for vehicle and diarepam treatments (< 0.01).
Dhiazepam had a significant effect only in naive and 15 5 groups
(=000} In other groups, it did not modify the number of
accepled punishments. In vehicle treated groeps, a differcnce of
accepled punishments was observed in Bils, $s and 1335 in
comparison with naive mice, these groups made fower passages
than naive inexpenenced mice.

Experiment 3{Fig. 3). One-way ANOVA showed a sigificant
difference between groups [F2,43 = 19.245, p< 0.001]. Using
the Sidak's post hoc lest, we obtained the following results,
All experienced mice accepted significantly fewer punishments
than naive mice (p<0.05 for 4.5 min aroup; p< 0001 for other
groupsh. A tendency of decreasing in the number of accepled
punished passeges was observed when raising the time interval
between trials. but without stadistical confirmation, 4.5 min time
interval was the only group that was different from 1440 min
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retest group (< 0,001 ) and different from the next time interval
{Bmin, p< 001N

In the present study, we have modilied the time parameters
of the test—retest paradigm in FFT, in oeder w find which param-
eter coubd be implied in the foss of effect of diazepam during
Trial 2, namely one-trial tolerance |4]. Previously, we had shown
that the decrease v accepted punished passages during Trial 2
was ohserved at intervals ranging from 24 hio42 days [3]. Using
three experimenty, we have isolated parameters of the test—retest
paradigm: duration of Tral | with or without shacks and time
inderval. The first major result is the abolishment of anxiolytic-
like effect of dizzepam when mice explore more than 155 the
FPT. Even in absence of electric punishments, this complete
loss of digzepum effect is found, confirming that exploration is
the only behavioural drve that cancels the effect of diazepam
during Trind 1 [4]. A 155 exposure 1o FFT with or without pun-
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Fig. 3. Modifications of fime imerval between Triols | and 2 an FFT, All data
are shawn as means = 5 EM. o= |2 per groug, The symbol @ indicases a sig-
nificant difference wih the previous groap (nferior sime inerval), The symbal
# idhicates a significan) dafference with retest group. The symbaol * indicates a
significant difference with the naive groop, The namber al symbol explains the
leviel af gignificance (e.g, & p <005, @@ peilill, B@@ p0,00])

ishments {15 s or first shock prowps) is not sulTicient to cancel the
anxiolytic-like effect of diazepam dunng Trial 2. 1t is possible
that mice did not have enough time o make o complele represen-
tation of this new environment in such a short ime. Diagepam
could exen its effect on a preserved neophobic state, which could
have disappeared in mice exposed during a longer time. With
groups exposed during more tran 155 o FPT in Traal 1, aswitch
of balance between exploration and fear may occur, leading o
a new state against which dinrepam appears 10 be ineffective,
Spatial representaiton of the FPT apparatus could be acquired
during the first 30 s elapsed in FPT during Trial 1. This mapping
of the cavironment leads o o new ansiely-like state, differem
from neophobia and resistant against diazepam. Environmen-
tal knowledge does not itself strongly decrease the number of
punished passages sccepted during Trial 2, as observed with
vehicle treated mice without shock durng Tral 1. Only a small
decrease in punished crossings 15 detected durng Trial 2, with
3 groups which were able to explore FPT ai least 60 5 withoul
shock during Trial 1. This decrease may be doe w a dimino-
tion of the exploratory drive linked o a complele knowledge
of the environment. Influence of punishments on the effect of
diazepam cannot be known; as the angiolytic-like clfect is los
with all groups exposed more than 155, Furthermore we could
not check the effect of modifying time intervals betwern trials on
the effect of diazepam, as drug administeation must occur 30 min
before the test and the decrease of punished crossings appears
s soom as |5 min after the stant of Trial 1. Punishiments seem (o
potentiate the decreased in punished crossings accepled by mice
during Trial 2. Fifieen seconds of habituation followed by 305
af punished passages are sulficient 1o tngger this decrease. On
the contrary, there is only a small decrenss in punishments dur-
ing Trial 2 with mice which did not receive electne fool-shocks
during Trial |. Moreover, the 75 5 | shock group reveal effects of
punishments during Trial 1 on behaviour during Trial 2. No dif-
ference between this group and naive mice was ohserved duning
Trial 2. One shock is not suflicient to decrease the exploratory
drive of mice during re-cxposure to FFT. With all these data, we
can conclude thut the foss of effect of diazepam during retest
in FPT 18 due 1o a previous 305 exposure, Dunng this period,
4 complete spatial representation seems 1o achieve, and con-
verts the neophobic state (o a new anxiely-like stale resistant o
diazepam. Spatial knowledge is the main information kept by
mice, cloaking the fear of electric punishments. This mapping
of the environment takes 305 w complete and is available as of
the end of Trial 1. Indeed. a significant reduction in the number
of punished passages accepted by the mice is ohserved s of the
interval of 1.5 min between iials. A regular decrease in the num-
ber of punishments accepted during Trial 2 can be observed with
the raise of ime interval, which can be linked to a transfer of
the spatial information lo a kind of fong-term memory. Another
hypothesis could be linked w0 the stress-indoced analpesia, The
stressed animals could be less sensitive o the electric punish-
ment shirtly after the rst exposure and, therefore, perform more
punished crossings. Previously assessed | 7], the topic of memaory
in the lesi—relest process seems (o hide some answers, mainly
in the retention of spatial mapping, that fasl for at least 42 days.
In EPM. the anxiolytic-like effect of midazolam is respectively
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present submitted during 1 min, impaired in 2 min and absent
im Smin in Trial 1 [B], but this stuchy was made with rats. It
% mteresting o consider that the time-course of abolishment of
anxiolytic-like effect of the benzodizzepine is nod similar in both
models. In FPT, only 30 s of exploration are sufficient to ingger
one-trial Wwlerance 1o BZD in mice; in EPM. 1 min of exposure
during Trial | is sufficient [11]. Shoner time exposenes have o
been tested with EPM, The ume necessary fo have OTT in the
el miay depend of the complexity of the new environmendt,
one singhe closed box could be simpler to analyie amd memorize
than four arms with or without walls,

Ewven if amnesic compotnds seem o be inefficient wo cancel
OTT during “Trial 2 [7]. it has to be conclude that there is &
learming process that mfluence anxiolytic-like effect of diaze pam
during Trial 2 The spatial component of s leaming may be
insensitive 1o thas type of drog-induced amnesia,

Spatial manipulations had alse been assessed in EPM, The
authors revealed that confinement 10 an open arm did not
compromise chlordinzepoxide efficacy, and closed arm con-
finemem dunng initial exposure abolished i, They concluded
that anxiolytic-like effect of the dmug i Tral 2 depends on
prior discovery and exploration of relatively safe preas of the
mipe (e, closed arms) [12]. We can suppose that during
Trial I, mice are looking for a safe place in FPT, and that
the spatial acquisition during this time does not only keep
aversive data (electric punishmems), but also what is the best
behaviour o hive against e threal (decrease of explortion).
This suggestion is ¢lose 1o Rodgers and Shepherd's hypoth-
esis, explained by Pereira as “poor knowledpge of the maze
(e.g. escape is not possible via open arms) would reduce the
tendency (0 explore these natural aversive arens, thereby reduc-
inge conlhict wnd ehminating a possible response o diarepam”™
[13,14].

We can conclude thiat FPT allowed o study OTT with a dif-
ferent point of view, but permitted (o obtain similar resulis as
studies in EPM. We now have a temporal scale for the establish-
ment of 7T in FPT, which is not affected by punishments, The
mitin advantage of FPT is the case of use, the rpidity and the
robusiness of the model. [t is less sensitive 10 environmental
varimions m our laboratory than EPM. and the use of elec-

tric punishments allows (o potentate OTT and aversive memory
studies.
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B. Discussion de I’étude 2

Dans ce travail, nous avons cherché a connaitre les modalités nécessaires en termes de
temps d’exposition et d’intervalle inter-tests pour constater I'apparition d’'une « one-trial
tolerance », ainsi que I'apparition d’'une mémoire aversive, en comparaison avec des souris
naives. A l'aide de ces deux protocoles, nous avons pu déceler plusieurs résultats
intéressants.

Dans un premier temps, nous avons pu observer que le phénoméne de « one-trial
tolerance » s’exprimait lorsque les souris avaient été exposées 30 secondes au FPT lors du
prétest. Ce résultat est retrouvé chez des souris exposées ou non a des chocs électriques
durant ce prétest. Cela confirme bien que la perte d’effet du diazépam dans le FPT n’est pas
lige a la présence de chocs électriques, comme nous |'avons démontré dans [|'étude
précédente.

Une exposition de 15 secondes n’est pas suffisante pour déclencher ce phénomeéne. Cela
peut étre attribué au fait que la souris n’a pas suffisamment de temps pour se faire une
représentation compléte de I'espace de test. Dans ce contexte, le diazépam conserve son
activité de type anxiolytique lors du retest. Cette activité pourrait étre liée a I'activité de la
benzodiazépine sur la néophobie, qui ne serait pas diminuée lors du retest, du fait d’une
trop courte exposition préalable.

La représentation spatiale effectuée par la souris semblerait donc nécessiter une exposition
supérieure a 15 secondes. Les animaux seraient alors placés dans un état différent de la
néophobie et contre lequel le diazépam serait inefficace. Dans 'EPM chez le Rat, le temps
maximum d’exposition lors du prétest pour ne pas observer de la «one-trial tolerance» était
de 1 minute. Des 2 minutes d’exposition, une altération de I'effet du midazolam était mise
en évidence (Dal-Col et al., 2003). Ces deux données permettent de conclure qu’il y a un fort
effet du facteur temporel lors du prétest sur I'apparition de la «one-trial tolerance». Nous ne
pouvons pas comparer de maniére plus aboutie les deux modeles selon ce critere
puisqu’aucune étude n’a été réalisée dans I'EPM chez la Souris, avec du diazépam. Ces deux
données sont en effet indispensables pour autoriser une comparaison entre les modeéles.

En considérant le déroulement du test d’'un point de vue comportemental, nous pouvons

penser qu’une souris naive est extrémement motivée lors de cette premiere exposition pour



découvrir son environnement proche, vraisemblablement pour en connaitre tous les intéréts
et risques potentiels.

Nous constatons que la connaissance de I'environnement n’est pas suffisante pour entrainer
une forte diminution du nombre de punitions acceptées lors du retest. En I'absence de
punitions lors du prétest, les souris conservent un niveau de punitions acceptées similaire
aux souris naives, malgré une exposition prolongée au test. Les animaux sont en présence
d’un environnement spatial identique et qui présente pourtant de nouveaux risques liés aux
chocs électriques. La motivation a explorer ces différences pourrait étre ainsi expliquée.

Par contre, aprés avoir découvert I'environnement pendant 30 secondes en subissant les
punitions lors du test, la connaissance de I'environnement et de son aversion est acquise.
Dés lors, la motivation prépondérante lors du retest n’est plus liée a I'appropriation de
données spatiales. En effet le lendemain, la souris réexposée n’a plus le méme équilibre
entre motivation d’exploration et peur envers I'environnement. Les punitions lors du retest
constituent un phénomeéne aversif connu et assimilé a I'environnement initialement
découvert. Si la motivation a explorer I'environnement est diminuée par une connaissance
des repéres spatiaux suffisante, la souris n’a plus intérét a passer d’'une plaque a l'autre. Cela
pourrait expliquer alors, la diminution du nombre de punitions acceptées par les souris lors
du retest, chez des souris exposées 30 secondes en présence de chocs électriques durant le
prétest.

Dans les deux cas, un changement d’équilibre entre motivation d’explorer et peur des
punitions lors du retest pourrait placer les souris dans un état dans lequel les
benzodiazépines s’avéreraient inefficaces.

L’étude de l'intervalle de temps nous permet de constater que les informations acquises par
I'animal lors de la premiére exposition peuvent modifier la réponse comportementale dés la
fin du prétest, puisqu’'une souris réexposée immédiatement au test ne continue pas a
explorer I'environnement. Ceci persiste pendant les deux heures suivant le test.

Malgré cela, nous ne pouvons savoir si cette diminution observée quel que soit I'intervalle
de temps (0 secondes — 2 heures) est liée a une cause unique ou plutot a plusieurs
phénoménes successifs d’habituation puis de mémorisation progressive. En effet, nous
pouvons constater une diminution réguliere du nombre de punitions acceptées lors du

retest, au fur et a mesure de I'augmentation de l'intervalle de temps entre les deux sessions.



Concernant l'effet du diazépam, celui-ci étant testé 30 minutes apres injection, nous ne
pouvions pas tester la « one-trial tolerance » sur ce méme intervalle de temps (0 secondes —
2 heures). Pour pouvoir étudier cet intervalle de temps, il faudrait effectuer une cinétique de
I'effet de type anxiolytique du diazépam sur des souris naives ayant recu du diazépam dans
cet intervalle de temps. Ensuite, si le traitement a montré un effet durant cette période,
nous pourrons essayer de tester des intervalles de test-retest plus courts que 30 minutes

avec des injections de diazépam.




III. Etude complémentaire des facteurs comportementaux

Résultats de différentes expérimentations sur I'effet du diazépam lors du retest

- Etude de l'effet anti-punitif du diazépam avec un intervalle de 30 ou 60 minutes entre
test et retest

- Cinétique de I'effet de type anxiolytique du diazépam entre 5 et 25 minutes dans le
FPT chez la souris naive

- Effet anti-punitif du diazépam lors du retest avec un intervalle de temps inférieur a
30 minutes entre test et retest

- Augmentation de l'intervalle de temps entre test et retest, jusqu’a 42 jours, avec une
injection de diazépam lors du retest: Etude de la persistance de la « one-trial

tolerance »




Dans notre précédente étude, nous avons constaté que le facteur temporel était fortement
impliqué dans I'apparition de la «one-trial tolerance». Pourtant, nous n’avons pu étudier que
le facteur « durée du prétest ». En effet, nous ne pouvions pas travailler sur une diminution
de l'intervalle de temps entre prétest et retest, car nous ne disposions pas de la cinétique de
I'effet du diazépam dans le FPT sur une durée inférieure a 30 minutes.

Dans les deux protocoles qui suivent, nous avons initié un travail sur I'effet du diazépam lors
d’une diminution de l'intervalle de temps. Une premiéere expérimentation a été menée sur
I'effet du diazépam lors d’un retest 30 ou 60 minutes aprées le prétest. Nous avons conservé
la latence classique pour linjection du diazépam, qui est de 30 minutes, mais nous
souhaitions déterminer si les processus déclenchant la «one-trial tolerance» étaient mis en

place sur une durée inférieure a 24 heures.

- Etude de I'effet anti-punitif du diazépam avec un intervalle de 30 ou 60 minutes entre
test et retest

Dans cette expérience, nous nous sommes intéressés a I'effet anti-punitif que le diazépam
pouvait exercer sur des souris retestées 30 ou 60 minutes apres le prétest. Le temps « 30
minutes » correspond a la latence classique entre I'injection et le test dans le protocole du
FPT et au maximum d’effet observé du diazepam chez des souris naives. Le temps « 60
minutes » a été choisi a 'aide des résultats de I’étude 2. En effet, lors d’un retest 60 minutes
apres le prétest, nous avons observé les plus faibles valeurs de nombre de passages punis
acceptés chez les souris non traitées. Cette forte diminution du nombre de passages punis
acceptés pour un intervalle de 60 minutes augmentait la possibilité de mettre en évidence
un effet anti-punitif du diazépam, méme si il était relativement faible.
Les souris ont subi un FPT, puis ont été replacées dans les mémes cages. Pour le groupe « 30
minutes », les souris ont été injectées immédiatement aprés le prétest, puis retestées 30
minutes apres. Pour le groupe 60 minutes, les souris ont été remises en cage apres le prétest
pendant 30 minutes, injectées puis retestées 30 minutes aprés I'injection. Les souris ont recu
soit du diazépam a la dose de 1 mg/kg, soit du véhicule, par voie intrapéritonéale. Elles ont
été comparées avec des souris naives injectées avec les mémes produits, 30 minutes avant le

test.



La figure suivante (fig. 6) représente les résultats obtenus :
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Figure 6 : Influence de l'intervalle de temps entre le prétest et le retest sur la perte d’effet anti-
punitif du diazépam (1 mg/kg) lors du retest dans le FPT. Les données sont représentées en
moyenne +/- sem (n=12). Le sigle * représente une différence significative (* p<0.05, **<0.01,
**%20.001).

Nous pouvons constater que le diazépam n’entraine pas d’augmentation significative du
nombre de passages punis acceptés lors d’un retest effectué 30 ou 60 minutes apres le
prétest. 'ANOVA a deux facteurs montre un effet significatif du test [F(;,66=129.82, p<0.001]
et du traitement [F(1,66=41.42, p<0.001], ainsi qu’une interaction significative entre ces deux
facteurs [F266=44.74, p<0.001]. Le test a posteriori de Sidak révéle qu’il existe une
différence significative entre les souris naives injectées avec du diazépam, en comparaison
des souris ayant recu uniquement le véhicule (p<0.001). Cet effet anti-punitif n’est pas
retrouvé chez les souris retestées, aussi bien a 30 qu’a 60 minutes apres le prétest (p<0.001

pour toutes les comparaisons).

Ce premier résultat a permis de constater que la mise en place des processus entrainant une
perte d’effet du diazépam lors du retest est trés rapide. Pour un intervalle de temps de 30
minutes entre le prétest et le retest, le diazépam n’induit pas d’effet d’augmentation du

nombre de passages punis acceptés par les animaux expérimentés lors du retest.



Néanmoins, cette chronologie est assez large, en effet nous avons montré, chez les souris
injectées avec du véhicule, que I'information aversive et que la diminution du nombre de
punitions acceptées étaient mesurables dés la fin du prétest. C'est pourquoi nous avons
réalisé une cinétique de I'effet de type anxiolytique du diazépam a la dose de 1 mg/kg, dose
présentant le maximum d’effet a 30 minutes, en fonction de la latence entre injection et test

comportemental dans le FPT.

- Cinétique de l'effet de type anxiolytique du diazépam entre 5 et 25 minutes dans le
FPT chez la souris naive

Dans ce protocole, nous avons diminué l'intervalle de temps entre l'injection et le retest.

Nous avons cherché a déterminer le temps minimal auquel nous pourrions observer un effet

de type anxiolytique du diazépam injecté en i.p. a la dose de 1 mg/kg. Grace a cette donnée,

nous projetons de tester la chronologie d’apparition du phénoméne de « one-trial

tolerance » sur une durée inférieure a 30 minutes entre le prétest et le retest.

La figure sur la page suivante (fig. 7) représente les résultats obtenus :

Nous pouvons constater que le diazépam exerce un effet de type anxiolytique dés 5 minutes
apres son administration par voie intrapéritonéale dans le FPT. En effet, 'ANOVA a un
facteur montre un effet significatif du facteur temps [F(566=5.91, p<0.001]. Le test a
posteriori de Sidak révele une différence significative entre chacun des groupes traités au
diazépam et le groupe traité avec du véhicule. Aucune différence n’est apparue entre chacun

des groupes diazépam.




A la suite de cette expérimentation, nous pouvons conclure que |'effet de type anxiolytique
du diazépam est significatif dés 5 minutes aprés l'injection i.p.chez la souris naive dans le
FPT. La diffusion, puis I'action du diazépam sur les récepteurs GABA, intervient rapidement.
Le résultat de cette cinétique permet de tester I'effet du diazépam lors du retest, avec un
intervalle de temps compris entre 5 et 30 minutes, puisqu’ il exerce un effet de type

anxiolytique dans le FPT dans cet intervalle de temps chez la souris naive.
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Figure 7 : Cinétique de I'effet d’une injection du diazépam (1 mg/kg) dans le FPT chez des

souris naives. Les données sont représentées en moyenne +/- sem (n=12). Le sigle * représente

une différence significative par rapport aux souris « témoins », ayant regu du véhicule (* p<0.05,

*%<0.01, ***<0.001).

- Effet anti-punitif du diazépam lors du retest avec un intervalle de temps inférieur a
30 minutes entre test et retest

Afin de compléter I'étude 2 sur les facteurs temporels impliqués dans la mise en place de la
mémoire aversive et de la « one-trial tolerance », nous avons testé I'effet anti-punitif du
diazépam sur des intervalles de temps test-retest compris entre 5 et 30 minutes. Sur cette
plage chronologique, nous avons démontré qu’une injection de diazépam a la dose de 1
mg/kg amenait un effet de type anxiolytique chez des souris naives dans le FPT.
Dans ces conditions, nous avons voulu connaitre la vitesse de mise en place du processus de

perte d’effet du diazépam, afin de mettre ce résultat en paralléle de la chronologie effectuée

pour des souris injectées avec du véhicule seulement, lors de I'étude 2.



La figure suivante (fig. 8) représente les résultats obtenus :
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Figure 8: Cinétique de I'effet d’'une injection du diazépam (1 mg/kg) dans le FPT chez des souris
naives et expérimentées. Les données sont représentées en moyenne +/- sem (n=12). Le sigle *
représente une différence significative (* p<0.05, **<0.01, ***<0.001).

L'analyse statistique des résultats obtenus démontre qu’il existe des différences
significatives entre les groupes étudiés [F(7,136=71.19, p<0.001]. Le diazépam exerce un effet
de type anxiolytique chez les souris naives (p<0.001). La cinétique d’effet du diazépam lors
du retest révéle que l'injection de diazépam chez les souris prétestées ne provoque aucune
augmentation du nombre de passages punis acceptés suffisamment élevée pour dépasser le
niveau du groupe contréle naif. L’absence de groupe « témoin retest » ne permet pas de
définir I'effet de type anxiolytique du diazépam dans cet intervalle de temps. Néanmoins,
nous pouvons constater qu’il existe deux phases dans la cinétique observée : une phase pour
un intervalle inférieur ou égal a 15 minutes, et une phase pour un intervalle supérieur a 15
minutes.

Nous pouvons émettre I'"hypotheése que durant les 15 premiéres minutes, la souris subit

I'influence du diazépam et du stress suivant le prétest. Le stress diminue progressivement



sur cet intervalle pour étre absent 15 minutes apres le prétest. Pour cet intervalle de 15
minutes, aucune différence n’est constatée entre les souris témoins ayant recu du véhicule,
et les souris ayant recu du diazépam. Nous pouvons supposer que le nombre de passages
punis acceptés a été significativement augmenté par le diazépam, pour atteindre la valeur
des souris témoins naives. Lorsque l'intervalle entre prétest et retest dépasse 15 minutes, le
profil est complétement différent, avec un nombre de passages punis acceptés tres faible et
identique a 20, 25 et 30 minutes. Pour ces groupes, aucun effet du diazépam ne semble

s’exercer.

Bien que nous ne disposons pas de I'ensemble des contrbéles adéquats, nous pouvons
néanmoins constater que le profil de la cinétique de I'effet du diazépam dans le retest du
FPT est différent de celui des souris traitées uniguement avec du véhicule. En effet, dans
I’étude 2, nous avons pu observer une diminution du nombre de passages punis acceptés
des 1,5 minute apreés le prétest, en comparaison avec de souris naives. Cette diminution
était fortement significative pour un intervalle de temps entre prétest et retest supérieur a 6
minutes. Cette différence de profil nous améne a supposer que la mise en place des
processus entrainant la perte d’effet du diazépam ne suit pas la méme cinétique que

I’apparition de la mémoire aversive.

Cette information corrobore notre conclusion selon laquelle les phénoménes de la «one-
trial tolerance» et de mémoire aversive sont dépendants de processus différents et suivent
une cinétique différente. Cela nous permet de supposer que les structures impliquées dans
ces deux phénomeénes peuvent elles-aussi étre différentes ou impliquées d’'une maniére

différente.

- Augmentation de l'intervalle de temps entre test et retest, jusqu’a 42 jours, avec une
injection de diazépam ou de véhicule lors du retest, pour constater la persistance ou
non de la « one-trial tolerance »

Dans une précédente étude au sein du laboratoire, nous avions démontré que la mémoire
aversive observée lors d’'une réexposition au FPT perdurait au moins jusqu’a 42 jours apres

la premiere exposition. Dans cette nouvelle étude, nous avons voulu tester la persistance de



la perte d’effet du diazépam dans ce méme intervalle de temps, ceci afin de savoir si la
« one-trial tolerance » demeurait sur une telle période.

Ainsi, nous avons prétesté des animaux dans le FPT, puis nous les avons réexposés 24
heures, 3 jours, 7 jours, 14 jours, 21 jours, 28 jours ou 42 jours apres le premier test. Lors de
ce retest, les animaux recevaient soit une dose de 1 mg/kg de diazépam, soit le véhicule. De
plus, nous avons testé a chacune des sessions de retest des animaux naifs issus de la méme
cohorte, avec chacun des traitements.

La figure suivante (fig. 9) représente les résultats obtenus :
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Figure 9 : Augmentation de l'intervalle de temps entre test et retest, jusqu’a 42 jours, avec une
injection de diazépam (1 mg/kg) ou de véhicule lors du retest. Les données sont représentées en
moyenne +/- sem (n=12). Le sigle @ représente une différence significative entre le groupe diazépam et
son témoin véhicule pour un méme intervalle de temps (@ p<0.05, @@ @ p<0.001). Le sigle #
représente une différence significative entre le groupe considéré, et son témoin naif issu de la méme
cohorte, et non représenté sur le graphique. (# p<0.001, excepté pour « retest 42 j. » # p<0.05).
L'analyse statistique révele que des différences significatives existent selon le traitement
[F(1,176)=84.56, p<0.001] ou l'intervalle de temps [F(7,176=37.04, p<0.001] et que l'interaction
entre ces facteurs est significative [F(7,176)=7.50, p<0.001]. Sur la figure 9, nous n’avons pas
représenté les groupes témoins naifs issus de la méme cohorte, utilisés comme témoins du
jour pour chaque intervalle de temps. Une différence significative existe pour tous les
groupes ayant recu du véhicule entre les souris naives et les souris retestées (p<0.001), pour
un intervalle de temps compris entre 24 heures et 42 jours. Nous pouvons donc constater,

comme nous l'avions publié précedemment, que la mémoire aversive lors du retest est

conservée sur cette période (Hascoet et al., 1997). Par ailleurs, nous observons qu’aucune



augmentation du nombre de passages punis acceptés n’est retrouvée pour les groupes ayant
recu une dose de 1 mg/kg de diazépam, sur des intervalles de temps compris entre 24
heures et 14 jours. Par contre, pour un intervalle de temps entre prétest et retest supérieur
a 14 jours, nous avons constaté une différence significative entre les animaux ayant recu le
diazépam et ceux ayant regu du véhicule. La persistance de la « one-trial tolerance » est
donc inférieure a celle de la mémoire aversive, puisqu’elle n’est plus observée au-dela de 14

jours.

Ce résultat confirme, une fois de plus, que les deux phénomenes observés lors du retest, la
mémoire aversive et la « one-trial tolerance, ne sont pas supportés par des mécanismes et
par une cinétique équivalente. Cela permet de supposer que I'implication de la mémoire
spatiale, disponible chez la Souris souris jusqu’a 42 jours aprés le prétest, n’est pas

prépondérante dans I'apparition de la « one-trial tolerance ».



IV. Etude 3 : Anxiolytic-like effect of DOI microinjections into the
hippocampus (but not the amygdala nor the PAG) in the mice four-
plate test

Effets de type anxiolytique de micro-injections de DOI dans I’hippocampe (mais pas dans

I’'amygdale ou la PAG) dans le FPT chez la Souris

« Anxiolytic-like effect of DOI microinjections into the hippocampus (but not the amygdala
nor the PAG) in the mice four-plate test » soumis au journal European
Neuropsychopharmacology.

Massé, F., Petit-Demouliere, B., Dubois, 1., Hascoét, M., Bourin, M.




A.  Obijectifs de I’étude 3

Dans cette étude, nous avons mis au point un protocole d’injection localisée au niveau de
structures cérébrales. Conjointement avec le Dr. F. Massé, nous avons procédé a l'injection
d’un agoniste des récepteurs sérotoninergiques 5-HT,a/;c: le DOI, ou de liquide céphalo-
rachidien artificiel dans I’hippocampe, 'amygdale ou la PAG. En effet, ces trois structures
semblent jouer un réle important dans I'anxiété, ainsi que dans I'élaboration des effets de
type anxiolytique des traitements.

Cette étude s’inscrivait aussi dans le cadre de la recherche des mécanismes d’action du DOI
dans le FPT, afin de déterminer les structures impliquées dans I'apparition de |'effet de type
anxiolytique observé lors d’une injection intra-péritonéale dans le FPT.

Au cours de cette étude, nous n’avons pas étudié le modele du test-retest. Ce travail a été
effectué sur le FPT avec une seule exposition. L’étude cherchait a déterminer des structures
impliquées dans I'élaboration d’un effet de type anxiolytique dans le FPT. De plus, nous
avons mis au point et validé dans le laboratoire la méthodologie nécessaire pour ce travail, a
partir d’'une technique développée dans I'équipe du Pr. C. Belzung par une doctorante (S.
Coubard).

Dans ce protocole, la validation de la technique d’injection a été effectuée par le biais d’'une
étude histologique et de I'observation des résultats comportementaux. Nous nous sommes
intéressés aux effets d’injections de DOI dans différentes structures liées a I'anxiété, dans le
FPT. Par ailleurs, nous avons vérifié que le protocole d’opération et d’injection n’entrainait
pas de modifications de I'activité locomotrice chez les animaux. Pour cela, nous avons utilisé
un test d’actimétrie et avons ainsi pu connaitre |'activité exploratrice horizontale des

animaux.
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ABSTRACT

Anxiolytic-like effects of DOI, a 5-HT,5c agonist have been observed in elevated plus-maze and four-plate test (FPT). In the
present study, we have targeted three structures involved in anxiety in mice and injected three quantities (1pg, 2ug or Spg per
mice) of DOI into hippocampus, amygdala and periaqueductal gray matter (PAG). Tests were carried out immediately after
injections. At 1-2 pg/mice, DOI did not modify the number of punished passages accepted by mice. Injections of 5 pg DOI/mice
did modify behaviours of mice in FPT. In amygdala and PAG, DOI exerts an anxiogenic-like effect. In dorsal hippocampus, a
strong anxiolytic-like effect was found when injecting DOI, comparable to the anxiolytic-like effect of diazepam 1mg/kg injected
intraperitoneally and used as positive control. DOI or vehicle injections did not affect locomotor activity. These results help us to

understand mechanisms of action of DOI in animal models of anxiety

INTRODUCTION

The four-plate test (FPT) is an animal model of anxiety in
mice, which is used in many laboratories to evaluate the
anxiolytic-like effect of new molecules. This model is based
on the suppression of novel surrounding exploration by the
delivery of mild electric foot shock contingent to quadrant
crossing (Aron et al, 1971). A compound exerts an
anxiolytic-like effect when its administration triggers a raise
of the number of punished passages accepted by mice. In our
laboratory, FPT has demonstrated a sensibility for the acute
administration of benzodiazepines and antidepressants
(selective  serotonin reuptake inhibitors, SSRIs and
noradrenaline/serotonin ~ reuptake  inhibitors, = SNRIs)
inducing an anxiolytic-like effect in this test (Bourin et al.,
1992; Hascoet et al., 2000).

There is evidence now that 5-HT, receptors are implicated in
the anxiolytic-like properties of antidepressant drugs (Bourin
and Nic Dhonnchadha, 2005). Precedent studies have
demonstrated that the stimulation of 5-HT, receptors
induced an anxiolytic-like effect in the FPT (Nic
Dhonnchadha et al., 2003a). An acute i.p. administration of
DOI (a 5-HT,annc agonist) generated an anxiolytic-like effect
in the FPT. This effect is due to the stimulation of 5-HT,,
receptors and not to the stimulation of 5-HT,¢ receptors
because a 5-HT,, antagonist only inhibited the punishment
increase induced by DOI (Nic Dhonnchadha et al., 2003b).
Moreover, this subtype of receptors seems to be implicated
in the anxiolytic-like effect of antidepressants (Nic

Dhonnchadha et al., 2005). A recent study demonstrated that
the 5-HT,, receptors stimulated by acute administration of
DOI are present on GABA neurons (Masse et al., 2000).

In order to localize the 5-HT,, receptor activated after DOI
administration at the cerebral structure level, we have
measured the DOI activity in three brain structures widely
implicated in the neurobiology of anxiety: dorsal
hippocampus, amygdala and periaqueductal gray matter
(PAG).

The first structure studied is the dorsal hippocampus. This
structure is implicated in the mechanism of fear conditioning
(Antoniadis and McDonald, 2000; Gerlai, 2001; Sanders et
al., 2003). Hippocampal lesions lead to behavioural
alterations in particular circumstances as fear conditioning
(Young et al, 1994). Moreover, many studies have
demonstrated that, in the hippocampus, a local
administration of benzodiazepines (midazolam or diazepam)
induced an anxiolytic-like effect in the Vogel conflict test
(Kataoka et al., 1991; Plaznik et al., 1994; Stefanski et al.,
1993). The role of serotonergic transmission in hippocampus
has been studied by the local infusion of 5-HT;, agonists
and 5-HT; antagonists. The administration of these drugs
induced anxiolytic-like effects in the elevated plus maze and
in the Vogel conflict test (Menard and Treit, 1998; Menard
and Treit, 1999).

The amygdala has been also described as a significant
structure in the mediation of fear conditioning and anxiety.
Different studies have demonstrated that lesion of amygdala



induce disruptions of neurochemical indications (e.g.
adrenocortical activation) and expressions of behaviours
(e.g. freezing behaviour) of fear conditioning (Blanchard
and Blanchard, 1972; Goldstein et al., 1996). Moreover,
Campeau et al, 1991 have shown an elevation of c-fos
ARNm in amygdala after administration of mild footshocks
in rat (Campeau et al., 1991). The amygdala possesses an
important 5-HT innervation from dorsal raphe nucleus
(Azmitia and Segal 1978; Vertes 1991). 5-HT local
administrations seem to induce anxiogenic-like effects in
many animal models (Higgins et al., 1991; Hodges et al.,
1987).

The third structure studied is the PAG. This structure
integrates behavioural and autonomic expressions of
defensive reactions and then plays an important role in fear
and anxiety (Bandler and Shipley, 1994; Brandao et al,,
2003; Graeff, 1990; Lovick, 1993). In human, dorsal PAG
(dPAG) stimulation induces feelings of fear and marked
autonomic changes comparable to the symptoms of panic
attacks (Amano et al., 1978; Nashold et al., 1969). In
animals, PAG stimulation evokes an aversive emotional
response (fear and escape Dbehaviour) and stress
physiological changes (increase of defecation) (Schutz et al.,
1985). Many evidences demonstrate that PAG stimulation
implicates the 5-HT neurotransmission (de Bortoli et al.,
2006; de Paula Soares and Zangrossi, 2004; Jacob et al.,
2002; Jenck et al., 1989; Schutz et al., 1985). Moreover, the
PAG and the amygdala possess 5-HT innervations from the
dorsal raphe. These 5-HT neurons possess varicosities which
have preferential contacts with 5-HT, receptors (Mamounas
et al., 1991). This observation demonstrates that serotonergic
activities of the PAG and the amygdala mainly implicate the
activation of 5-HT, receptors.

In summary, this work tries to localize the cerebral structure
implicated in the anxiolytic-like effect of DOI in the FPT.
The aim of the present study is so to evaluate the anxiolytic-
like effect of the 5-HT,anc agonist DOI in the FPT in three
cerebral structures: hippocampus, amygdala and PAG. For
this purpose, a local infusions paradigm has been used and
validated.

EXPERIMENTAL PROCEDURE

Animals

Male Swiss mice (Janvier, France), weighting on average
204+2g, on the day of the study, were used. These animals
were housed in groups of 18 for a minimum of 1 week prior
to experiments, at a constant temperature (20°C) and a
standard light cycle (lights on between 07:00 and 19:00 h).
There were free access to food and water. Naive mice were
used for each experiment. Mice were allocated randomly to
treatment groups (n=10). All experiments were conducted in
accordance with the ethical rules of the French Ministry of
Agriculture for experiments with laboratory animals (No.
87.848).

Experimental design

Four-Plate Test (FPT) (Aron et al., 1971)

This apparatus (Bioseb, Chaville, France) consists of a cage
(25x18x16cm) floored by four identical rectangular plates
(11x8 cm) each separated by a gap of 4 mm. The plates are
connected to a device that can generate electric foot shocks
(0.6 mA; 0.5 seconds, s). Following a 15 s habituation

period, the animal is subjected to an electric foot shock
when crossing (transition) from one plate to another i.e. two
legs on one plate and two legs on another. The number of
punished crossings is calculated for a period of 60 s. An
anxiolytic substance is capable of augmenting the number of
punished passages accepted by mice. Two standards groups
were used in the study: a control group using vehicle, and an
internal standard in the anxiety model using diazepam
Img/kg injected i.p..

Locomotor activity

Using an actimeter, we checked if surgery or infusion would
modify or not the locomotor activity of mice, in order to
isolate potential false positive in the study. Locomotor
activity was recorded during 75 sec. just after the infusion of
LCR or DOI, to be concordant with the FPT protocol.
Controls were made with mice which were not operated.
Surgical procedure

Surgery: Animals were anaesthetized with chloral hydrate
(400 mg/kg) and placed in a stereotaxic apparatus (ASI
Instruments). Stainless steel cannula guides (0.60 mm
external and 0.35 mm internal diameters) were implanted
bilaterally in hippocampus and amygdala or unilaterally in
periaqueductal gray matter (PAG) according to atlas
(Franklin and Paxinos, 1997) . Stereotaxic coordinates were:
for dorsal hippocampus -2.5 mm posterior to bregma, +/-
1.75 mm lateral to the midline and -2 mm ventral to the
dorsal surface of the skull; for amygdala -1.5 mm : +/- 2.75
mm : -5 mm; for PAG -4.6 mm : +/- 0 mm : -2 mm. Cannula
guides were fixed to the skull with radiopaque posterior
glass ionomer restorative cement GC Fuji IX (Henri Schein,
France). Animals were allowed to rest 7 days before the
behavioural test to recover from surgery. A metallic cannula
dummy was placed in the cannula guide after surgery to
avoid blood clots. After behavioural tests, mice received
injections of methylene blue into cannula guide, they were
sacrified and brains were removed and placed 1 min. in 2-
methyl-butane at -35°C. Localizations of the implantation of
cannula guides were checked by histological way on cryostat
sections.

Local infusion: Hippocampus and amygdala and PAG were
infused with vehicle or with DOI, a 5-HT,s,c agonist
(Sigma, France) with an internal cannula (0.30 mm external
and 0.15 mm internal diameter) connected by polyethylene
tubing to 2 pl Hamilton Syringe. For hippocampus, 0.5 pl
solution was injected on each side (1 pl/ mouse) over a 60 s
period. For amygdala and PAG, 0.2 pul solution was injected
on each side (0.4 pl/mouse for amygdala, 0.2 pl/mouse for
PAG) over a 60 s period. Immediately after the intra-
structure injection, animals were placed in the behavioural
test, FPT or actimeter. Behavioural tests were performed
between 09:00 and 13:00 hours in a quiet room. The mice
were kept in this room at least 1 h before the test. Artificial
cerebro-spinal fluid (aCSF) was used to dissolve DOI, and to
inject in control-operated mice. For Amygdala and PAG,
three groups were made: 1 pg/mice, 2ug/mice and 5
pg/mice. For Hippocampus, two groups of DOI infusions
were made: 1 pg/mice and 5 pg/mice (mortality of mice
after surgery forced us to remove the 2pg/mice group).
Statistical analysis
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Figure 1: Effect of vehicle and DOI injections on locomotor activity
recorded by an actimeter. The results are cited as mean + SEM (n=10) of
number of rays interruptions. Statistical analysis was performed by a one-way
ANOVA to know effects of local administration of DOI and local administration
of artificial cerebro-spinal fluid (aCSF) on locomotor activity. To compare
operated mice with non operated mice and non operated mice with diazepam
group, a student’s ¢ test was performed (¢“¢ p<0.001).

Results were expressed as a mean of the number of punished
passages (£SEM) for the FPT.

For actimeter, results were expressed as a mean of the
number of ray interruptions. One-way ANOVA was
employed, if the ANOVA showed a significant difference, a
Dunnett’s test was performed to compare the effect of
treatments. The effect of diazepam, included as internal
standard in the anxiety model, was compared to the control
group via a student’s ¢ test (p<0.05). All analyses were
conducted using the SPSS program for IBM compatible
computers.

RESULTS

Effect of Vehicle and DOI local administrations on
locomotor activity

In all studied structures, surgery, vehicle or drugs infusions
did not modify the locomotor activity recorded during 75 sec
(Fig. 1). One-way ANOVA did not show any significant
differences, for drugs, structures or interactions between
these parameters.

Effect of Vehicle and DOI local administrations in the FPT

In the hippocampus, the amygdala and the PAG,
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Figure 2: Effect of bilateral intra-hippocampal injection of DOI in the FPT.
The results are cited as mean + SEM (n=10). Statistical analysis was performed
by a one-way ANOVA followed by a Dunnett’s test (*** p<0.001) to compare
mice effect of local administration of DOI and local administration of artificial
cerebro-spinal fluid (aCSF). To compare operated mice with non operated mice
and non operated mice with diazepam group, a student’s ¢ test was performed
(¢9€ p<0.001).

implantation of stainless steel cannula guides or injection of
vehicle did not modify the number of punished passages
accepted by mice in comparison with the control group
(»>0.05). (Fig2,3 and 4)

Dorsal hippocampus

The administration of DOI in dorsal hippocampus induced a
dose dependant modification in the mice behaviour in the
FPT in comparison with control-operated mice [F(y, »7)=
10.359, p<0.001]. The local administration of DOI 1 ug or
DOI 2 pg in hippocampus did not significantly modify the
number of punished passages (p>0.05). The local
administration in  hippocampus of DOI Sug/mice
significantly increased the number of punishments accepted
by mice in the FPT (p<0.001). Diazepam administered i.p.
30 min before the test significantly increased the number of
punished passages in the FPT (p<0.001). (Fig 2)

Amygdala

The statistical analysis demonstrated a significant effect of
DOI local administration in the amygdala [F5, 36= 3.533,
p=0.025]. This local administration of DOI at the doses of 1
pg and 2 pg did not modify the number of punished
passages accepted by mice in the FPT (p>0.05). The local
administration of DOI at the dose of 5 pg/mice significantly
decreased the number of punishment in FPT (p=0.008).
Diazepam administered i.p. 30 min before the test
significantly increased the number of punished passages in
the FPT (p<0.001). (Fig 3)

PAG

The intra-PAG injection of DOI significantly modified the
mice behaviour in the FPT [F5 36 = 7.367; p=0.001]. The
administration of DOI at the doses of 1 and 2 pg did not
modify the number of punished passages accepted by mice
(»>0.05). The intra-amygdala administration of DOI at the
dose of 5 pg significantly decreased the number of
punishment accepted by mice in the FPT (p=0.003).
Diazepam administered i.p. 30 min before the test
significantly increased the number of punished passages in
the FPT (p<0.001). (Fig 4)
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Figure 3: Effect of bilateral intra-amygdala injection of DOI in the FPT.
The results are cited as mean £ SEM (n=10). Statistical analysis was performed
by a one-way ANOVA followed by a Dunnett’s test (** p<0.01) to compare
mice effect of local administration of DOI and local administration of artificial
cerebro-spinal fluid (aCSF). To compare operated mice with non operated mice
and non operated mice with diazepam group, a student’s ¢ test was performed
(@@ p<0.001).
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Figure 4: Effect of bilateral intra-PAG injection of DOI in the FPT. The
results are cited as mean + SEM (n=10). Statistical analysis was performed by a
one-way ANOVA followed by a Dunnett’s test (** p<0.01) to compare mice
effect of local administration of DOI and local administration of artificial
cerebro-spinal fluid (aCSF). To compare operated mice with non operated mice
and non operated mice with diazepam group, a student’s ¢ test was performed

(@@@p<0_00 1).

DISCUSSION

In the present study, we have used FPT in order to find
cerebral structures implicated in the anxiolytic-like effect of
DOI, a 5-HT,sc agonist. We had previously described a
strong effect of this drug in the FPT, but only with ip.
administration. This work targeted three structures known
to be involved in the anxiety process in rodents. Dorsal
hippocampus, PAG and amygdala received local infusions
of DOI, and then mice were directly placed in FPT, to score
the number of punished passages. In parallel with this study,
we checked if local infusions of DOI or vehicle in these
structures would affect locomotor activity of mice, using an
actimeter test. As FPT is an animal model based on
exploratory behaviour, the first result to consider is the
absence of modifications of locomotor activity after vehicle
or DOI local infusions. This was preponderant to go further
in the analysis of our results.

Controls animals that received vehicle infusions obtained the
same results as naive animals in both behavioural tests. The
results of this study show that administration of DOI in
dorsal hippocampus triggers a significant increase in the
number of punished passages accepted by mice whereas
administration of DOI in amygdala and PAG decreases the
number of passages punished in the FPT.

The hippocampus is a structure which receive many
serotonergic afferences coming from dorsal and median
raphe nuclei (McQuade and Sharp, 1997; Moore et al., 1978;
Seeman et al., 1980). Modifications of the concentration of
5-HT in this structure helped to reveal its importance in the
neurobiological mechanisms of anxiety (Beekman et al.,
2005; Belzung et al., 2001; Carvalho et al., 2005; Rex et al.,
2005). Bannerman et al. (2003) showed that a lesion of the
ventral hippocampus generates modifications of anxious
behaviours of rats in some models of anxiety, as a reduction
in the immobilization of the rat after having received an
electric shock as well as a reduction in the latency time to
enter in the white compartment of the test of the light/dark
test which shows an anxiolytic-like effect (Bannerman et al.,
2003).

Diazepam
1mg/kg

On the contrary, other studies did not find any effect of
different type of lesions of hippocampus on the behaviour of
rats in the elevated plus-maze or on time spent in the white
compartment in light/dark test (Dringenberg et al., 1998;
Treit and Menard, 1997). Only one study showed the effect
of a direct injection in the hippocampus of a 5-HT), ligand,
the mCPP. The mCPP, a nonselective agonist of 5-HT,
receptors decrease the time of social interactions in rat and
thus has an anxiogenic-like activity (Whitton and Curzon,
1990). These results are different from those obtained in our
study but the ligand used is also different. The DOI is an
agonist of 5-HT,4 ¢ receptors. Its activity in the FPT would
be due to selective activation of 5-HT, receptors (Nic
Dhonnchadha et al., 2003b). The mCPP is a nonspecific
ligand of one of the sub-types of 5-HT, receptors with an
affinity slightly more important for 5-HT,c receptors. It is
then possible that the effect obtained in the study of Whitton
and Curzon is due to activation of 5-HT,gz or 5-HT,c
receptors. Moreover, mCPP injected i.p. do not exert any
behavioural modification in mice in the FPT and the
elevated plus-maze. At the contrary DOI, in these two tests,
has an anxiolytic-like activity; suggesting different
mechanisms of action of these two molecules (Nic
Dhonnchadha et al., 2003a).

The implication of 5-HT, receptors presents in amygdala
was largely studied in various models of anxiety. A local
infusion of 5-HT in amygdala increases anxious behaviours
in a modified Geller-Seifter test and administration of an
antagonist of 5-HT, receptors, the methysergide shows
anxiolytic-like properties in the same test (Hodges et al.,
1987). Moreover, microinjections of a nonselective agonist
of 5-HT,¢ receptors the m-CPP, and of a selective agonist of
5-HT,c receptors, the interleukine (IT)-639, in amygdala
increases anxious-like behaviours in “open field”, this effect
was attenuated by systemic co-administration of an
antagonist of 5-HT,c receptors (Campbell and Merchant,
2003). Similar results were found in another study where the
MK-212, a selective agonist of 5-HT,¢ receptors, showed an
anxiogenic-like activity which was cancelled by a
microinjection of ritanserine (de Mello Cruz et al., 2005).
On contrary, infusions in amygdala of ketanserine, an
antagonist of 5-HT, receptors, trigger anxiogenic-like effects
in elevated plus-maze in rat (Zangrossi Junior and Graeff,
1994). These results seem mainly to show that the
stimulation of 5-HT,c receptors in amygdala induces an
increase in anxiety. Moreover, the comparison of mRNA
quantity of 5-HT, receptors shows that 5-HT,¢ receptors are
the most present sub-type in the amygdala (Pompeiano et al.,
1994). Our results show that a direct injection of DOI in
amygdala induces an anxiogenic-like effect in the FPT. The
DOI is a non-selective agonist of 5-HT,, and 5-HT,c
receptors, literature suggests that the activity of DOI is
similar under these conditions with the stimulation of
receivers 5-HT,c.

The injection of DOI in the PAG seems to induce an effect
similar to that observed during an injection in amygdala i.e.
an anxiogenic-like effect. In this structure, many
contradictory effects were described about activation of 5-
HT, receptors. Some non selective antagonists of these



receptors (e.g. ketanserine) decrease aversive effects induced
by a stimulation of the PAG in the rat. The authors of this
study conclude that blocking 5-HT, receptors in the PAG
contributes to inhibit intra-cerebral aversive systems (Jenck
et al., 1989). Another study using the T-maze in rat shows
that the administration of 5-HT in the PAG has an
anxiogenic-like effect and that administration of antagonists
of 5-HT,, and 5-HT,c receptors in the PAG 10 min before
the 5-HT injection in the same structure prevents its effect.
In this study, the data used to score anxiogenic-like
behaviours in this test (latency time of the rat to enter in the
open arm of the apparatus) is not modified by the DOI. It
would seem possible that the quantity used in this study is
insufficient for obtaining an effect (de Paula Soares and
Zangrossi, 2004). Cerebral administration of 5-HT raises
the level of electric stimulations of the PAG needed to
induce escape behaviours of rat. This effect is blocked by
ketanserine, suggesting an implication of 5-HT, receptors
(Schutz et al., 1985). Moreover, DOI induces an increase of
this level too, that would indicate an anxiolytic-like effect of
the activation of 5-HT, receptors in the PAG (Jacob et al.,
2002). These results are conflicting with our results, but
these contradictions can be explained by the differences in
methodology between the two studies: electric stimulations
of the PAG versus behavioural tests. The fact that these
studies were undertaken on rats and ours on mice can also
lead to discordance of the results.

Altogether, these data suggest that the neurobiological
mechanism implied in the central anxiolytic-like effect of
DOI, observed after a systemic administration would
implicate mainly the dorsal hippocampus. Amygdala and
PAG would exert an anxiogenic-like effect on behaviour of
mice with DOI, but the global effect of DOI remains
anxiolytic-lik
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B. Discussion de I'étude 3

Cette étude nous a permis de mettre en place et de valider le protocole d’injection localisée dans des
structures cérébrales (hippocampe, amygdale et PAG). Auparavant, nous nous étions limités a des
injections intra-cérébro ventriculaires comme nous I'avions pratiqué pour les déplétions, notamment
avec des toxines telles que la 6-OHDA (Dailly et al., 2006). Désormais, des injections tissulaires
peuvent étre effectuées en suivant ce protocole. L'utilisation de guide-canules fixés a I'aide de ciment
verre-ionomeére permet de limiter le volume mort lors de I'injection. De plus, la technique permet les
opérations et injections unilatérales ou bilatérales. Nous avons ainsi pu évaluer les volumes et les
vitesses d’injections utilisables pour nos travaux ultérieurs et définir ainsi nos parameétres standards.

A la suite de ce travail, nous avons continué a développer et a améliorer la méthode utilisée, afin de
rendre plus précises nos injections. Grace a ce protocole, nous étions désormais en mesure de
pratiquer des injections de maniére spécifique dans plusieurs parties de I’hippocampe : CA1, CA2 et
CA3 qui constituent la région de la corne d’Ammon. Au niveau de I'amygdale, nous pouvions
désormais injecter dans les noyaux baso-latéral et latéral.

Nous avons pu constater que l'injection de DOI dans I'hippocampe entrainait un effet de type
anxiolytique dans le FPT. A I'opposé, une injection de DOI dans I'amygdale ou dans la PAG a déclenché
une réaction de type anxiogéne. L'implication de ces structures dans I'effet de type anxiolytique du
DOI démontre leur importance dans le mécanisme d’action des molécules anxiolytiques. Nous
pouvons supposer que |'effet de type anxiolytique du DOI dans le FPT chez les souris naives est la
résultante de I'activation de plusieurs structures, la somme d’effet anxiolytiques et anxiogénes dont
I’équilibre est responsable de la réponse comportementale finalement observée. L’hippocampe dorsal
semble responsable de I'effet de type anxiolytique alors que la PAG et I'amygdale entraineraient un
effet anxiogene. Lors d’'un retest, cet équilibre entre les structures exercant un effet anxiolytique
(hippocampe) et celles exercant un effet anxiogéne (PAG, amygdale) pourrait étre modifié.

Pour mettre a I'épreuve cette hypothése, ce protocole d’étude pourra étre effectué chez des souris
expérimentées, afin de déterminer si I'injection de DOI ou d’une autre molécule exercant un effet
anti-punitif déclenche ou non une augmentation du nombre de passages punis. Nous pourrons alors
déterminer si les structures impliquées dans la réponse comportementale lors du test et du retest

sont identiques.



V.  Etude 4 : Differences of implicated structures in aversive learning
and in one-trial tolerance to BZD, using injections of DOI and diazepam in
four-plate test-retest in mice

Localisation des structures impliquées dans la mémoire aversive et la « one-trial tolerance » aux BZD

par des injections cérébrales de diazépam et de DOI dans le modéle de test-retest du FPT chez la

Souris

« Differences of implicated structures in aversive learning and in one-trial tolerance to BZD, using
injections of DOI and diazepam in four-plate test-retest in mice. » préparé pour soumission au journal
Neuropsychopharmacology.

Petit-Demouliere, B., Massé, F.,Cogrel, N., Dubois, 1., Hascoét, M., Bourin, M.




A. Objectifs de I’étude 4

Dans les études précédentes, nous nous sommes intéressés aux facteurs spatiaux et temporels
responsables de I'apparition des phénomeénes de « one-trial tolerance » aux benzodiazépines et de
mémoire aversive observés lors d’injections intra-péritonéales (Petit-Demouliere et al., 2007). Grace a
ces résultats, nous pouvons d’ores et déja conclure a l'existence de modifications rapides et
persistantes du comportement des souris, des les 30 premiéres secondes du test. En effet, dans ce
bref intervalle de temps, la souris semble capable de cartographier le nouvel environnement qui lui
est présenté. Par ailleurs, une assimilation des dangers potentiels est intégrée a cette représentation,
incluant ainsi les punitions électriques lors de I'exploration.

Afin de compléter les résultats obtenus dans ces travaux de comportement, il convenait d’utiliser une
démarche pharmacologique plus précise. Précédemment, la mise au point et la validation du
protocole d’injection localisée dans des structures cérébrales, nous a offert cette possibilité.

Dans cette étude, nous avons donc cherché a comprendre quelles structures cérébrales étaient
impliquées dans les différentes variations comportementales et pharmacologiques observées
précédemment. Nous cherchions a déterminer si les structures que nous avions décidé d’étudier
étaient impliquées dans la mémoire aversive ou la « one-trial tolerance ».

Deux protocoles ont été mis en place, afin de répondre a deux questions principales :

- Quelle(s) structure(s) cérébrale(s) est(sont) impliquée(s) dans I'apprentissage aversif,
responsable de la diminution du nombre de passages punis observés lors du retest chez des
souris injectées uniquement avec du véhicule ?

- Quelle(s) structure(s) cérébrale(s) est(sont) impliquée(s) dans le phénoméne de « one-trial
tolerance » au diazépam ?

Le premier protocole consistait a injecter du DOI, du diazépam ou le véhicule dans les différentes
structures cérébrales que nous avions sélectionnées en fonction de leur intérét dans I’étude de
I'anxiété, et pour lesquelles nous avions validé les protocoles de chirurgie et d’injection, a savoir : les 3
régions de I'hippocampe (CA1, CA2 et CA3), la PAG et les deux noyaux de I'amygdale (baso-latéral
(BLA) et latéral (LA)). Ces injections ont été pratiquées sur des souris naives et sur des souris retestées.
Un controle de I'activité locomotrice spontanée a été pratiqué en parallele, afin de déterminer les
possibles effets moteurs que pourraient déclencher les injections localisées.

Le DOI constitue notre témoin de référence dans I'étude du test-retest dans le FPT chez la Souris, en

effet il conserve son activité de type anxiolytique lors du retest (Ripoll et al., 2005). Il était donc



intéressant pour nous de connaitre sa zone d’action, afin de définir les récepteurs et les structures
impliquées dans cet effet de type anxiolytique résistant au test-retest. De plus, nous avons
préalablement testé les effets d’injections localisées de DOI dans I'hippocampe, la PAG ainsi que
I'amygdale dans le FPT chez des souris naives. Ce nouveau travail peut apporter des détails
supplémentaires sur les structures impliquées dans l'effet du DOl. De méme, nous pourrons
déterminer si les structures impliquées lors du retest dans I'effet du DOI sont identiques, puisque
celui-ci conserve son effet anti-punitif au cours du retest.

Les injections de diazépam visaient a déterminer les structures dans lesquelles le diazépam pourrait
exprimer un effet de type anxiolytique chez les souris naives et expérimentées, et ainsi comprendre
les modifications de relations entre les structures qui pourraient étre la cause de la « one-trial
tolerance » observées lors du retest.

En paralléle a ce travail, nous avons émis I’hypothése qu’au cours du prétest, I'activation de certaines
structures pouvait étre responsable des effets observés lors du retest, aussi bien dans la «one-trial
tolerance» que dans la mémoire aversive. Pour tester cette hypothése, nous avons utilisé dans un
second protocole, une méthode d’inhibition réversible a I'aide de chlorhydrate de lidocaine (Daumas
et al., 2005). L'injection de cette substance, 10 minutes avant le prétest, entraine une inactivation de
la structure ciblée pendant la durée du FPT, par une inhibition des canaux sodiques des tissus
neuronaux. Il a en effet été montré dans I'EPM chez le Rat que des inactivations réversibles du noyau
basolatéral de 'amygdale, de la PAG ou de I’"hypothalamus pouvaient annuler la «one-trial tolerance»
(Carobrez and Bertoglio, 2005). Néanmoins, parmi les différentes études utilisant ce protocole, le
choix du temps d’injection n’est pas constant. Ainsi, la lidocaine est parfois injectée avant le prétest,
apreés le prétest, ou avant le retest (Bertoglio et al., 2005; Daumas et al., 2005; File et al., 1998, 1999).
Dans notre travail, nous avons décidé d’inactiver les structures au cours du prétest, en pratiquant
I'injection avant celui-ci, afin de focaliser notre attention sur les processus d’acquisition ayant lieu au
cours de cette premiére exposition.

Lors du retest, nous avons pratiqué des injections intra-péritonéales de véhicule ou de diazépam.
Nous pouvions ainsi étudier le réle de chaque structure sur le phénoméne de « one-trial tolerance »
au diazépam, en comparant les souris expérimentées injectées ou non avec de la lidocaine et recevant
cette BZD. Nous pouvions aussi connaitre I'effet de I'inactivation d’une structure sur I'apprentissage

aversif, en comparant les souris naives et les souris expérimentées mais inactivées.
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Abstract :

Four-Plate test-retest (FPT-R) is a useful protocol to study aversive memory and abolishment of benzodiazepines effects in experienced
mice to four-plate test (FPT). In the present study, we have used local injections paradigm, in order to localize structures implied in
anxiolytic-like effects of two drugs in naive and experienced mice: a benzodiazepine, diazepam that is only active in naive mice; and a 5-
HT,a/2c agonist, DOI that exert its anxiolytic-like effect both in naive and experienced mice. Periacqueductal grey substance, three sub-
regions of hippocampus (CA1, CA2 and CA3) and two nuclei of amygdala have been studied. In a second protocol, we have reversibly
inactivated these structures before first exposure to FPT in mice with lidocaine, in order to recover anxiolytic-like effect of diazepam
during retest. DOI exerts anxiolytic-like effect when injected into CA2 only, in naive and experienced mice. Diazepam had an anxiolytic-
like effect in naive mice when injected into lateral nucleus of amygdala, and in experienced mice when injected into PAG. Lidocaine
injections did not help to recover the anxiolytic-like effect of diazepam, in all structures. But vehicle injection into CA3 in naive mice
cancelled aversive memory usually observed in experienced mice during retest in FPT.

INTRODUCTION

Benzodiazepines are widely implicated in the treatment
of anxiety disorders. This extensive use in clinical
practice led to the definition of benzodiazepines as a
gold standard in animal models of anxiety. Predictive
validity of a new model was subsequently linked to the
effectiveness of benzodiazepines to exert an anxiolytic-
like effect in animals. Development of new animal
models of anxiety allowed the discovery of a
phenomenon called “one-trial tolerance” (OTT).
Previously described by File and Lister, the abolishment
of anxiolytic-like effect of benzodiazepines in
experienced mice has been widely studied, especially in
elevated plus-maze (File, 1990; Lister, 1987). Among all
animal models of anxiety in mice available, the four
plates test-retest (FPT-R) is a good possibility of studying
the phenomena of OTT with diazepam (Hascoet et al.,
1997; Petit-Demouliere et al., 2007; Ripoll et al., 2005).
In FPT-R, spatial knowledge of the apparatus seems to be
the major factor triggering abolishment of the anxiolytic-
like effect of diazepam. On contrary, removing electric
punishments did not modify OTT (Petit-Demouliere et
al., 2007). OTT could be related to a kind of ‘aversive
learning’ linked to environment, even if scopolamine or
atropine sulfate, used as amnesic agents did not modify
OTT in FPT (Calzavara et al., 2005; Ripoll et al., 2005).
Moreover, memory-enhancing drugs (amphetamine and
pentylenetetrazole) seem to enhance OTT observed in
the elevated plus-maze in mice when injected post-trial
1 (Vargas et al., 2006).

The next step in the understanding of OTT is to elucidate
which structures are involved in the anxiolytic-like effect
of diazepam in naive mice in FPT. Furthermore, we have
to investigate structures that could be involved in the
‘aversive learning’ phenomenon and/or in the
abolishment of anxiolytic-like effect of diazepam during
Trial 2 in FPT. To work on this topic, we have used DOI or
diazepam local injections in cerebral structures. Indeed
when administered intra-peritoneally (i.p.), this 5-HT,a/c
agonist does not undergo OTT and keeps its anxiolytic-
like effect in the test-retest with FPT (Nic Dhonnchadha
et al., 2003b; Ripoll et al., 2005).

Among all brain structures implicated in anxiety process,
we have chosen periaqueductal gray matter (PAG), baso-
lateral (BLA) and lateral(LA) nuclei of amygdala, and
three sub-regions of hippocampus (CA1, CA2 and CA3).
PAG has been implicated in fear and anxiety process, but
also directly in OTT phenomenon, as an increased
activity of the PAG could explain the lack of anxiolytic-
like effect of drugs elicited by prior apparatus experience
(Bertoglio et al., 2005). BLA plays a crucial role in the
consolidation of information that could lead to
insensitivity to benzodiazepines (File et al., 1998). LA
contributes also to contextual or elemental conditioned
associations, and interacts with BLA (Calandreau et al.,
2005). Hippocampus has been implicated in the
functional state of benzodiazepines receptors in other
brain regions (File et al.,, 1999), shows differential
involvements of dorsal CA3 and CA1l hippocampal sub-
regions in contextual memory (Daumas et al., 2005), and



therefore seems to be a good candidate for the study of
OTT and aversive memory. Additionally, synaptic
plasticity in BLA has been described after stimulation of
the hippocampal formation in vivo (Maren and
Fanselow, 1995).

In the first protocol of this study, we have successively
infused artificial cerebro-spinal fluid (aCsf), diazepam or
DOI in each structure immediately before the test in
naive mice and in experienced mice, in order to evaluate
structures implicated in the anxiolytic-like effect of these
drugs. Localized injections of benzodiazepines in
hippocampus seem to induce changes in anxiolytic-like
effect but also in motor activity in mice (Heldt and
Ressler, 2006). To evaluate this phenomenon, we made
infusions protocols both for FPT and for actimeter test.

In a second protocol, we have used a procedure of
reversible inactivation of each structure during Trial 1,
using lidocaine micro-infusions. Lidocaine is a local
anesthetic agent that produces reversible inactivation of
neural tissue via blockade of voltage-gated sodium
channels (Daumas et al., 2005). Infused in the structure
10 minutes prior to Trial 1, inactivation of the tissue
during the first experiment could help to recover the
anxiolytic-like effect of diazepam administrated i.p.
during Trial 2. We emit the hypothesis that during the
Trial 1, a structure is activated or stressed by the
exposure to FPT. This information is available shortly
after the test, and kept into a tissue (Petit-Demouliere
and Bourin, 2007). Inactivation of a specific structure
during Trial 1 could help us to determine which
structures are involved in OTT and/or in aversive
memory observed during Trial 2.

MATERIAL AND METHODS

Animals

Male mice (Swiss strain) (Centre d’elevage Janvier,
France) weighing 20-24 g were used in this study. They
were housed 18 per cage (40 cmx28 cmx17 cm) on 12-h
light: 12-h dark cycle (light on 07:00 h) and had free
access to food and water. The ambient temperature of
the room was maintained at 21+1 °C. Experimental
groups were composed of 12 mice. All experiments were
performed within the guidelines of the French Ministry
of Agriculture for experiments with laboratory animals
(law no. 87 848). Testing was performed between 08:00
and 12:00 h.

Drugs

For i.p. administration, diazepam (RBI, Sigma, France)
was mixed in distilled water with a 5% concentration of
Tween-80 and injected at a dose of 1 mg/kg. Controls
received vehicle treatment only. Diazepam and vehicle
were administered 30 min before the test in a volume of
0.5 ml/20 g of body weight.

For local infusion, dissolved diazepam (5 mg/mL,
Renaudin, France) was employed. 2% lidocaine
hydrochloride (RBI, Sigma, France) was dissolved in aCsf
(for diazepam and lidocaine, injection of 0.3 puL at 0.2ulL
/min, at each point of injection). aCsf was used to

dissolve DOI-hydrochloride [(£)-2,5-dimethoxy-4-
iodoamphetamine] at 5mg/mL (RBI, Sigma, France), and
to inject in control-operated mice (for aCsf and DOI,
injection of 0.5 pL at 0.5 plL/min, at each point of
injection). Lidocaine was injected 10 minutes before Trial
1. Volume, doses, rates of injection and time interval
were chosen after preliminary works and in accordance
to literature. The chosen volume of the bolus (0.3 pL)
ensures that lidocaine spreads in, and by consequence,
inactivates only the studied area (Daumas et al., 2005).
Behavioral procedure:

The apparatus (Bioseb, France) consists of a cage (18
cmx25 cmx16 cm) floored by four identical rectangular
metal plates (8 cmx11 cm) separated from one another
by a gap of 4mm. The plates are connected to a device
that can generate electric shocks (0.6 mA, 0.5 s). The top
of the cage is covered by a transparent Perspex lid that
prevents escape behavior. Following a 15 s habituation
period, the animal is subjected to an electric shock when
crossing from one plate to another. The number of
punishments is recorded during a 1-min test period. In
order to reduce any neophobic response to the situation
other than the one linked to the test, the FPT was
previously dirtied by mice other than those used during
the test. Mice were always tested in a soiled apparatus
and there was no cleaning between trials. Every test
session was made by the same experimenter in the same
room with the same apparatus.

Implantation of guide cannulae for microinfusions

Mice were anaesthetized with chloral hydrate (400
mg/kg). Stainless-steel guide cannulae (0.60 mm external
and 0.35 mm internal diameters) (Unimed, Swiss) were
implanted bilaterally for CA1, CA2, CA3, BLA and LA,
unilaterally for PAG using standard stereotaxic
procedures and apparatus (Bioseb, France). Following
coordinates were used: CA1l: (AP) —2 mm posterior to
bregma, (ML) £1 mm, (DV) —1.5 mm from the skull, CA2:
(AP) =2.5 mm, (ML) £1.75 mm, (DV) —2 mm, CA3: (AP) —
2.9 mm, (ML) £2.9 mm, (DV) -2.5 mm, PAG: (AP) —4.6
mm, (ML) 20 mm, (DV) =2 mm, BLA: (AP) —1.4 mm, (ML)
+2.9 mm, (DV) —-4.9 mm and for LA: (AP) =2 mm, (ML)
13.25 mm, (DV) —4.25 mm , according to the brain atlas
of Franklin and Paxinos (Franklin and Paxinos, 1997).
Cannulae guides were fixed to the skull with radiopaque
posterior glass ionomer restorative cement GC Fuji IX
(Henri Schein, France). Stainless-steel dummy-cannulae
were inserted into guide cannulae to prevent occlusion
and left in place until the injections were made. After
surgery, mice were allowed at least 7 days to recover.
Localizations of the implantation of cannulae guides
were checked by histological procedure on cryostat
sections.

Intra-hippocampal micro-infusion procedure

Each infusion cannulae (0.30 mm external and 0.15 mm
internal diameter) was connected by a polypropylene
tube to a 2 pl Hamilton micro-syringe that delivered the
solution using an automated pump (Harvard apparatus,



France). Behavioral test occurs immediately after
injection.

Protocol 1: Influence of diazepam or DOI infusion in
brain structures with naive or experienced mice.

Mice were individually tested in the FPT, randomly for
drug treatment and test experience. Eight groups were
formed according to the treatment (operated mice
injected with aCsf, DOI or Diazepam and non-operated
mice labeled as ‘control’) and the previous experience of
the test (Naive or Retest mice).

Test-retest paradigm in the FPT consists of two separate
trials (interval between the two tests: 24 h). The two
trials are called “test or Trial 1” and “retest or Trial 2”. In
Trial 1, mice were submitted to the FPT without
injection. During Trial 2, the mice were injected, either
i.p. thirty minutes before the test with vehicle or
diazepam, or locally in each structure immediately
before the test with aCsf, DOI or diazepam. Naive mice
and non-operated mice (which received vehicle or
diazepam (1 mg/kg)) were submitted to the test during
the same session.

Protocol 2: Influence of reversible inactivation of each
structure in Trial 1 on anxiolytic-like effect of i.p.
administrated diazepam during Trial 2.

Mice were separated into six groups depending on the
treatment in Trial 1 and Trial 2. During Trial 1, mice were
locally injected with aCsf or lidocaine 10 minutes before
FPT. During Trial 2, mice were injected i.p. with vehicle
or diazepam. Non-operated mice were injected i.p. with
vehicle or diazepam and scored during Trial 2 session. No
naive operated mice were used, as results of protocol 1
showed that surgery had no effect on the number of
punishments accepted.

Locomotor activity

Using an actimeter (Bioseb, France), we checked if
surgery or infusion would modify or not the locomotor
activity of mice, in order to isolate potential false
positive in the study. Locomotor activity was recorded
during 75 sec. immediately after the infusion of aCsf,
Diazepam or DOI, or 10 minutes after lidocaine injection,
to be concordant with the FPT protocols. Controls were
made with mice which were not operated.

Statistical analysis

Results were expressed as a mean of the number of
punished passages (+ SEM) for the FPT. Data were tested
for homogeneity of the variance and normal distribution.
A two-way ANOVA (trial 1 x treatment in trial 2) was
employed. If the ANOVA showed a significant interaction
between the two factors, a Sidak’s test was performed
directly. If no significant interaction was shown, ANOVA
two-way was performed as an additive model, in order
to raise the strength of the analysis of the main factors.
Sidak’s post-hoc was made on this second ANOVA if
needed. To test the effect of lidocaine injection during
Trial 1, a one-way ANOVA was performed. All analyses
were conducted using the SPSS program for IBM
compatible computer.

RESULTS

Locomotor activity

Controls of the locomotor activity did not reveal any
incidence of the surgery, the injection or the injected
drug on locomotor activity. Statistical analysis did not
reveal any significant result in all groups (p>0.05).
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Figure 1: Effects of surgery and local injection of aCsf, DOI (5 ug) or
diazepam (3 pg) in hippocampus CA1 on the number of punished
passages accepted by naive or experienced mice. Data are represented
with mean +/- sem (n=12). * represents a difference with respective naive
groups (* : p<0,05; ** : p<0,01 ; *** : p<0,001).

Protocol 1: Influence of diazepam or DOI infusion in
brain structures with naive or experienced mice.

Hippocampus CA1 (Fig. 1): Two-way ANOVA revealed no
significant interaction between the two factors.
Performed as an additive model, the factor “trial 1”
showed significantly an effect on the number of
accepted punishments [F(;91=269.41; (p<0.001)]. No
effect of the factor “treatment during trial 2” was found
[Fz,01=1.74; (p>0.05)]. In naive mice and in retest mice,
surgery and injection of vehicle, DOI or diazepam did not
modify the number of punishments accepted by mice,
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Figure 2 : Effects of surgery and local injection of aCsf, DOI (5 ug) or
diazepam (3 pg) in hippocampus CA2 on the number of punished
passages accepted by naive or experienced mice. Data are represented
with mean +/- sem (n=12). * represents a difference with respective naive
groups (* : p<0,05; ** : p<0,01 ; *** : p<0,001). @ represents a difference

with respective vehicle treated group (@ : p<0,05,; @@ : p<0,01; @@ @ :
p<0,001).
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Figure 3 : Effects of surgery and local injection of aCsf, DOI (5 ug) or
diazepam (3 upg) in hippocampus CA3 on the number of punished
passages accepted by naive or experienced mice. Data are represented
with mean +/- sem (n=12). * represents a difference with respective naive
groups (* : p<0,05 ; ** : p<0,01 ; *** : p<0,001).

compared to respective control non-operated mice. For
each condition, there is a significant decrease of the
number of punishments accepted by mice between
naive mice and retest mice (p<0.001).

Hippocampus CA2 (Fig. 2): Two-way ANOVA revealed no
significant interaction between the two factors.
Performed as an additive model, the factor “test”
showed significantly an effect on the number of
accepted punishments [F(;4;=98.28; (p<0.001)]. The
factor “treatment during trial 2” was significant
[F3,01=18.91; (p<0.001)]. For each condition, there is a
significant decrease of the number of punishments
accepted by mice between naive mice and retest mice
(p<0,001 for aCsf, DOI and non operated, p<0,01 for
diazepam). Sidak’s post-hoc revealed that DOI injections
raise significantly the number of punishments accepted
by mice, in naive (p<0.01) and retest groups (p<0.05)
compared to respective vehicle-injected controls.
Surgery and injection of vehicle or diazepam did not
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Figure 4 : Effects of surgery and local injection of aCsf, DOI (2,5 ug) or
diazepam (1,5 ug) in PAG on the number of punished passages accepted
by naive or experienced mice. Data are represented with mean +/- sem
(n=12). * represents a difference with respective naive groups (* : p<0,05 ;
**: p<0,01; ***: p<0,001). @ represents a difference with respective
vehicle treated group (@ : p<0,05; @@ : p<0,01,; @@ @ : p<0,001).

modify the number of accepted punishments compared
to non-operated respective controls (p>0.05) in naive
and retest groups.

Hippocampus CA3 (Fig. 3): Two-way ANOVA revealed no
significant interaction between the two factors.
Performed as an additive model, the factor “trial 1”
showed significantly an effect on the number of
accepted punishments [F(;91=142.35; (p<0.001)]. No
effect of the factor “treatment during trial 2” was found
[Fz,01=2.47; (p>0.05)]. In naive mice and in retest mice,
surgery and injection of vehicle, DOI or diazepam did not
modify the number of punishments accepted by mice,
compared to respective control non-operated mice. For
each condition, there is a significant decrease of the
number of punishments accepted by mice between
naive mice and retest mice (p<0.001 for aCsf, diazepam
and non operated, p<0.01 for DOI).

PAG (Fig. 4): Two-way ANOVA had significant results for
“test” factor [F(15=105.42; (p<0.001)], for “treatment
during trial 2” factor [F(3gs=17.34; (p<0.001)] and for the
interaction [F; gg=16.2; (p<0.001)]. Surgery and injection
of vehicle and diazepam did not modify the number of
accepted punishments by naive mice (p>0.05). Diazepam
injected in retest mice increased the number of accepted
punished passages compared to aCsf-injected retest
controls (p<0.001); it restored this value at the same
level as naive control mice. Except for diazepam-treated
groups, retest mice had always a significantly decreased
number of accepted punishments compared to naive
mice (p<0,001 for aCsf and non operated, p<0.01 for
DOI).

BLA (Fig. 5): Two-way ANOVA revealed no significant
interaction between the two factors. Performed as an
additive model, the factor “test” showed significantly an
effect on the number of accepted punishments
[F1,01=194.10; (p<0.001)]. No effect of the factor
“treatment during trial 2”7 was found [F;391)=1.33;
(p>0.05)]. In naive mice and in retest mice, surgery and
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Figure 5 : Effects of surgery and local injection of aCsf, DOI (5 ug) or
diazepam (3 ug) in BLA on the number of punished passages accepted by
naive or experienced mice. Data are represented with mean +/- sem
(n=12). * represents a difference with respective naive groups (* : p<0,05 ;
**:p<0,01; ***: p<0,001).
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Figure 6 : Effects of surgery and local injection of aCsf, DOI (5 ug) or
diazepam (3 ug) in LA on the number of punished passages accepted by
naive or experienced mice. Data are represented with mean +/- sem
(n=12). * represents a difference with respective naive groups (* : p<0,05 ;
** . p<0,01; ***: p<0,001). @ represents a difference with respective
vehicle treated group (@ : p<0,05; @@ : p<0,01; @@ @ : p<0,001).

injection of vehicle, DOI or diazepam did not modify the
number of punishments accepted by mice, compared to
respective control non-operated mice. For each
condition, there is a significant decrease of the number
of punishments accepted by mice between naive mice
and retest mice (p<0.001).

LA (Fig. 6): Two-way ANOVA had significant results for
“test” factor [F;g5=418.22; (p<0.001)], for “treatment
during trial 2” factor [F(384=9.17; (p<0.001)] and for the
interaction  [F38=10.19; (p<0.001)]. Surgery and
injection of vehicle or DOI did not modify the number of
accepted punishments by naive mice (p>0.05). Diazepam
injected in naive mice increased the number of accepted
punished passages compared to aCsf-injected controls
(p<0.001). In retest mice, surgery and injection of
vehicle, DOI or diazepam did not modify the number of
punishments accepted by mice. Retest mice had always
a significantly decreased number of accepted
punishments compared to naive mice (p<0.001).
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Figure 7 : Effects of local injection of aCsf or lidocaine(2 uL at 2%) in CA1
on the number of punished passages accepted by naive or experienced
mice treated ip. with vehicle or diazepam (1 mg/kg). Data are
represented with mean +/- sem (n=12). * represents a difference with
respective naive groups (*: p<0,05; **: p<0,01,; ***: p<0,001). @
represents a difference with respective vehicle treated group (@ : p<0,05 ;
@@ :p<0,01;, @@ @ : p<0,001).

Protocol 2:

Hippocampus CA1 (Fig. 7): One-way ANOVA did not
show any significant effect of lidocaine injection on the
number of accepted punishments during Trial 1
compared to mice that received aCsf (p>0.05). Two-way
ANOVA had significant results for “test” factor
[F2,66)=235.08; (p<0.001)], for “treatment during trial 2”
factor [F(1,66=17.50; (p<0.001)] and for the interaction
[F2,66)=39.11; (p<0.001)]. In retest groups, no difference
of the number of accepted punishments could be
observed between mice treated with vehicle or
diazepam (p>0.05). Lidocaine did not modify the number
of accepted punishments during Trial 2 compared to aCsf
injected mice, for saline or diazepam groups (p>0.05).
Naive controls had expected results, with a strong
increase of accepted punished passage in mice treated
with diazepam compared to vehicle-treated naive mice
(p<0.001). Retest groups significantly accepted less
punished passages than naive groups, for saline and
diazepam treatments (p<0.001).

Hippocampus CA2 (Fig. 8): One-way ANOVA did not
show any significant effect of lidocaine injection on the
number of accepted punishments during Trial 1
compared to mice that received aCsf (p>0.05). Two-way
ANOVA had significant results for “test” factor
[F2,66)=134.26; (p<0.001)], for “treatment during trial 2”
factor [F(166=32.38; (p<0.001)] and for the interaction
[F2,66=17.93; (p<0.001)]. In retest groups, no difference
of the number of accepted punishments could be
observed between mice treated with vehicle or
diazepam (p>0.05). Lidocaine did not modify the number
of accepted punishments during Trial 2 compared to aCsf
injected mice, for saline or diazepam groups (p>0.05).
Naive controls had expected results, with a strong
increase of accepted punished passage in mice treated
with diazepam compared to vehicle-treated naive mice
(p<0.001). Retest groups significantly accepted less
punished passages than naive groups, for saline and
diazepam treatments (p<0.001).
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Figure 8 : Effects of local injection of aCsf or lidocaine(2 uL at 2%) in CA2
on the number of punished passages accepted by naive or experienced
mice treated ip. with vehicle or diazepam (1 mg/kg). Data are
represented with mean +/- sem (n=12). * represents a difference with
respective naive groups (*: p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001). @
represents a difference with respective vehicle treated group (@ : p<0,05 ;
@@ : p<0,01, @@ @ : p<0,001).
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Figure 9 : Effects of local injection of aCsf or lidocaine(2 uL at 2%) in CA3
on the number of punished passages accepted by naive or experienced
mice treated ip. with vehicle or diazepam (1 mg/kg). Data are
represented with mean +/- sem (n=12). * represents a difference with
respective naive groups (*: p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001). @
represents a difference with respective vehicle treated group (@ : p<0,05 ;
@@ : p<0,01, @@@ : p<0,001).

Hippocampus CA3 (Fig. 9): One-way ANOVA did not
show any significant effect of lidocaine injection on the
number of accepted punishments during Trial 1
compared to mice that received aCsf (p>0.05). Two-way
ANOVA had significant results for “test” factor
[F(2,66)=143.55; (p<0.001)], for “treatment during trial 2”
factor [F(16¢=25.11; (p<0.001)] and for the interaction
[F(2,66)=45.93; (p<0.001)]. In retest groups, no difference
of the number of accepted punishments could be
observed between mice treated with vehicle or
diazepam (p>0.05). There is a significant difference, in
vehicle and diazepam-treated mice, between mice
injected with vehicle or lidocaine in trial 1 (p<0.001, for
both treatments). Lidocaine-treated mice had expected
results for retest mice, with a strong decrease of the
number of accepted punishments. Injection of vehicle
during Trial 1 produced an increase of the number of
accepted punishments during Trial 2, for both
treatments. It restored the number at the
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Figure 10 : Effects of local injection of aCsf or lidocaine(2 uL at 2%) in PAG
on the number of punished passages accepted by naive or experienced
mice treated ip. with vehicle or diazepam (1 mg/kg). Data are
represented with mean +/- sem (n=12). * represents a difference with
respective naive groups (*: p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001). @
represents a difference with respective vehicle treated group (@ : p<0,05 ;
@@ : p<0,01;, @@@ : p<0,001).

same level than naive vehicle-treated mice. Naive
controls had expected results, with a strong increase of
accepted punished passage in mice treated with
diazepam during trial 2 compared to vehicle-treated
naive mice (p<0.001).

PAG (Fig. 10): One-way ANOVA reveal a significant effect
of lidocaine injection on the number of accepted
punishments during Trial 1 compared to mice that
received aCsf , a strong increase of the number of
accepted punishments was observed 10 minutes after
the injection of lidocaine [F(;47=47.31; (p<0.001)]. Two-
way ANOVA had significant results for “test” factor
[F2,66)=67.05; (p<0.001)], for “treatment during trial 2”
factor [F(1,66=17.48; (p<0.001)] and for the interaction
[F2,66=12.72; (p<0.001)]. In retest groups, no difference
of the number of accepted punishments could be
observed between mice treated with vehicle or
diazepam (p>0.05). Lidocaine did not modify the number
of accepted punishments during Trial 2 compared to aCsf
injected mice, for saline or diazepam groups (p>0.05).
Naive controls had expected results, with a strong
increase of accepted punished passage in mice treated
with diazepam compared to vehicle-treated naive mice
(p<0.001). Retest groups significantly accepted less
punished passages than naive groups, for saline and
diazepam treatments (p<0.001).
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Figure 11 : Effects of local injection of aCsf or lidocaine(2 uL at 2%) in BLA
on the number of punished passages accepted by naive or experienced
mice treated ip. with vehicle or diazepam (1 mg/kg). Data are
represented with mean +/- sem (n=12). * represents a difference with
respective naive groups (*: p<0,05; **: p<0,01,; ***: p<0,001). @
represents a difference with respective vehicle treated group (@ : p<0,05 ;
@@ : p<0,01; @@@ : p<0,001).

BLA (Fig. 11): One-way ANOVA did not show any
significant effect of lidocaine injection on the number of
accepted punishments during Trial 1 compared to mice
that received aCsf (p>0.05). Two-way ANOVA had
significant results for “test” factor [F(6¢=67.05;
(p<0.001)], for “treatment during trial 2” factor
[Fi,66=17.48; (p<0.001)] and for the interaction
[F2,66=12.72; (p<0.001)]. In retest groups, no difference
of the number of accepted punishments could be
observed between mice treated with vehicle or
diazepam (p>0.05). Lidocaine did not modify the number

103



12,00 1 DOaCsf @@@

OLidocaine * % %k
BNaive
@ 10,00 1
Qo
©
a
S 8,00 1
k] * %k k
<
g 6,00 1
S —
o
o
O 4,00 1
2
.
1S | T T
3 2,00 T
0,00 T
Vehicle Diazepam

Figure 12 : Effects of local injection of aCsf or lidocaine(2 uL at 2%) in LA
on the number of punished passages accepted by naive or experienced
mice treated ip. with vehicle or diazepam (1 mg/kg). Data are
represented with mean +/- sem (n=12). * represents a difference with
respective naive groups (*: p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001). @
represents a difference with respective vehicle treated group (@ : p<0,05;
@@ : p<0,01; @@@ : p<0,001).

of accepted punishments during Trial 2 compared to aCsf
injected mice, for saline or diazepam groups (p>0.05).
Naive controls had expected results, with a strong
increase of accepted punished passage in mice treated
with diazepam compared to vehicle-treated naive mice
(p<0.001). Retest groups significantly accepted less
punished passages than naive groups, for saline and
diazepam treatments (p<0.001).

LA (Fig. 12): One-way ANOVA did not show any
significant effect of lidocaine injection on the number of
accepted punishments during Trial 1 compared to mice
that received aCsf (p>0.05). Two-way ANOVA had
significant results for “test” factor [F(;6¢=80.40;
(p<0.001)], for “treatment during trial 2” factor
[Fi,66=16.94; (p<0.001)] and for the interaction
[F2,66=23.23; (p<0.001)]. In retest groups, no difference
of the number of accepted punishments could be
observed between mice treated with vehicle or
diazepam (p>0.05). Lidocaine did not modify the number
of accepted punishments during Trial 2 compared to aCsf
injected mice, for saline or diazepam groups (p>0.05).
Naive controls had expected results, with a strong
increase of accepted punished passage in mice treated
with diazepam compared to vehicle-treated naive mice
(p<0.001). Retest groups significantly accepted less
punished passages than naive groups, for saline and
diazepam treatments (p<0.001).

DISCUSSION:

OTT to BZD is a phenomenon studied since more than 15
years. A large majority of studies worked with the EPM
to describe this tolerance, to understand the interplay
between learning and anxiety, to assess the effect of
amnesic compounds during Trial 1 on the anxiolytic-like
effect of drugs during Trial 2. In the present study, we
have used FPT, which we had previously described as a
good tool for working on OTT (Petit-Demouliere et al.,
2007). Localized injections of lidocaine, diazepam, DOI or

vehicle in structures related to anxiety processing were
done during the study, and did not modify the locomotor
activity of mice.

The first step in this work was to find which structure
could be involved in the appearance of the anxiolytic-like
effect of DOI or diazepam during FPT. To answer this
question, we have injected these drugs into different
brain structures implied in anxiety process. This protocol
revealed that stimulation of 5-HT,a/,c receptors localized
in CA2 by DOI exerts an anxiolytic-like effect in FPT, for
naive mice but also for experienced mice. CA1l and CA3
stimulations with DOI or diazepam injected locally did
not modify behaviors of mice in FPT, for naive or retest
animals. This specificity of the behavioral response to
the injection of DOI is interesting. We can conclude that
the injection protocol is enough precise to target these
area. Moreover, we have previously shown that DOI
exerts its effect in FPT via 5-HT2, receptors (Ripoll et al.,
2006b).

Anxiolytic-like effects of diazepam were found in naive
mice after localized injection into LA, but not BLA. In
retest mice, PAG is the only structure where injections of
diazepam had increased the number of accepted
punishments.

These results confirm us that hippocampus, amygdala
and PAG are both implicated in the processing of DOI or
diazepam anxiolytic-like effects. Moreover, the role of
these structures is deeply modified by the previous
experience of mice, at least for amygdala and PAG.
Diazepam was effective when injected in LA with naive
mice, and became ineffective when injected in this
structure with experienced mice. The reciprocal
observation was made for PAG.

The anxiolytic-like effect of injection of diazepam in LA
was an expected result, because microinjection of BZD
into the amygdala had anxiolytic effects in conflict tests
and other models of conditioned fear ((Graeff et al.,
1993). On the contrary, DOI injection into amygdala did
not exert an anxiogenic effect, as we had previously
described (unpublished data) and similar administration
of 5-HT or of a 5-HT1A receptor agonist had anxiogenic
effects in conflict tests and other models of conditioned
fear (Graeff et al., 1993). This discrepancy may be due to
the targeted structure, another nucleus could be
involved in this anxiogenic effect.

In protocol 2, we have focused our work on the loss of
anxiolytic-like effect of diazepam during Trial 2.
Lidocaine produced a reversible inactivation of each
structure and allowed us to compare the effects of
vehicle or diazepam i.p. injections in experienced mice
with or without activation of a structure during Trial 1.
CA1l, CA2, PAG, LA or BLA inactivation did not modify the
OTT observed during Trial 2, nor the decrease of
punished passages observed with experienced mice.

In PAG, we observed a strong anti-punishment effect of
the lidocaine injection during Trial 1. As this structure is
linked to a flight/fight behavioral response, we can
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suppose that the observed increase of the number of
accepted punishments is linked to a panic effect, due to
the inactivation of the PAG. Moreover, PAG is an
heterogenous structure and it is possible that a more
precise injection into dorsal or ventral part of the PAG
could give us more information about this behavior. It is
strongly interesting to observe that no influence of this
inactivation can be seen during retest, for both
treatments. This lack of influence of the inactivation of
the PAG informs us that this structure could be dimly
implied in aversive memory processing.

In CA3, an unexpected result was observed. Injection of
vehicle during Trial 1 was sufficient to cancel the
negative effect of previous exposure on accepted
punishments during Trial 2. These retest mice accepted
the same number of punishments than naive control
mice. On the contrary, mice injected with lidocaine
during Trial 1 were not affected, and had the expected
result for retest mice, with only less than two accepted
punishment. Injection of vehicle during Trial 1 seems to
activate neurons of the implicated structure, and this
activation could lead to modifications of the results
during Trial 2. Not observed with CA1 and CA2,
injection/activation of CA3 appears to be critical for the
decrease of accepted punished passages during Trial 2.
Lidocaine injection led to inactivation of the tissue
during Trial 1, and to the absence of modification of the
classical profile of retest mice.

This activation of CA3 by injection of vehicle could be
explained by the fact that we inject a bolus into a dense
tissue, a neuron network without any space for the
liquid.

CA3 could then be strongly implied in aversive learning,
responsible for the decrease of accepted punishments
observed during Trial 2 in mice treated with vehicle
(Calzavara et al., 2005; Hascoet et al.,, 1997; Petit-
Demouliere et al., 2007; Vargas et al., 2006).

In the present study, we have emitted the hypothesis
that inactivation of a structure during Trial 1 could lead
us to understand what are the areas implicated in one-
trial tolerance and/or aversive memory. Reversible
Inactivation via lidocaine did not modify the effects or
the lack of effect of injected drugs during Trial 2, for all
studied structures. Two explanations can be made: first,
may be phenomena responsible for these processes
happen after the test, when inactivation has already
disappeared. Lidocaine has only a short-time effect,
about 15 minutes. A second explanation could be linked
to an untargeted structure in the brain, maybe locus
coeruleus, median raphe or prefrontal cortex.

To achieve this topic, we could target these different
structures, or use a new technical approach: reversible
inactivation could be used during Trial 2, in order to
study what structures are involved during retest in the
behavior of mice, drugged or undrugged.

Altogether, these results confirm that hippocampus,
amygdala and PAG are both implied in the behavior of
mice during four-plate test-retest.

We can suppose that aversive memory and one-trial
tolerance to BZD are processed by different networks
with different structures. PAG seem to have little effect
in the behavior of experienced mice during retest in FPT.
Hippocampus appears to be mainly involved in the
anxiolytic-like effect of DOI and in aversive memory but
not in one-trial tolerance phenomenon. CA2 and CA3
regions could be the center of DOI activity and aversive
memory.

On the contrary, amygdale and PAG does not seem to be
involved in aversive memory and DOI effect, but in BZD
effect in naive or experienced mice. We have observed
that BZD effect may be linked to these two structures,
but with differently with naive or experienced mice.
Overall, we can conclude that FPT-R is a good tool to
study aversive memory and OTT to BZD. It seems useful
to study aversive memory, in parallel with other
contextual fear conditioning models. The difference
between these tools is mainly due to the role of electric
footshocks. It is only an unconditioned stimulus in
contextual fear conditioning models. In FPT-R, it is
strongly linked to exploration, and mice can avoid
punishments with an adequate behavioral response. This
difference place FPT-R as a useful tool, and model to
study aversive memory, in parallel with one-trial
tolerance in mice.
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B. Discussion de I’étude 4 :

Le phénomeéne de « one-trial tolerance » est étudié depuis plus de 15 ans, majoritairement
sur 'EPM. Dans le cadre de ce travail de thése, nous avons pu démontrer que I'utilisation du
FPT était appropriée pour travailler sur ce sujet. De plus, nous nous sommes intéressés a
I’apprentissage aversif qui se déroule entre le test et la réexposition au test.

La présente étude avait pour but de connaitre les structures cérébrales impliquées dans la
mémoire aversive chez les souris administrées avec du véhicule, mais aussi dans I'effet de
type anxiolytique du diazépam et dans le phénoméne de « one-trial tolerance » observés
dans le retest du FPT.

Pour cela, deux protocoles ont été définis afin, dans un premier temps de connaitre I'effet
d’une injection directe de DOI ou de diazépam dans chacune des structures retenues, en
comparaison avec des souris recevant du LCR. Ensuite, a I'aide d’un protocole d’inactivation
localisée, lors du prétest, nous avons cherché a déterminer si I'activation de I'une de ces
structures lors du prétest pouvait étre responsable de la mémoire aversive ou de la « one-
trial tolerance » au diazépam. Nous avons constaté en premier lieu, que les opérations ainsi
qgue les injections des différents traitements dans les structures concernées n’entrainaient
pas de modification de I'activité locomotrice horizontale, mesurée avec un actimetre.

Les résultats du premier protocole ont révélé que la stimulation des récepteurs
sérotoninergiques de type 5-HT,ac dans I'hippocampe entrainait un effet de type
anxiolytique, exclusivement dans la région 2 de la corne dAmmon. Cette activité est
vraisemblablement liée a I'action du DOI sur les récepteurs de type 5-HT2,. En effet, nous
avons préalablement constaté que ce type de récepteur était probablement plus impliqué
dans I'effet de type anxiolytique observé dans le FPT que les récepteurs 5-HT2¢ (Ripoll et al.,
2006b). Il est néanmoins intéressant de constater que ce résultat est similaire a celui obtenu
dans I'étude précédente, avec un effet de type anxiolytique lors d’une injection de DOI dans
I'hippocampe de souris naives. Les coordonnées utilisées pour I'hippocampe de maniere
générale étaient proches de celles utilisées dans cette étude pour la région CA2. Nous avions
alors émis I’"hypothése que la réponse a une administration de DOI était régulée par I'activité
des récepteurs a,-adrénergiques (Masse et al., 2006). Pour poursuivre dans cette hypothese,
nous pourrions stimuler localement le locus coeruleus ou linactiver; les réponses

comportementales liées a ces protocoles permettraient de décrire plus précisément les
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relations entre ces deux systémes, qui peuvent se dérouler entre le locus coeruleus et
I’hippocampe, au niveau de CA2.

Des effets différents sont observés lors de I'injection de diazépam dans I'amygdale selon le
noyau ciblé. Ainsi, une injection dans le noyau latéral (LA) augmente le nombre de passages
punis chez les individus naifs seulement. Par contre, en ciblant le noyau baso-latéral, seuls
les animaux « retest » présentent une augmentation du nombre de passages punis acceptés.
Ce résultat confirme l'implication du noyau BLA dans l'effet de type anxiolytique des
benzodiazépines, mise en évidence par d’autres techniques. Nos résultats sont en
adéquation avec ceux retrouvés dans la littérature. Ainsi, une injection de benzodiazépines
dans le noyau BLA ou LA provoque un effet de type anxiolytique dans I'EPM, le test de Vogel
ou d’interaction sociale (Gonzalez et al., 1996; Thomas et al., 1985; Zangrossi Junior and
Graeff, 1994). De plus, l'injection aiglie de diazépam augmente les courants inhibiteurs post-
synaptiques dans le BLA mais aussi dans le noyau central de I'amygdale (Kang-Park et al.,
2004). Nous avons pu ainsi constater que notre protocole d’injection permettait bien une
localisation précise, a I’échelle de structures aussi précises que les noyaux de I'amygdale.
Dans le second protocole, nous avons émis I’hypothése que lors de la premiére exposition,
une structure était activée et conservait une trace, une information qui déclenchait lors de la
réexposition, une perte de |'effet de type « anxiolytique » du diazépam. Nous souhaitions
tester de la méme fagcon la mémoire aversive qui apparait lors du protocole de test-retest,
en comparant des souris naives et des souris prétestées dont une structure avait été
inactivée durant le prétest. Dans ce cadre, nous avons supposé qu’il était possible de
connaitre I'implication des différentes structures ciblées dans ces deux processus.

Le premier résultat a considérer est I'augmentation du nombre de passages punis observé
lors de l'injection de lidocaine dans la PAG dans le FPT chez les souris naives, durant du
prétest. Cet effet correspondrait a l'inactivation de cette structure impliquée dans les
phénoménes de panique et de fuite. Ainsi, I'inactivation de la structure pendant ce prétest
entrainerait une prise de risque afin de fuir la menace représentée par le test et les punitions
électriques. L'inactivation des autres structures (BLA, LA, CA1, CA2 et CA3) n’a pas modifié le
comportement des souris lors du prétest.

Lors du retest, nous avons pu constater que l'inactivation de chacune des structures lors du
prétest, ne permettait pas de rétablir un effet anti-punitif du diazépam lors du retest. Ce

résultat peut-étre dii a un facteur temporel, ainsi une inactivation aprés le prétest ou avant
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le retest aurait pu fournir d’autres résultats. Par ailleurs, il est possible qu’une autre
structure soit impliquée dans la «one-trial tolerance».

De plus, aucun effet sur la mémoire aversive n’a pu étre mis en évidence par le biais de
I'injection de lidocaine dans chacune des structures. Le nombre de passages punis acceptés
par les souris, dont une structure a été inactivée lors du prétest, n’est pas différent de celui
des souris témoins non opérées.

Par contre, de maniére inattendue, l'injection de LCR dans la région 3 de la corne d’Ammon a
entrainé un effet sur la réponse comportementale des souris retestées. En effet, une
augmentation du nombre de passages punis acceptés par ces souris a été mesurée,
permettant d’obtenir une réponse similaire a celle des souris témoins naives non opérées.
Cette réponse a été constatée quel que soit le traitement lors du retest. Cet effet paradoxal
n’est plus retrouvé lorsque la région CA3 a été inactivée par une injection de lidocaine a la
place du LCR lors du prétest.

Nous n’avons pas d’autres données, et dés lors, nous ne pouvons qu’émettre une
hypothése. Il pourrait étre envisageable que la région CA3 soit reliée de maniéere directe ou
indirecte avec une structure non étudiée dans ce travail. L'injection de LCR provoquerait
alors une activation de CA3 qui modifierait I’état de cette structure non identifiée, rendant
inopérante I'information entrainant la mémoire aversive lors de la réexposition.

Malgré cela, nous pouvons conclure qu’il existe deux schémas distincts régissant les
processus de mémoire aversive et de « one-trial tolerance » aux benzodiazépines, comme
nous I'avions préalablement établi dans les études précédentes.

Il semble en effet que I'hippocampe ne soit pas directement impliqué dans la perte d’effet
du diazépam, ou dans l'effet de type anxiolytique déclenché par cette benzodiazépine chez
des souris naives. A 'opposé, la PAG et 'amygdale ne semblent pas étre impliquées dans les
phénoménes de mémoire aversive, puisque leur inactivation (ou leur activation par injection
de LCR) n’entraine pas de variation du nombre de passages punis acceptés par les souris
témoins lors du retest.

Pour poursuivre cette étude, il conviendrait d’attaquer la problématique avec I'optique
inverse, a savoir une inactivation d’une structure 10 minutes avant le retest. Cela
permettrait de savoir quelle structure est nécessaire lors du retest pour observer la mémoire
aversive et / ou la «one-trial tolerance» au diazépam. En effet, dans ce cadre de recherche, il

a été mis en évidence chez le Rat, gu’une injection de lidocaine dans la PAG annulait la «one-
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trial tolerance» observée chez des rats traités au midazolam dans I'EPM, uniguement si
celle-ci était pratiquée avant le retest, mais pas si I'injection de lidocaine avait lieu avant ou
apreés le prétest (Bertoglio et al., 2005). De méme, une injection dans I’"hypothalamus dorso-
médian pratiquée avant le retest dans 'EPM permet de restaurer 'effet anxiolytique du
chlordiazépoxide chez le Rat dans 'EPM (File et al., 1999). Nous n’avons initialement pas
retenu cette chronologie d’injection afin de limiter les difficultés d’interprétations liée a la
présence de deux traitements lors de la seconde exposition dans ces conditions. Il est
possible que, bien que la lidocaine seule n’ait pas d’effet de type anxiolytique dans le test,
une superposition entre I'effet de la BZD et de la lidocaine entrainerait un effet difficilement
explicable. Pour cette raison, nous avons décidé d’injecter la lidocaine avant le prétest, pour
étudier la phase d’acquisition. De méme, le fait d’injecter apres le prétest peut compliquer
I'interprétation des résultats observés, en partie du fait de I'absence de donnée sur la phase
d’encodage des informations collectées durant le prétest.

Par ailleurs, d’autres structures peuvent étre ciblées afin de connaitre leurs implications
dans ces processus. Parmi les principales, nous pouvons citer le locus cceruleus, le noyau du
raphé, les noyaux médian et central de I'amygdale, I’hypothalamus dorso-médian, le noyau
du lit de la strie terminale, bien qu’elle semble plutét impliquée dans les réponses
comportementales a long terme (Walker et al., 2003), le noyau accumbens, qui pourrait étre
le lieu de rétention de I'information aversive (Levita et al., 2002) et le cortex préfrontal
(Lowry et al., 2005). Pour cette derniere structure, nous avions initialement pensé I'intégrer
dans notre étude, pourtant, au moment de définir le protocole, nous avons pu constater que
la grande étendue de cette structure posait un réel probléme méthodologique. En effet, en
se référant a plus de dix articles utilisant des injections localisées dans le cortex préfrontal
chez la souris CD1 ou Swiss, nous avons pu constater de fortes différences dans les
coordonnées de la région ciblée. Il semble difficile de supposer que ce tissu si vaste puisse
exercer un effet homogeéne sur le comportement quel que soit le lieu de I'injection. Il parait
donc prudent de régionaliser le cortex préfrontal, en multipliant les sous-régions et en les

détaillant selon la localisation des récepteurs ciblés.
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VI. Etude 5 : Modifications neurochimiques lors du test-retest du

FPT chez la Souris

Modifications neurochimiques observées lors d’une exposition au FPT, puis lors de la

réexposition au test dans quatre aires cérébrales chez la Souris
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A.  Objectifs de I'étude 5

Le but de cette étude était de mettre en évidence I'implication des systemes
dopaminergique, sérotoninergique et noradrénergique dans les phénomenes de «one-trial
tolerance» et de mémoire aversive observés lors d’un protocole de test-retest du FPT. Ce
travail a été réalisé en effectuant un dosage tissulaire des concentrations de ces
monoamines par chromatographie liquide a haute performance, a différentes étapes clés du
protocole. Les dosages ont été effectués au sein du laboratoire, selon une technique publiée
par le Dr. E. Dailly (Dailly et al., 2006).

Nous avons ainsi soumis des souris a un test-retest, en sacrifiant des individus avant et apres
le prétest et le retest. Nous avons procédé a une dislocation cervicale, puis au prélévement
sur plaque réfrigérée de quatre aires principales : I’hypothalamus, I'hippocampe, le striatum
et le cortex. Les tissus ont été placés dans de la carboglace, puis broyés et préparés pour les
analyser ultérieurement.

Nous avons ainsi pu étudier les variations de chacun des neurotransmetteurs étudiés aux

points clés du protocole répartis sur 24 heures, a savoir avant et apreés le prétest et le retest.
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Figure 10 : Variation des concentrations de Noradrénaline au sein de I’hypothalamus, de I'hippocampe, du
striatum et du cortex durant le protocole de test-retest du FPT chez la Souris. Les concentrations sont
exprimées en ng/g de tissu. Les données sont exprimées en moyenne +/- sem (n=12). Le sigle @ représente
une différence significative, entre le groupe ciblé et le groupe « avant le prétest » qui constitue le groupe
témoin (@ : p<0,05; @@ : p< 0,001 ; @@ @ : p< 0,001). Le sigle * représente une différence significative entre
les deux groupes désignés par I'accolade (* : p<0,05 ; ** : p<0,01 ; *** : p<0,001).

Nous pouvons constater sur la figure 10 que les concentrations de noradrénaline sont
affectées par I'expérience du test, chez des souris naives et expérimentées. Dans
I’hypothalamus, aucune variation significative n’a été observée [F(343=2.12 ; p<0,113]. Dans
I’"hippocampe, nous avons constaté un impact de I'exposition au test sur ces concentrations
[F(3,43=5.104 ; p<0,004], avec notamment une augmentation de pres de 100 % de la
concentration de noradrénaline aprés le prétest (p<0,015). Avant le retest, 24h apreés le
prétest, les concentrations étaient revenues au niveau initial (p<0,009), et ne sont plus
affectées par une nouvelle exposition au FPT. Dans le striatum [F(343=6.743; p<0,001], la
premiére exposition au FPT ne modifie pas immédiatement la concentration de
noradrénaline, en effet, apres le prétest, aucune variation significative n’est observée. Par
contre, nous avons noté une forte élévation de la concentration 24 h apres, avant le retest
(p<0,022). Malgré tout, la différence obtenue n’est pas significative, par rapport aux
concentrations obtenues chez des souris naives. Dans le cortex [F343=7.497 ; p<0,001], une

diminution de la concentration de noradrénaline est constatée deés la fin du prétest
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(p<0,001). Celle-ci persiste le lendemain, avant le retest (p< 0,002), mais aucune différence

significative n’est observée apres le retest, en comparaison avec les souris naives.
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Figure 11 : Variation des concentrations de Dopamine au sein de I'hypothalamus, de Fhippocampe, du
striatum et du cortex durant le protocole de test-retest du FPT chez la Souris. Les concentrations sont
exprimées en ng/g de tissu. Les données sont exprimées en moyenne +/- sem (n=11-12). Le sigle @ représente
une différence significative, entre le groupe ciblé et le groupe « avant le prétest » qui constitue le groupe
témoin (@ : p<0,05; @@ : p< 0,001 ; @@ @ : p< 0,001). Le sigle * représente une différence significative entre
les deux groupes désignés par I'accolade (* : p<0,05 ; ** : p<0,01 ; *** : p<0,001).

Sur la figure 11, nous pouvons constater que l'exposition au test n’a pas entrainé de
variations significatives de la concentration de dopamine dans I’hippocampe [F(342=2.241;
p<0,099], dans le striatum [F(342= 0.363 ; p<0,78] et dans le cortex [F3, 42=1.866 ; p<0,151]
pour tous les temps. Par contre, dans I'hypothalamus, nous avons observé une variation
significative des concentrations de dopamine [F(342=10.641; p<0,001]. Le prétest n’a pas
modifié immédiatement la concentration de dopamine, mais une forte diminution est
constatée durant les 24 heures suivant le prétest (p<0,001). Cette diminution persiste aprés

le retest.
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Figure 12 : Variation des concentrations de Sérotonine au sein de I’hypothalamus, de I'hippocampe, du
striatum et du cortex durant le protocole de test-retest du FPT chez la Souris. Les concentrations sont
exprimées en ng/g de tissu. Les données sont exprimées en moyenne +/- sem (n=12). Le sigle @ représente
une différence significative, entre le groupe ciblé et le groupe « avant le prétest » qui constitue le groupe
témoin (@ : p<0,05; @@ : p< 0,001 ; @@ @ : p< 0,001). Le sigle * représente une différence significative entre
les deux groupes désignés par I'accolade (* : p<0,05 ; ** : p<0,01 ; *** : p<0,001).

Sur la figure 12, nous pouvons constater que I'exposition au FPT n’a pas déclenché de
variation significative de la concentration de sérotonine lors du prétest ou du retest dans
I’hypothalamus [F(343=2.696 ; p<0,059] et dans le striatum [F(343=1.189; p<0,326]. Par
contre, une forte variation a été observée dans I"hippocampe [F343=10.347 ; p<0,001], au
sein duquel une augmentation de plus de 150 % est retrouvée entre la fin du prétest et le
début du retest (p<0,001). La seconde exposition au FPT ne modifie pas cette nouvelle
concentration. Il existe une différence significative entre les concentrations de sérotonine
des souris naives et prétestées, avant le FPT (p<0,05). Dans le cortex [F(3=35.653;
p<0,001], une forte diminution de la sérotonine est observée des la fin du prétest (p<0,001),

et celle-ci persiste 24 heures plus tard, méme aprés une réexposition au FPT (p<0,001).

115



B. Discussion de I’étude 5

L'étude neurochimique des neurotransmetteurs au sein de [|’hypothalamus, de
I’"hippocampe, du striatum et du cortex a révélé un impact variable de I'exposition au test,
chez des souris naives ou prétestées.

Concernant la noradrénaline, nous pouvons constater que sa concentration réagit fortement
a la premiere exposition au FPT, dans I’hippocampe. Cette forte élévation peut traduire le
stress engendré par le FPT. Par contre, un retour a la concentration initiale est observé
durant les 24 heures suivant le prétest. L’absence d’élévation lors du retest est un indice fort
de la modification de perception de I'environnement, lorsque celui-ci est connu. En effet,
I’effet aversif de I’'environnement est connu, et le systéeme noradrénergique ne réagit pas de
la méme fagon chez ces souris expérimentées. Dans le cortex, une diminution est constatée
lors du prétest, suivie d’'un retour a la normale apreés le retest. La encore, nous pouvons
supposer que la premiere exposition déclenche une réaction de stress, constatée par cette
forte diminution. Les concentrations de noradrénaline ne sont pas modifiées par I’exposition
au FPT lors du retest, I'environnement n’exercant vraisemblablement plus la méme forme
d’aversion, de néophobie. Parmi les travaux portant sur I'effet du stress sur le systeme
noradrénergique, il a été rapporté qu’un stress aigu augmentait la concentration de
noradrénaline dans le cortex, ce qui va a I'encontre de notre résultat. De maniéere général,
plusieurs travaux semblent s’accorder sur le fait qu’un stress aigli entraine une activation du
Locus coeruleus qui déclenche une augmentation de la concentration de noradrénaline dans
les différents régions ciblées par celui-ci (Flugge et al., 2004). Cela pourrait expliquer en
partie nos résultats obtenus dans I’hippocampe a court terme et dans le striatum 24 heures
apres le prétest.

Le systeme dopaminergique est apparemment affecté par I'exposition au FPT uniquement
dans I’hypothalamus. La diminution de la concentration en dopamine observée dure 24
heures et persiste apres le retest. Les différentes études ciblées sur les variations du systéeme
dopaminergique rapportent des augmentations de concentration de la dopamine, dans le
cortex et 'amygdale, suite a un stress aigu, des chocs non évitables, une manipulation de
I’'animal ou au confinement dans une boite de test (Dazzi et al., 2005; Heinsbroek et al.,
1991; Herman et al., 1982; Inglis and Moghaddam, 1999). Mais plusieurs résultats sont en

opposition avec ces données, et il semble exister de fortes variations des modifications du
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systeme dopaminergique, selon la sévérité et le contréle de I'élément stressant, la souche
ainsi que I'expérience de I'animal (Cabib and Puglisi-Allegra, 1996; Flugge et al., 2004).

Le systéme sérotoninergique réagit au stress du FPT de maniere significative dans
I’"hippocampe et dans le cortex. Une forte augmentation persistante est observée dans
I’"hippocampe, ainsi qu’une diminution dans le cortex, se prolongeant apres le retest. La
variation de concentration de sérotonine dans I'hippocampe est un résultat qui a été
constaté dans de nombreux travaux, mais pour lequel il existe de fortes disparités. En effet,
certaines études ont constaté une augmentation du neurotransmetteur dans I"hippocampe
apres exposition de souris a un prédateur tel que le chat ou aprés une exposition de rats a
I’'EPM alors que d’autres ne montrent aucune modification (Beekman et al., 2005; Belzung et
al., 2001; Rex et al., 2005). A I'inverse, une autre étude a permis d’observer une diminution
de la 5-HT dans I'"hippocampe apres I'exposition de rats a un EPM (Carvalho et al., 2005). Les
différences de résultats obtenus sont possiblement dues aux différences de méthodologies
employées dans ces études (Rat ou Souris, dosage des neurotransmetteurs par des
techniques d’HPLC ou de microdialyse). Dans une revue de la littérature, Fliigge et
collaborateurs ont constaté que le stress élevait les concentrations de sérotonine dans
diverses régions du cerveau, et qu’il semblait augmenter ['activité de la tryptophane
hydroxylase, enzyme de la bio-synthése de la sérotonine (Boadle-Biber et al., 1989; Flugge et
al., 2004).

Le systéme noradrénergique a réagi rapidement a I'exposition au FPT, mais un retour rapide
aux concentrations initiales est constaté. Cela peut signifier que ce systeme est impliqué
dans le stress initial, lié a la néophobie, mais qu’il intervient de facon moindre dans la
gestion du stress lors d’une exposition a un environnement aversif préalablement découvert.
A l'inverse, les systéemes dopaminergiques et sérotoninergiques ont été affectés de fagon
soutenue. Les souris expérimentées n’avaient pas les mémes concentrations de sérotonine
dans I'hippocampe et dans le cortex avant d’étre exposées au FPT, en comparaison avec des
souris naives. Il en est de méme pour la dopamine dans I’hypothalamus. Cela peut indiquer
gue ces deux systéemes, dans ces structures sont impliqués dans la modification de la
réponse comportementale observée lors du retest. En effet, ces concentrations différentes
pourraient étre liées a une activation modifiée des systéemes et des structures au cours de la

réexposition.
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Ces résultats confirment nos données précédemment acquises dans [|'étude du
comportement ainsi que lors des injections cérébrales. Il existe bien une différence de
réponse comportementale lors du retest, vraisemblablement liée a une différence
d’activation des structures et des systemes monoaminergiques. Ce lien entre les
modifications de réponse comportementale dans les modeéles d’anxiété et les concentrations
de monoamines se retrouve dans d’autres études (Belzung et al., 2001).

Il est intéressant de constater que, bien que I'étude soit effectuée sur les concentrations
tissulaires totales, nous avons observé des variations des neurotransmetteurs dans les
différentes structures. Nous n’avons pas pu doser les métabolites des différents
neurotransmetteurs, ce qui ne nous permet pas de connaitre le taux de renouvellement de
ces molécules, ainsi que ses variations. Pour poursuivre ce travail, une étude des
concentrations des neurotransmetteurs et de leurs métabolites dans la fente synaptique
pourrait étre envisagée, afin d’étudier leurs métabolismes, méme si sa faisabilité reste
discutable. En effet, les protocoles de microdialyse sont difficiles a utiliser sur des animaux
en conditions de test, notamment dans un protocole de FPT, utilisant une enceinte fermée
empéchant la fuite de I'animal. De plus, il a été mis en évidence que ce type de protocole
pouvait modifier la réponse comportementale des animaux, a certains stimuli lors d’un test
d’anxiété (McQuade et al., 1999).

Le choix de notre souche peut aussi avoir contribué aux différences observées entre nos
résultats et d’autres études sur le stress aigu ou les chocs plantaires. En effet, les animaux de
la souche Swiss semblent subir peu de variations de leurs concentrations monoaminergiques
lors d’une exposition a un élément stressant, comme un prédateur par exemple. La souche

C57/BL6 ou DBA/2 s’est avérée plus réactive a ce type de test (Belzung et al., 2001).
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Conclusion et discussion

Au cours de ce travail, nous avons cherché a caractériser les facteurs spatiaux et temporels,
ainsi que les structures cérébrales intervenant dans les réponses comportementales
observées au cours d’un protocole de test-retest dans le FPT chez la Souris.

En effet, dans ce type de protocole, une perte d’effet des benzodiazépines a été mise en
évidence, ainsi que des phénoménes de mémoire aversive en I'absence de traitement, lors
du retest.

Ces deux composantes liées a la «one-trial tolerance» et a la mémoire aversive nécessitaient
une étude approfondie. En effet, la connaissance des structures cérébrales, des systemes de
neurotransmission ainsi que des facteurs environnementaux responsables de cette perte
brusque d’effet, pourrait permettre d’améliorer I'efficacité des molécules, de mieux
comprendre les effets secondaires observés et d’offrir potentiellement de nouvelles voies
thérapeutiques dans les pathologies anxieuses. Par ailleurs, ce protocole pourrait constituer
un outil d’étude de la mémoire aversive lors d’un stress répété.

De plus, nous avons cherché a mettre en évidence l'utilité de ce modeéle animal d’anxiété
dans I’étude de cette « one-trial tolerance » face au modele couramment utilisé : I'EPM.
Dans le test-retest de I'EPM, les différentes études ont permis d’isoler quelques facteurs
critiques dans les processus modifiant les réponses comportementales observées durant le
retest. Ainsi, les facteurs spatial et environnemental au cours du prétest semblent
particulierement impliqués dans 'apparition de la tolérance aux BZD durant le retest. De

méme, le facteur temporel est un parameétre crucial dans I'établissement de ce phénomene.

Pour étudier ces différents facteurs, nous avons travaillé en paralléle avec deux molécules
exercant un effet de type anxiolytique dans le FPT chez la souris naive, une benzodiazépine :
le diazépam et un agoniste des récepteurs sérotoninergiques 5-HT,a/2c : le DOL. De plus, nous
avons montré que cette derniere substance grace a son activité sur les récepteurs 5-HTa
conservait cet effet anti-punitif lors de la réexposition au test (Ripoll et al., 2006b; Ripoll et
al., 2005). A I'aide de cette propriété, nous avons donc cherché a comprendre les effets des

parametres étudiés sur la réponse anxiolytique, lors du retest dans le FPT chez la Souris.
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Notre protocole d’étude visait dans un premier temps a comprendre les parametres
critiques aux niveaux spatial et temporel, dans I'établissement de la tolérance aux
benzodiazépines, mais aussi dans la mise en place des phénoménes de mémoire aversive.
Pour cela, nous avons comparé les effets d’injections intra-péritonéales de DOl ou de
diazépam lors du retest par rapport a des injections intra-péritonéales de véhicule, afin de
connaitre I'impact des modifications de protocole et spatio-temporelles sur les résultats lors

du retest.

Notre premiére étape a permis de confirmer que la perte d’effet des benzodiazépines, et
plus particulierement du diazépam, était liée non pas a la présence des chocs électriques,
mais bien a I'exposition au test. Nous nous sommes ensuite intéressés a l'influence de ces
chocs électriques sur 'amplitude de la réponse de type anxiolytique au DOI lors du retest. A
I’aide de modifications du protocole de test lors du premier test et / ou lors du retest, nous
avons pu obtenir des résultats significatifs. Ce premier travail publié nous a permis de
conclure que la perte de l'effet de type anxiolytique était liée a la connaissance de
I’environnement spatial proche, lors de la réexposition, et non aux chocs électriques, ceux-ci
n’agissant que comme potentialisateurs du phénomene. Cette conclusion nous a permis de
valider notre utilisation du FPT dans un protocole de test-retest, comme modele d’étude de
la «one-trial tolerance».

De plus, nous avons pu constater que la connaissance de I'environnement nouveau ainsi que
des menaces potentielles est prépondérante dans I'établissement de la «one-trial
tolerance».

Cela nous permet d’étudier de maniére plus critique les résultats obtenus dans le test-retest
dans I'EPM. Ainsi, dans plusieurs travaux, I’environnement entre le prétest et le retest a été
modifié, et il a été constaté que les BZDs conservaient leur effet. Nous pouvons supposer
gue ces résultats étaient fortement liés a la connaissance de I’environnement. L’ajout d’une
situation aversive telle que de I'air pulsé dans les bras « fermés » (Pereira et al., 1999), ou de
bords sur les bras « ouverts » (Fernandes and File, 1996), pourrait étre percu par I'animal
comme une modification de I'environnement et de ses risques. Dans ce cas, une nouvelle
exploration de I'espace proche serait nécessaire, afin de collecter tous les indices spatiaux et

aversifs. L'animal pourrait étre confronté au cours de la nouvelle exploration, a une situation

120



de néophobie, contre laquelle les BZD s’averent efficaces. Par contre, lors d’un retest avec
un environnement identique, I'animal n’est plus motivé pour explorer cet environnement
connu, avec le risque de s’exposer aux stimuli aversifs. Je ne considére pourtant pas que ce
nouvel état soit lié a une phobie, mais plutét a une prostration, qui pourrait se rapprocher
d’un abandon. Malgré cela, nous ne pouvons pas non plus qualifier cet état de désespoir
comportemental, en effet, de nombreux antidépresseurs se sont avérés inactifs dans le

retest du FPT.

Disposant alors d’un modéle valide et fiable pour comprendre le phénomeéne de la «one-trial
tolerance», nous avons poursuivi notre étude des parametres qui pouvaient étre impliqués
dans I'apparition de cette tolérance. En effet, une partie de ces travaux avaient été effectués
sur le modele de I'EPM, mais le FPT, de par sa simplicité et sa robustesse, pouvait permettre
d’obtenir des réponses différentes.

En effet, alors que le protocole d’EPM impose une session de 5 minutes; le FPT s’effectue sur
1 minute et 15 secondes. Les travaux d’étude des paramétres temporels ont révélé qu’une
durée d’exposition inférieure a 2 minutes lors de la premiére exposition a 'EPM n’entrainait
pas de phénomene de tolérance chez le Rat (Dal-Col et al., 2003). Les résultats obtenus sur
des durées pourtant plus bréves dans le FPT nous permettent de raccourcir ces intervalles de
temps, et de préciser encore mieux la fenétre temporelle critique pour I'apparition de la
«one-trial tolerance».

Dans cette seconde étude, nous avons donc pu mettre en évidence I'importance du temps
d’exposition lors du premier test, ainsi que de l'intervalle de temps entre les deux sessions.
Nous avons pu constater que le phénoméne de « one-trial tolerance » s’exprimait lors du
retest lorsque les souris avaient été exposées seulement 30 secondes durant la premiere
session, indépendamment de la présence ou non des chocs électriques durant le test. Par
contre, une exposition de 15 secondes n’est pas suffisante pour déclencher ce phénoméne
lors du retest. Cela peut étre attribué au fait que la souris n’a pas suffisamment de temps
pour se faire une représentation compléte de I'espace de test.

Nous ne pouvons pas comparer cet indice temporel avec les données obtenues dans 'EPM,
puisque l'espéce utilisée (le Rat) ainsi que la benzodiazépine (le chlordiazépoxide ou le

midazolam) sont différentes.
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L’étude de l'intervalle de temps nous a permis de constater que les informations acquises
lors de la premiére exposition sont disponibles des la fin du test, puisqu’une souris
réexposée immédiatement au test ne continue pas a explorer I'environnement. Malgré tout,
nous ne pouvons savoir si cette diminution observée quel que soit I'intervalle de temps (0
secondes — 2 heures) est liée a une cause unique ou plutét a plusieurs phénomeénes
successifs d’habituation puis de mémorisation progressive.

Dans ce cadre, nous avons exposé plusieurs résultats complémentaires, non publiés mais
apportant certaines informations utiles a la discussion. Ainsi, a I'aide d’une étude de I'effet
du diazépam sur un intervalle compris entre 5 minutes et 30 minutes entre le prétest et le
retest, nous avons pu constater que les cinétiques d’apparition de la mémoire aversive ainsi
gue de la «one-trial tolerance» semblaient étre différentes. Ce résultat permet de supposer
qgue les processus et les structures sous-jacents a I'établissement de ces deux phénomenes
sont différents.

Cette information est renforcée par I'étude de I'effet du diazépam lors d’un retest séparé de
plusieurs jours du prétest. Ainsi, sur I'intervalle 3 jours — 42 jours, nous avons constaté que la
mémoire aversive observée lors du retest persistait sur cet intervalle de temps, alors que la
«one-trial tolerance» s’estompait apres 14 jours, et que le diazépam retrouvait un effet anti-
punitif dans le FPT.

Afin de compléter ce travail, nous nous sommes ensuite intéressés aux structures cérébrales
impliquées dans la mise en place de la tolérance aux benzodiazépines. Pour cela, nous avons
mis au point un protocole d’injection localisée dans des structures impliquées dans I'anxiété.
Lors de cette étude, nous avons pu mettre en évidence une implication de I’hippocampe
dans le mécanisme d’action du DOI dans le FPT.

De plus, ce travail a permis de valider notre protocole, et de constater que I'opération
n’entrainait pas de modification des résultats obtenus dans le FPT, en comparaison avec des
souris non opérées de la méme cohorte. A la suite de cette étude, nous avons continué cette
mise au point, afin de de pouvoir injecter plus précisément au niveau de noyaux spécifiques
des structures d’intérét. Ainsi, nous avons travaillé sur trois structures, avec six points
d’injection au total. L'amygdale, en considérant deux de ses noyaux : le noyau latéral et le
noyau baso-latéral, la substance grise périaqueducale, ainsi que I"hippocampe, avec trois

sous-régions de la corne d’Ammon.
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Dans la quatrieme étude, nous avons donc cherché a connaitre le role de ces différentes
structures dans I'effet de type anxiolytique observé dans le FPT aprés une injection intra-
péritonéale. Pour cela, nous avons dans un premier temps pratiqué des injections localisées
de diazépam, ainsi que de DOI, dans chacune des structures, afin de déterminer leurs
interventions respectives dans |’effet observé lors du test. Par la suite, nous avons utilisé une
technique d’inactivation réversible, afin de connaitre I'intervention de ces structures lors du
prétest, et I'impact lors du retest de cette inactivation.

Les résultats obtenus nous permettent de constater que les structures ciblées ont toutes un
intérét dans notre étude. En effet, la stimulation des récepteurs 5-HT;a/c dans la région CA2
de I'hippocampe a entrainé un effet de type anxiolytique dans le test chez des souris naives
ou expérimentées. L'injection d’aCsf dans la région CA3 a modifié la réponse
comportementale lors du retest des souris témoins, suggérant un lien de cette zone avec la
mémoire aversive.

En ce qui concerne la PAG ainsi que I'amygdale et plus particulierement son noyau latéral,
nous avons démontré que l'injection de diazépam dans ces structures, entrainait un effet de
type anxiolytique dans le test. De plus I'inactivation de la PAG avait le méme effet dans le

test chez la souris naive.

Au cours des différentes études, nous avons pu remarquer un comportement différent entre
les souris retestées injectées avec du véhicule ou avec du diazépam a la dose de 1 mg/kg. En
effet, alors que les souris ayant recu une dose de diazépam restent parfaitement immobiles
lors du retest, pattes écartées dans une attitude de « freezing », les souris injectées avec du
véhicule explorent la plaque sur laquelle elles sont déposées en début de test, et
n’effectuent pas ou peu de passages sur une autre plaque. Malgré tout, ces souris ont un
comportement explorateur marqué, totalement différent de celui des souris injectées au
diazépam. Nous avons pu observer des flairages, des redressements, des comportements de
saut d’'une plaque a l'autre, des extensions sur les plagues adjacentes sans franchissement
complet. Cette forte différence de comportement n’est malheureusement pas perceptible
avec le seul indice dont nous disposons, a savoir le nombre de passages punis.

Le FPT tire une grande partie de son intérét de cette relative simplicité. Un seul indice
permet de décrire un effet pharmacologique, a 'opposé de son « concurrent » direct, 'EPM

qui dispose d’une grande quantité de résultats plus difficilement interprétables.
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Plusieurs travaux ont proné une utilisation de parametres éthologiques dans le test de
I'EPM, ou une simplification des indices recueillis, afin de faciliter son analyse (Wall and
Messier, 2001). En effet, le recours a une analyse complexe, de type multifactorielle entraine
un risque de perte d’information, ou de succession d’approximation, qui peuvent biaiser le
résultat observé sur I'appareil. Dans le cadre du FPT, une analyse éthologique pourrait étre
envisageable, mais diminuerait fortement ses avantages vis-a-vis d’autres modeles de ce
type. La non-utilisation de caméras, ou de relevés complexes permet d’appréhender
rapidement le test et de multiplier le nombre d’animaux dans une session de test.

Parmi les évolutions envisageables, il pourrait étre intéressant de considérer I'utilisation de
rayons photo-électriques, tels que ceux présents dans un actimétre. Deux rayons placés en
croix au niveau des intersections des plaques permettraient de différencier parmi les souris
n’effectuant aucun passage durant la minute que dure le test, celles qui ont malgré cela
exprimé un comportement de type exploratoire. Il pourrait étre intéressant de mesurer le
temps de latence avant le premier choc. En effet, au cours de ce travail, nous avons pu
constater que lors de l'utilisation du diazépam, certaines souris n’effectuaient pas de
passages du tout, alors que d’autres appartenant au méme groupe, avec le méme
traitement, effectuaient une série de plusieurs passages successifs, déclenchée par le

premier choc.

L'analyse des réponses comportementales observées lors du retest, lors des injections
localisées de diazépam, nous permet d’émettre une hypothése, qui nécessiterait une étude
comportementale plus poussée pour étre validée. Le diazépam, lorsqu’il est utilisé lors du
retest, pourrait étre actif puisque son injection dans la PAG augmente le nombre de
passages punis acceptés. Pourtant, le comportement de « freezing » lors du retest indique
gu’il semble exister un conflit entre plusieurs structures activées. Nous pouvons supposer
gue lors de son injection par voie intra-péritonéale chez des souris naives, le diazépam va se
fixer sur des récepteurs GABA, dans différentes structures cérébrales, exprimant un effet
tendant globalement a augmenter le nombre de passages punis acceptés. Lors de la seconde
exposition, nous considérons qu’il a di y avoir une modification de la sensibilité de
récepteurs GABA, dans certaines structures responsables de cet effet de type anxiolytique.
Ainsi, la résultante de l'injection de diazépam et de la modulation de récepteurs GABA, dans

différentes aires cérébrales n’est pas une augmentation du nombre de passages punis
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acceptés, mais plutdt un effet de type panique ou « freezing ». Cette variation de sensibilité
régionalisée n’a pas pu étre mise en évidence lors du protocole d’inactivation par la
lidocaine pour différentes raisons :
- un facteur temporel, la fenétre d’inactivation du tissu est tres breve et les récepteurs
peuvent étre modifiés aprés I'exposition au test
- un facteur structural, d’autres structures peuvent étre envisagées comme impliquées
dans cet effet
Néanmoins, nous avons lors de I'étude 1 réfuté I’hypothése selon laquelle la « one-trial
tolerance » observée dans le test-retest de I'EPM était liée a une modification
conformationnelle des récepteurs GABA,. En effet, cette modification, si elle est liée a
I’exposition a I'EPM aurait d avoir un effet sur la réponse comportementale au diazépam
dans le FPT. Cela n’a pas été le cas, et nous devons alors considérer qu’il existe un lien entre
cette modification de la sensibilité des récepteurs GABA, et la mémoire spatiale qui semble

se fixer dés les 30 premiéres secondes de test.

Tout au cours de ce travail, nous avons utilisé ce test, qui malgré cette apparente simplicité
s’est révélé tres a méme de nous apporter une grande quantité d’informations.

Cette utilisation des tests comportementaux pour décrire des mécanismes d’action et des
processus neurologiques impliqués est trés riche, abordable mais peut facilement étre
biaisée par une mauvaise caractérisation de I'outil comportemental.

Nous avons cherché a la fois les mécanismes impliqués dans la mémoire aversive et la « one-
trial tolerance », afin non seulement de comprendre les phénomenes impliqués dans ces
processus, mais aussi de mieux caractériser le FPT et son protocole de test-retest.

Notre premiére étude nous a permis de placer le test-retest du FPT comme un modele
d’étude de la « one-trial tolerance » mais aussi de la mémoire aversive. Notre second travail
nous a permis d’affiner cette caractérisation en y apportant une dimension temporelle
importante. Nous savons que nous travaillons sur des phénomeénes trés rapidement mis en
place, mais nécessitant un apprentissage spatial d’au moins 30 secondes.

Par la suite, nous avons pu mettre en évidence que les structures cérébrales impliquées dans
la réponse de type anxiolytique de deux molécules actives dans le test étaient

vraisemblablement différentes. Ainsi, I’"hippocampe s’est montré sensible a une injection de
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DOI, mais le diazépam n’a pas entrainé de réponse, et la réciproque a été mise en évidence
dans I'amygdale et dans la PAG.

Il est par ailleurs intéressant de constater que dans une étude de I'activité anxiolytique et
motrice du midazolam, des injections localisées de cette BZD dans I'amygdale ont déclenché
un effet de type anxiolytique, mesuré a l'aide d’un test d’open-field. Aucun effet n’a par
contre été retrouvé lors d’une injection dans I’hippocampe (Heldt and Ressler, 2006).

Le travail effectué avec les injections de lidocaine lors du prétest visait a déterminer si
I'inactivation d’une structure ciblée, lors de la premiére exposition pouvait modifier les
phénoménes de mémoire aversive ou de la «one-trial tolerance». Nous avons pu mettre en
évidence une influence de I'hippocampe sur la mémoire aversive, de maniére indirecte
toutefois. Par contre, I'inactivation des structures ciblées n’a pas modifié I'effet du diazépam
lors du retest.

Cette étude reposait sur I’hypothése que lors de la premiere exposition, une information
était stockée dans une structure, et était ensuite utilisée lors du retest. Pour la mémoire
aversive, nous ne pouvons pas conclure de maniere plus avancée sur le role de la région CA3
de I'hippocampe.

Pourtant, en s’intéressant a d’autres études liées a la mémoire spatiale, nous pouvons
constater que les récepteurs NMDA de la région CA3 ont un réle crucial dans I'acquisition
rapide d’indices spatiaux lors d’une exposition unique a un nouvel environnement
(Nakazawa et al., 2004). Nous pouvons donc supposer que les récepteurs NMDA de la région
CA3 de I'hippocampe sont impliqués dans I'apprentissage spatial ayant lieu lors du prétest
dans le FPT. Il conviendrait, afin de tester cette hypothése, d’effectuer une étude
pharmacologique a I'aide d’injections d’agonistes et d’antagonistes des récepteurs NMDA,
afin de constater si la diminution du nombre de passages punis observée lors du retest peut
étre annulée.

Pour la «one-trial tolerance», il est possible que nous n’ayons pas ciblé les structures
majoritairement impliquées dans la «one-trial tolerance» lors du prétest. Nous pouvons
aussi supposer que l'information est crée a posteriori de I'exposition. En effet, la lidocaine
n’agit plus 15 minutes apres son injection, et il pourrait étre envisageable que la stimulation
entrainée par I'exposition ne se répercute que plus tard sur les structures liées a la «one-trial

tolerance».
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Il conviendrait maintenant d’explorer d’autres structures, mais aussi de refaire ce type de
protocole en inactivant les structures non pas pour le prétest, mais plutét lors du retest.
Ainsi, nous pourrions envisager qu’une structure inactivée pourrait annuler la perte d’effet
du diazépam lors de cette seconde exposition.

Les résultats de notre étude neurochimique permettent de constater que les modifications
de la réponse comportementale sont visibles dans les quatre aires étudiées (hypothalamus,
hippocampe, striatum et cortex) selon les systtmes de neurotransmission
monoaminergiques. |l semble notamment que les systemes dopaminergique et
sérotoninergique soient impliqués dans ces modifications lors du retest. Nous avons ainsi
observé une diminution des concentrations de dopamine dans I’'hypothalamus lors du retest,
liée a la premiére exposition. L’exposition au FPT durant le prétest a fortement diminué la
concentration de sérotonine dans le cortex, de maniére rapide et durable. Par contre, cette
concentration a fortement augmenté dans I'hippocampe apres le prétest. Une analyse plus
poussée, basée sur les taux de renouvellement et les quantités de neurotransmetteurs dans
la fente synaptique permettrait d’étudier de facon plus compléte les implications des

systémes monoaminergiques dans ces phénoménes.

Au vu de I'ensemble des résultats, il convient de se poser la question de l‘intérét du
protocole de test-retest du FPT. La premiére interrogation que nous avons soulevée est de
savoir si les résultats obtenus permettent encore de caractériser un effet anxiolytique (Ripoll
et al., 2005). Cela ne semble pas étre le cas, puisque la classe de molécules de référence
dans la pathologie anxieuse, a savoir les benzodiazépines, est inefficace dans le test.

Dans ce cadre, nous avons quelquefois utilisé le terme d’effet de type « anxiolytique » lors
du retest pour décrire 'augmentation du nombre de passages punis. Pourtant, cela ne peut
étre exprimé ainsi que lorsque le test utilisé est encore lié a la pathologie anxieuse, ce qui
n’est pas prouvé. Cet abus de langage n’avait pas de valeur forte, puisqu’il a simplement

servi a décrire les résultats plutot qu’a les interpréter.

Peut-il s’agir d’'un modele de pathologie humaine, nécessitant alors une validation
pharmacologique, mais aussi constructive compléete ?
Actuellement le protocole de test-retest du FPT ne peut pas étre considéré comme un

modele animal d’une pathologie. Toutefois, il semble étre indiqué pour étudier les
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phénoménes de tolérances aux benzodiazépines, et leurs mécanismes d’action. Malgré tout,
il est difficile de faire un paralléle entre les résultats que nous pouvons obtenir dans ce
modeéle, et I'apparition de la tolérance aux BZD apres trois semaines de traitement
chronique (File, 1993). Nous ne pouvons pas rapprocher ce protocole de test-retest dans le
FPT, des modeéles de peur conditionnée envers un stimulus discret, utilisés pour étudier les
phénoménes de mémoire aversive et d’associations entre stimuli. En effet, dans ces
modeéles, deux stimuli sont imposés a I'animal : un son ou une lumiére (stimulus neutre) et
un choc électrique plantaire (stimulus aversif) par exemple. L’association créée entre les
deux stimuli n’est pas représentative de celle qui peut avoir lieu entre les chocs électriques
et I'environnement dans le FPT. Ici, les deux stimuli représentés par les chocs électriques et
I'exposition a un nouvel environnement ont une connotation négative. Il n'y a pas de
stimulus neutre dans cette situation. De plus, lors de la réexposition, le stimulus aversif des
chocs électriques est toujours présent. L'état dans lequel se trouve I'animal lors du retest
pourrait se rapprocher de la peur conditionnée. Nous pouvons ainsi constater des similarités
avec les modeles de peur conditionnée contextuelle. Néanmoins, le stimulus aversif
représenté par les chocs électriques dans ces modeéles est de type non conditionnel, alors
gue dans le test-retest du FPT, le stimulus aversif est lié a 'exploration et au passage d’une
plague a l'autre. Pourtant, dans ce type de modeéle, nous retrouvons une implication de
I’hippocampe et de I'amygdale (LeDoux, 2000). Ainsi, dans ces conditions, le contexte est
associé au stimulus non conditionnel. Cela nécessite une représentation spatiale du contexte
par I'hippocampe qui communique avec les noyaux basal et basal accessoire de I'amygdale
qui projettent a leur tour sur le noyau central, pour entrainer via le tronc cérébral une

réponse comportementale de peur (Fig. 13).
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Amygdale

Hippocampe Tronc cérébral

Stimulus Réaction de peur
contextuel

Figure 13 : Le conditionnement contextuel. L'information passe par I’hippocampe, qui projette vers les noyaux
basal (B) et basal accessoire (BA), projetant a leur tour vers le noyau central (CE) responsable de la stimulation
du tronc cérébral déclenchant la réaction de peur. Le noyau latéral (LA) n’est pas impliqué dans ce
conditionnement (LeDoux, 2000).

De plus, dans le cadre de la formation de la peur contextuelle, une étude récente a mis en
évidence un facteur temporel important dans la modification de la réponse
comportementale lors d’'une réexposition a une chambre susceptible de soumettre les
animaux a des chocs électriques plantaires.

En effet, les auteurs ont constaté que pour obtenir un bénéfice de la préexposition, les
animaux devaient étre libres d’explorer au minimum 20 a 40 secondes le test dans son
ensemble. Si les animaux n’avaient la possibilité d’explorer que la moitié de la chambre, a
cause d’une plaque transparente placée en son centre, les réponses comportementales
n’étaient pas modifiées lors de la réexposition. La durée minimale retrouvée dans cette
étude correspond parfaitement a celle que nous avons mise en évidence dans I'étude 2

(McHugh and Tonegawa, 2007).

Par contre, nous n’avons pas retrouvé les résultats d’'une autre étude ciblée sur 'inactivation
des noyaux amygdaliens BLA ou LA préalablement a la premiére exposition au test dans un
modele de peur contextuelle conditionnée. En effet, une inactivation de BLA a l'aide de
lidocaine, 5 minutes avant le conditionnement, a empéché le conditionnement contextuel.
L'inactivation du noyau LA a entrainé des variations de réponse conditionnée, en fonction du

contexte étudié (Calandreau et al., 2005).
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Dans notre travail, nous n’avons pas constaté de variation de la réponse comportementale

lors du retest apres une inactivation de ces noyaux durant le prétest.

Grace a la composante punitive du FPT, il parait plausible d’utiliser le test-retest comme
modeéle d’étude de la mémoire aversive et de I'apprentissage spatial qui lui est lié. Ce
protocole d’aspect simple et sommaire contient ainsi au moins deux composantes
apparentes, liées a la néophobie, mais aussi a I'aversion. A I'aide de différentes techniques
invasives ou non, il semble judicieux de I'utiliser pour décrire des mécanismes d’action ou
des interrelations structurales impliqués dans la mise en place d’une réponse
comportementale a une situation de stress répété. Il convient aussi de I'utiliser pour
déterminer les mécanismes d’action impliqués dans |'effet des BZD et de leur perte d’effet.

Il se différencie par ailleurs des protocoles d’anxiété, de par I'absence de réponse aux
traitements de référence que sont les BZD. Il ne représente pas non plus un modele de peur
contextuelle simple, puisque les punitions, constituant le stimulus aversif, sont liées a
I’exploration et I'animal peut apprendre a les éviter. La tache demandée implique une notion
de décision de I'animal qui n’existe pas dans les protocoles de peur conditionnée
contextuelle, dans lequel I'animal adopte une posture de prostration, liée a lI'incapacité de

fournir une réponse comportementale adaptée.
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RESUME :

Ce travail visait a déterminer les facteurs et les structures cérébrales impliqués dans les
modifications de réponse comportementale lors d’une réexposition au test des quatre
plaques (FPT) chez la Souris. Ainsi, nous observons une mémoire aversive chez la souris
expérimentée n’ayant pas recu de traitement, et une « one-trial tolerance » (OTT), qui est la
perte de |'effet de type anxiolytique d’une molécule lors du retest. Nous avons travaillé avec
le diazépam, une benzodiazépine qui exerce un effet de type anxiolytique dans le FPT chez la
souris naive, mais le perd lors du retest ; et le DOI, un agoniste des récepteurs 5-HT,a/2¢, qui
a un effet de type anxiolytique en test et en retest du FPT. La seule connaissance de
I’environnement est responsable de I’OTT lors du retest, alors que la mémoire aversive est
liée aussi aux punitions. Une exposition de 30 secondes durant le prétest est suffisante pour
déclencher ces processus. De plus, la mémoire aversive est observable immédiatement
aprés le FPT. L'étude des structures cérébrales impliquées, par injections localisées, révele
qgue le DOI semble agir sur I"hippocampe, alors que le diazépam est actif dans le noyau
latéral de 'amygdale en test et dans la substance grise périaqueducale en retest du FPT. Le
role de I'hippocampe dans la mémoire aversive a été confirmé par une inactivation
réversible de lidocaine, un anesthésique local. Enfin, une étude neurochimique a révélé
I'implication des systémes sérotoninergique dans [|’hippocampe et le cortex, et
dopaminergique dans I’hypothalamus, au cours du test-retest dans le FPT. Ces résultats

suggerent que mémoire aversive et OTT sont liés a des mécanismes et structures différents.

Mots clés : test des quatre plagues, mémoire aversive, diazépam, one-trial tolerance
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Title : Characterization of spatial-temporal factors and the cerebral structures implied in the
tolerance to benzodiazepines and the aversive memory, observed during the four plate test-

retest in mice

Abstract :

This thesis aimed at discovering factors and cerebral structures implicated in the
modification of the behaviour of mice, during re-exposure to a four-plate test. Aversive
memory and one-trial tolerance (OTT) are observed during this retest. Aversive memory
consists in a diminution of the number of accepted punished passages. « One-trial
tolerance » is the abolishment of the anxiolytic-like effect of a drug in experimented mice.
Diazepam, a usual benzodiazepine affected by OTT, is used in parallel with DOI, a 5-HTa/2c
agonist that keeps its anxiolytic-like activity during retest, in order to study this
phenomenon. In the first study, spatial knowledge of the apparatus was found to be
responsible of the OTT during retest. The aversive memory was linked also to punishments.
The second study showed that 30 seconds of pretest were sufficient to observe OTT and
aversive memory during retest. Moreover, aversive memory is effective immediately after
the pretest. In the next study, local injections of DOI and of diazepam revealed that
hippocampus was activated by DOI. Diazepam was active when injected into lateral nuclei of
amygdala in naive mice, and into periaqueductal gray matter in experimented mice. A
neuro-chemical study with HPLC revealed that serotonergic system was affected by the
pretest in hippocampus and cortex. Dopaminergic system was modified in hypothalamus of
experimented mice. To sum up, these results suggest that aversive memory and OTT seem

triggered via different mechanisms, supported by different structures.

Keywords : four-plate test, aversive memory, diazepam, one-trial tolerance
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