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1.0 INTRODUCTION




1.1 Problématique

Les deux tiers des patients traités pour une dépression ne répondent qu’aprés plusieurs
semaines de traitement (2 a 8 semaines), alors qu’un tiers de ces patients ne répond a
aucun traitement. La réponse a un traitement par antidépreseur est définie comme étant
une réduction de cinquante pourcent des symptomes évalués a laide d’échelles
permettant de déterminer I'intensité de la symptomatologie (échelle d’Hamilton ou échelle
de Montgomery et Asberg). De ce fait, la réponse a ces traitements n’est pas synonyme
de rémission. Compte tenu du grand nombre de patients non répondeurs, ainsi que du
délai d’action nécessaire a I'apparition des effets thérapeutiques de ces molécules, il
apparait donc essentiel de trouver de nouvelles cibles d’action pour le développement de
nouveaux antidépresseurs ou bien de tenter de potentialiser les traitements existants.

Le but de cette thése est d’étudier le rdle joué par les récepteurs 5-HTg dans I'apparition
des effets antidépresseurs chez la souris lors de I'administration d’IRSSs. En effet, lors de
précédentes études réalisées au laboratoire (Malagie et al., 2001; Malagie et al., 2002), il
a été mis en évidence que I'absence de récepteurs sérotoninergiques 1B (5-HT4g) chez
des souris mutantes (souris « Knock-out », K.O. 5-HT4g) ou le blocage de ce récepteur
par un antagoniste spécifique (GR127935) potentialisait I'augmentation de la
concentration cérébrale extracellulaire de sérotonine ([5-HT]ec) dans I'hippocampe induite
par une administration intra péritonéale (i.p.) d’'un IRSS par rapport a I'augmentation
induite chez des souris sauvages (Wild-Type, WT). La [5-HT]ec, a été mesurée par la
technique de microdialyse intracérébrale in-vivo chez des souris éveillées apres
administration de paroxétine (2001) ou de fluoxétine (2002). Toutefois, lors des essais
comportementaux réalisés chez des souris de méme fond génétique (129/Sv), cette
augmentation de la concentration extracellulaire de sérotonine n’a pas pu étre corrélée a
une augmentation de l'activité antidépressive. En effet, lors de la réalisation d’'un test de
désespoir comportemental prédictif d’'une activité antidépressive, le test de la nage forcée
(Forced Swimming Test, FST ou test de Porsolt) (Porsolt et al., 1977), 'administration
d'un IRSS n’a pas permis de mettre en évidence une activité antidépressive chez les
souris mutantes privées du récepteur 5-HT g ni chez les souris sauvages ayant recu un
antagoniste des récepteurs sérotoninergiques , alors que cet effet était présent chez les
souris SAUVAGES controles. En paralléle, nous avons montré que I'administration i.p.
d’'un agoniste des récepteurs 5-HT1g permet la potentialisation de I'effet anti-immobilité
des antidépresseurs dans le FST (Redrobe et al., 1996 ; David et al., 2001) chez des

souris de souche Swiss. Afin d’expliquer les différences entre les résultats de neurochimie
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et ceux de comportement, nous avons émis I'hnypothése que l'effet antidépresseur des
agonistes des récepteurs 5-HT g et des IRSSs dans le FST pourrait étre lié a I'activation
des hétérorécepteurs 5-HT g (situés sur des neurones non sérotoninergiques).

Ce travail a donc eu pour but :

- de vérifier que l'effet de type antidépresseur obtenu dans le FST chez la souris
consécutivement a l'administration d’'un agoniste des récepteurs 5-HTqg
(Fanpirtoline) est bien lié a I'activation des hétérorécepteurs 5-HT ¢g.

- de déterminer les aires cérébrales impliquées dans I'apparition des effets
comportementaux de I'anpirtoline

- d’étudier les effets du blocage pharmacologique de ce récepteur sur 'activité de
différents antidépresseurs

- de déterminer les voies monoaminergiques impliquées dans I'apparition des

effets de ces antidépresseurs.
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1.2 La dépression

1.2.1 Etiologie de la dépression

La dépression est une pathologie hétérogéne résultant d’'un hypofonctionnement de
certains systémes de neurotransmission centraux : sérotonine (ou 5-hydroxytryptamine 5-
HT), noradrénaline (NA) ou de leur métabolisme (Coppen, 1967; Duman et al., 1997).
Bien que plusieurs hypothéses aient été émises, I'étiologie de la dépression est encore

mal définie, plusieurs hypothéses sont a I'heure actuelle encore évoquées.
1.21.1  Hypothése monoaminergique

La théorie biologique majeure de la dépression, i.e., la théorie monoaminergique,
propose que cette maladie soit due en particulier a une déficience en 5-
hydroxytryptamine, sérotonine (5-HT) ou en noradrénaline (NA) au niveau du cerveau
(Bunney and Davis, 1965; Schildkraut, 1965; Coppen, 1967). Cette théorie repose sur le
fait qu’il a été mis en évidence que le liquide céphalo-rachidien de patients déprimés
contient des concentrations plus faibles de neurotransmetteurs (NA, 5-HT ainsi que de
son meétabolite principal, I'acide 5-hydroxy-indol acétique, 5-HIAA) que celui de patients
non déprimés (Bourne et al., 1968; Beskow et al., 1976). D’autres études ont également
montre le réle prépondérant de ces monoamines dans les troubles de 'humeur, ainsi une
molécule possédant la capacité d’entrainer une déplétion en monoamine (NA et 5-HT), la
réserpine, permet d’induire chez les patients ainsi traités un état dépressif iatrogéne
(Lemieux et al., 1956); de méme, une alimentation en faible teneur de tryptophane (160
mg/jour), 'acide aminé précurseur de la 5-HT, a produit une immédiate, mais réversible,
rechute des symptdmes dépressifs chez 67% de patients déprimés récemment guéris,
mais encore sous traitement par un antidépresseur (Delgado et al., 1990).

Cette hypothése est également en accord avec le mécanisme d’action des
antidépresseurs, puisque ceux-ci permettent une augmentation de la transmission
monoaminergique, et donc des concentrations extracellulaires de monoamines au niveau
de la fente synaptique, soit en diminuant la dégradation des neurotransmetteurs
(inhibiteurs de la monoamine oxydase : IMAQO), soit en inhibant leur recapture (Inhibiteurs
de Recapture Sélectifs de la Sérotonine : IRSSs, Inhibiteurs de la Recapture de la
Noradrénaline : IRN ; de la Dopamine : IRD ou bien Inhibiteurs de la Recapture mixte de

la Sérotonine et de la Noradrénaline : IRSN ainsi que les antidépresseurs tricycliques :
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TCAs). Ces composés permettant d’améliorer 'hnumeur des patients souffrant de
dépression, il semblait logique que I'activité de ces produits soit liée a la compensation de
l'insuffisance de neurotransmission.

L’administration ~ d’antidépresseurs permet d’augmenter les concentrations
extracellulaires de monoamines au niveau de la fente synaptique, ce qui se traduit ensuite
par une stimulation de I'ensemble des récepteurs postsynaptiques ; soit dans le cas des
récepteurs spécifiques de la sérotonine, 14 sous-types.

Méme si ceci n’a toujours pas été démontré, il semble probable que les effets
thérapeutiques des antidépresseurs, ainsi que certains de leurs effets indésirables, soient
lies a l'activation des récepteurs postsynaptiques. En effet, il a été prouvé qu'une
déplétion en neurotransmetteurs monoaminergiques provoquerait aussi un
fonctionnement anormal des récepteurs des monoamines, se traduisant soit par une
modification de la sensibilité (variation d’activité intrinséque) des récepteurs
postsynaptiques, soit par une modification de leur nombre (« up-regulation » ou « down-
regulation »). Ainsi, des études postmortem réalisées chez des patients déprimés ont mis
en évidence une augmentation de la densité des récepteurs 5-HT 4 postsynaptiques et 5-
HT, (Arora and Meltzer, 1989; Yates et al., 1990) ; traduisant bien le retentissement d’un
état dépressif (diminution des concentrations de monoamine) sur I'activité des récepteurs
postsynaptiques. Cependant d’autres études tendent a infirmer cette hypothése, tout au
moins pour les récepteurs 5-HT, (Cheetham et al., 1988; Meyer et al.,, 1999). Plus
récemment, d’autres auteurs ont mis en évidence une diminution du nombre de
récepteurs 5-HT,a seulement au niveau hippocampique (aucune variation n’était observée
au niveau des autre structures cérébrales) chez des sujets déprimés (Cheetham et al.
1988; Meyer et al. 1999), cette diminution était plus importante chez les sujets n’ayant pas
eu de traitement antidépresseur que chez les malades traités. Ces résultats indiquent
donc bien que la densité des récepteurs est fonction de leur stimulation ; dans le cas des
récepteurs 5-HT.a, une hypostimulation aboutit a une « down-regulation » du nombre de

récepteurs.

1.2.1.2 Hypothése moléculaire et cellulaire

De récentes études ont permis de caractériser I'influence du stress et des traitements
par antidépresseurs sur d’autres substrats biologiques que le systéme monoaminergique
et ses récepteurs (Duman et al.,, 1997). Une hypothése neurodégénérative de la

physiopathologie de la dépression a été proposée avec comme acteur principal un facteur
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neurotrophique, le “ brain-derived neurotrophic facteur” (BDNF) (Duman et al., 1997;
Duman et al., 2001a; Duman et al., 2001b) qui augmente la survie et la croissance des
neurones hippocampiques (Sklair-Tavron and Nestler, 1995) jouant ainsi un réle dans la
plasticité neuronale et peut étre dans la physiopathologie de la dépression (Jacobs et al.,
2000). Cette plasticité neuronale représente la capacité des neurones a se réorganiser
entre eux afin d’assurer une réponse aux stimuli environnementaux. Il a été démontré que
dans certaines situations, et notamment lors de I'exposition a un stress chronique (stress
d’'immobilisation, intrusion d’'un congénére), on peut provoquer chez I'animal aussi bien
une réduction de la neurogénese cellulaire hippocampique (Smith et al., 1995; Gould et
al.,, 1998) qu’une diminution des projections dendritiques, voire une mort neuronale
(Magarinos et al., 1996) ainsi qu’une diminution des facteurs neurotrophiques, comme le
BDNF, dans I'hippocampe et le cortex frontal (McEwen, 1999). Des examens postmortem
ont permis de retrouver ces altérations chez des patients présentant des troubles
dépressifs (MacQueen et al.,, 2003). Par ailleurs, un traitement chronique par
électroconvulsivothérapie ou un traitement chronique par antidépresseurs (désipramine,
imipramine, fluoxétine, sertraline), augmentent les concentrations de BDNF et de TARNm
codant pour son récepteur, le TrkB, dans I'hippocampe (Nibuya et al., 1995; Nibuya et al.,
1996). Dans un modéle animal de dépression, le test de résignation acquise chez le Rat,
un traitement chronique par antidépresseurs ou par sismothérapie empéche la diminution
de I'expression du BDNF induite par le stress (Vollmayr et al., 2001). Parallélement, la
durée d’'un épisode dépressif majeur a pu étre corrélée a une diminution du volume
hippocampique (Sheline et al., 1999; Steffens et al., 2000) chez 'Homme.

Ces données montrent bien le potentiel que peuvent présenter des molécules
permettant de stimuler la plasticité neuronale et/ou la neurogénése dans le traitement des

épisodes dépressifs majeurs.

1.2.1.3 Hypothése endocrinienne

Une relation entre les maladies endocriniennes et la dépression a été notée il y a
quelques années et de nombreuses données indiquent un mauvais rétrocontréle négatif
du systeme endocrinien dans la dépression. Les perturbations du systéeme hormonal dans
la dépression sont associées notamment a une hyperactivité¢ de I'axe hypothalamo-
hypophyso-adrénocorticotrope (HHA) reliant '’hypothalamus, I'hypophyse et les glandes
corticosurrénales (Vetulani and Nalepa, 2000). Alors que la production de cortisol est

stimulée par I'normone adrénocorticotrope (ACTH), elle-méme stimulée par deux
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neurohormones, la vasopressine et la corticolibérine (CRF : Corticotropin-Releasing
Factor), inversement, la production de cortisol freine par rétrocontrble négatif la
production de CRF et d’ACTH. Dans la dépression, il existe une production accrue de
cortisol incapable de freiner en retour la production de CRF et ’ACTH (Nemeroff, 1998a;
Sheline, 2000). Cette hypercortisolémie observée chez les patients déprimés disparait
lors de I'apparition des effets thérapeutiques des IRSSs (Holsboer, 2000). Certaines
études montrent dans le LCR de patients déprimés, des concentrations élevées en CRF
(Banki et al., 1987). En clinique, le test de freination a la dexaméthasone permet de se
rendre compte de I'hypersécrétion de cortisol. Lors de ce test chez le sujet sain,
'administration de 1 mg de dexaméthasone, cortisone synthétique, freine le CRF, donc la
sécrétion d’ACTH et diminue la production de cortisol. Chez presque la moitié des
déprimés, 'administration de dexaméthasone n’entraine pas de chute de la concentration
du cortisol plasmatique, indiquant un dysfonctionnement du systéme de rétrocontrole
endocrinien. Des recherches sur les antagonistes des récepteurs au CRF en tant
gu’antidépresseur ou anxiolytique sont actuellement menées. La majorité des molécules
en développement sont des antagonistes CRF{ (Nemeroff, 1998b). Lors d’'une étude
clinique réalisée chez 20 patients atteints d’épisode dépressif majeur, le R121919, un des
antagonistes des récepteurs CRF4 a amélioré ’humeur des malades (Zobel et al., 2000).
Des études suggeéerent que ce dysfonctionnement de I'axe HHA pourrait étre lié a un
dysfonctionnement des récepteurs o2 adrénergiques (Mokrani et al., 1997). Il a
également été démontré que I'administration d’'une dose unique d’IRSSs induit une
stimulation de l'axe HHA, alors qu’en administration chronique, ces mémes IRSSs
induisent une désensibilisation de I'axe HHA (Li et al., 1993; Jensen et al.,, 2001),
plusieurs études ont permis de mettre en évidence que ces effets des IRSSs pourraient
étre transmis par l'activation des récepteurs 5-HTa et 5-HT2a, car 'administration aigue
d’agonistes sélectifs de ces récepteurs (respectivement le 8-OH DPAT et le DOI) induit
une élévation des niveaux plasmatiques de cortisol (Pan and Gilbert, 1992; Matheson et
al., 1997; Mikkelsen et al., 2004). Ces résultats ne sont pas incompatibles avec ceux
suggérant I'implication des récepteurs o2 adrénergiques, car des études de microdialyse
réalisées chez le Rat ont montré que I'activation des récepteurs 5-HT1o augmente la
libération de noradrénaline dans certaines aires cérébrales telles que I'hippocampe, le
cortex frontal, l'aire ventrale tegmental et 'hypothalamus (Done and Sharp, 1994; Chen
and Reith, 1995; Suzuki et al., 1995).
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1.2.1.4 Hypothése tachykininergique

Il existe une autre hypothése physiopathologique de la dépression selon laquelle entre
en jeu une classe de peptides neuromodulateurs, les neurokinines ou tachykinines
comprenant la substance P, la neurokinine A et la neurokinine B. Celles-ci se lient
respectivement aux récepteurs NK1, NK2 et NK3 mais elles présentent la particularité de
se fixer et d’activer chaque sous-type de récepteurs avec des activités distinctes. Plus
récemment, une quatrieme tachykinine a été identifiée et clonée chez le Rat, ’'hémokinine
1 (HK-1) (Zhang et al., 2000) qui se lie préférentiellement aux récepteurs NK1 (Bellucci et
al., 2002). Les neurokinines sont présentes dans différentes aires cérébrales riches en
monoamines, suggérant un rdle de régulation potentielle de ces neuropeptides sur les
neurotransmissions monoaminergiques. Le réle de la substance P dans l'induction de la
dépression a été suggére suite a I'observation du fait que I'administration chronique d’'un
antidépresseur réduit les concentrations de substance P dans le striatum, la substance
noire et 'amygdale (Shirayama et al.,, 1996). Il a d’ailleurs été proposé que la cible
thérapeutique potentielle des antagonistes des récepteurs NK; se situerait dans
'amygdale, une région riche en fibres tachykininergiques et fortement impliquée dans la
régulation de '’humeur (Boyce et al., 2001). De plus, il a récemment été démontré chez
des souris n'exprimant pas de maniére constitutive le récepteur NK; (souris KO NKj-/-),
que le récepteur 5-HT4p était désensibiliseé, comme apres un traitement chronique par
IRSS (Froger et al., 2001; Santarelli et al., 2001). Bien que I'évaluation de I'efficacité de
certains antagonistes NK; soit restée pendant trés longtemps difficile chez les rongeurs
du fait de leur faible affinité pour le récepteur de ce ligand, de nouveaux antagonistes
confirment I'efficacité de ces molécules dans la dépression. Le L-733060, un antagoniste
du récepteur NK-1, présente par exemple une efficacité comparable a celle des
antidépresseurs sur le stress provoqué par la séparation de jeunes cobayes de leur mére
(Kramer et al., 1998). Cette activité de type antidépresseur du L-733060 a été retrouvée
lors d’'une vaste étude préclinique utilisant différents antagonistes des récepteurs NK1 (L-
742,94, CP-99,994, CP-122,721 ou MK-869) sur un modéle animal prédictif de I'efficacité
clinique d’'un antidépresseur, le test de suspension caudale (ou Tail Suspension Test,
TST) chez la gerbille (Varty et al., 2003). L’évaluation clinique du compose MK869 chez
des sujets anxieux atteints de troubles dépressifs majeurs, a révélé que le blocage
chronique des récepteurs NK1 était favorable a une amélioration des troubles de 'humeur
avec un délai comparable a celui des IRSS (Kramer et al., 1998; Ranga and Krishnan,

2002). Le deuxiéme essai clinique réalisé avec un antagoniste des récepteurs NK1, le
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L759274 a également permis de mettre en évidence une amélioration de I'humeur, chez
les patients traités, significativement plus importante par rapport au groupe placebo
(Kramer et al.,, 2004). Alors que Kramer et ses collaborateurs pensaient que les
antagonistes des récepteurs NK1 agissaient sans interférer sur les monoamines,
différentes études d’électrophysiologie et de microdialyse ont permis de mettre en
évidence d’'importantes interactions entre les récepteurs NK1 / 5-HT1A d’une part (Froger
et al., 2001; Santarelli et al., 2001) et NK1 / alpha-2 (Haddjeri and Blier, 2000). En effet,
différentes approches génétiques et pharmacologiques révélent que les antagonistes des
récepteurs NK1, auraient un meécanisme d’action commun avec les IRSS car ils
augmentent la neurotransmission 5-HT et NA en désensibilisant respectivement les
autorécepteurs 5-HT1A et alpha-2. A ce jour le développement de tels composés est
progressivement abandonné par les compagnies pharmaceutiques car I'amplitude de
leurs effets observés lors des études cliniques n'ont pas permis de reproduire les résultats
obtenus en phase II.

Toutefois, de récents travaux de microdialyse intracérébrale in-vivo réalisés chez la
souris vigile ont permis de relancer I'intérét des antagonistes des récepteurs NK1 dans le
traitement de la dépression. En effet, il a été montré que les antagonistes des récepteurs
permettent de potentialiser les effets neurobiochimiques des IRSSs (Guiard et al., 2004;
Guiard et al., 2005). La pertinence de l'intérét de cette coadministration reste a démontrer,
puisqu’a ce jour, aucune étude n’a été réalisée pour montrer les effets comportementaux
ou cliniques résultant de la coadministration IRSS (ou autre antidépresseur) et

antagonistes des récepteurs NK1, et ce malgré les résultats prometteurs de microdialyse.

1.2.1.5 Relations entre ces différentes hypothéses

L’étude de la bibliographie permet de se rendre compte que chacune de ces
hypothéses posséde un fondement scientifique bien documenté, et qu’il existe des

relations entre chacune :

Relation entre hypothese monoaminergique et hypothese neurodégénérative
Des études ont montré que le traitement chronique par antidépresseur permettait non
seulement une augmentation des concentrations extracellulaires de monoamines chez
'animal, mais également une augmentation des concentrations de BDNF ainsi que de
’ARNm codant pour son récepteur (le TrkB) permettant ainsi de retrouver une densité de

récepteurs proche de celle retrouvée chez des personnes saines.
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Relation entre hypothese monoaminergique et hypothese endocrinienne
Il est maintenant clairement établi que I'hypercortisolémie observée chez les patients
déprimés disparait lors de l'apparition des effets thérapeutiques des IRSSs (Holsboer,
2000), et que lors d'un traitement chronique, ces mémes IRSSs induisent une
désensibilisation de 'axe HHA (Li et al., 1993; Jensen et al., 2001).

Relation entre hypothese monoaminergique et hypothese tachykininergique
L’administration d’'une dose de paroxétine permet d’entrainer une augmentation des
concentrations extracellulaires de sérotonine, et cet effet peut étre potentialisé par
I'utilisation d’antagonistes des récepteurs NK1, méme si ceux-ci n'ont pas d’effets propres
sur la libération de 5-HT (Guiard et al., 2004). Il a également été démontré que les souris
dépourvues du géne codant pour le récepteur NK1 présentaient au niveau
comportemental et neurobiochimique une altération du récepteur NK1 similaire a celle
observée chez des souris recevant un antidépresseur de fagon chronique (pour une revue

de la littérature sur I'intéraction monoamine substance P voir Adell, 2004).

Relation entre hypothese neurodégénérative et hypothese endocrinienne
Chez [Il'animal, l'administration de corticostérone entraine une diminution de la
neurogénése en diminuant les taux de BDNF (Yu et al.,, 2004), ce qui montre bien le

rétrocontréle effectué par 'axe HHA sur la neurogénése.

Relation entre hypothese neurodégénérative et hypothéese tachykininergique

Chez I'animal, le blocage constitutif (souris mutées génétiquement ne possédant plus le
géne codant pour le récepteur NK1), ou pharmacologique (de fagon chronique a l'aide
d’'un antagoniste) des récepteurs NK1, permet d’obtenir une augmentation des
concentrations cérébrales de BDNF. Par contre les antidépresseurs ne permettent pas
d’obtenir une augmentation du BDNF au niveau hippocampique chez des animaux
dépourvues du gene codant pour le récepteur NK1, le taux de BDNF hippocampique étant
déja deux fois supérieur a celui observé chez des souris sauvages (Morcuende et al.,
2003).

1.2.2 Les antidépresseurs

Il existe aujourd’hui au moins trois classifications différentes permettant de regrouper

les antidépresseurs selon différents critéres que sont leur structure chimique, leur activité
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thérapeutique ou leur mécanisme d’action central. Cette derniere a l'avantage de
regrouper les antidépresseurs en grandes classes selon les mécanismes d’action
biochimique des molécules. On peut ainsi classer les médicaments antidépresseurs en
différentes catégories selon la modulation de la transmission monoaminergique impliquée
et leur affinité spécifique pour un des transporteurs de monoamines (Frazer, 2001). Cette
classification permet en cas déchec thérapeutique de changer de famille
d’antidépresseurs bien que le mécanisme d’action des molécules ne résume pas leur
pouvoir thérapeutique. La premiére catégorie comprend les antidépresseurs qui
augmentent sélectivement la transmission sérotoninergique, on y retrouve tous les
inhibiteurs du recaptage sélectifs de la sérotonine (IRSSs). La seconde catégorie
regroupe les antidépresseurs qui augmentent sélectivement la transmission
noradrénergique, dans laquelle on classe les inhibiteurs sélectifs du recaptage de la
noradrénaline (IRN). La troisieme regroupe les antidépresseurs d’action mixte qui
augmentent simultanément les transmissions sérotoninergiques et noradrénergiques
(IRSN). Du fait d’'un mécanisme d’action différent, les IMAOs qui augmentent eux aussi la
transmission monoaminergique ont été classés dans une catégorie a part entiére. Enfin,
des molécules comme le bupropion qui inhibe principalement la recapture de la dopamine
ou la trazodone (antidépresseur dit « atypique »), ont été regroupées dans une quatrieme
classe (IRD).

Afin de restaurer les concentrations en monoamines au niveau de la fente synaptique
dans le SNC, les antidépresseurs utilisent trois principaux mécanismes d’action basés sur
linhibition de la MAO, linhibition de la recapture et enfin le blocage d'un récepteur
(Artigas et al., 2002).

Aprés la mise sur le marché des premiers inhibiteurs de la MAO, non sélectifs d’'une
monoamine, la découverte des deux formes A et B de la monoamine oxydase, différant
l'une de l'autre par l'affinité préférentielle de la forme A pour la NA et la 5-HT et de la
forme B pour la DA, a conduit a la commercialisation d’'IMAOs réversibles et sélectifs de
la monoamine oxydase A ou B.

L’action de la molécule sur une cible thérapeutique autre que I'enzyme de
dégradation, le transporteur monoaminergique, a permis de commercialiser de nouvelles
classes innovantes de médicaments antidépresseurs. Ces molécules dont le mécanisme
d’action est fondé sur l'inhibition du recaptage des monoamines qu’il s’agisse de la NA, de
la 5-HT ou de la DA reste le plus fréquemment retrouvé. On a d'abord proposé l'inhibition

de la recapture de la sérotonine et de la noradrénaline "induite" par les imipraminiques,
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lesquels exercaient également un effet au niveau d’autres monoamines tels que
I'histamine, avec pour conséquence un effet de somnolence. Plus tard, est apparue la
notion de sélectivité et des molécules "plus spécifiques"”, n'agissant que sur la recapture
de la noradrénaline, telles que la désipramine ou la maprotiline. Puis, la génération des
IRSSs a fait son apparition (fluoxétine, citalopram, paroxétine, fluvoxamine et sertraline). Il
existe enfin des molécules qui agissent essentiellement sur l'inhibition du recaptage de la
dopamine, telle que le bupropion, ce dernier étant commercialisé comme antidépresseur,
mais seulement aux Etats-Unis. L'effet thérapeutique des derniers antidépresseurs
développés résulte d'une action simultanée sur plusieurs grands systémes de
neurotransmission. Ainsi, sont apparues sur le marché des molécules agissant a la fois
sur les voies noradrénergiques et sérotoninergiques en inhibant aussi bien la recapture de
la NA que la 5-HT (milnacipran et venlafaxine). Enfin, il existe un mécanisme d’action des
antidépresseurs distinct des deux précédents, fondé sur le blocage de certains sous-types
de récepteurs sérotoninergiques ou noradrénergiques (i.e. antagonisme des récepteurs
o2 présynaptiques : mianserine et mirtazapine).

Ces derniéres années, les découvertes de nouveaux médicaments ont permis aux
thérapeutes de disposer de médicaments induisant moins d’effets indésirables que ceux
liés au traitement par les IMAOs et les tricycliques (principalement une diminution de la
cardiotoxicité). Avec pour conséquence, une meilleure compliance des patients ainsi
qgu'une meilleure efficacité globale des traitements. Par ailleurs, des relations
dose/réponse pour certains antidépresseurs commencent a étre établies. L'existence de
relations effet/dose a longtemps fait défaut en psychiatrie, privant les patients d'importants
bénéfices potentiels. Avec les antidépresseurs tricycliques en particulier, une
augmentation importante de la dose conduit a une inefficacité clinique chez 'Homme
suivant une courbe effet/dose en U. Aujourd'hui, la preuve d'une relation effet/dose a été
établie pour deux molécules : la paroxétine et la venlafaxine. De méme que la paroxétine
(Redrobe et al., 1998b), la venlafaxine est a faible dose, inhibitrice du recaptage de la
sérotonine et lors de l'augmentation de la dose, inhibitrice du recaptage de la
noradrénaline (Redrobe et al., 1998a; David et al., 2003). On considére ainsi qu’a partir
de 150 mg/j et plus, la venlafaxine inhibe principalement le recaptage de la noradrénaline
(Frazer, 2001). De méme pour la paroxétine passer de 20 a 40 mg/jour augmente
nettement la proportion de patients répondeurs. Cette augmentation de dose est certes
limitée par la survenue d'effets indésirables, mais la relation effet/dose permet de
proposer au patient une augmentation de posologie et d’éviter des changements de

traitements précoces. Malgré ces avancées deux problemes majeurs demeurent dans le
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traitement des maladies dépressives : une importante proportion de patients (environ 30
%) est non répondeur et un trop long délai d’action est nécessaire pour observer une
amélioration de 'humeur chez les patients traités. Ce délai entre le début du traitement et
I'apparition de I'effet thérapeutique serait associé a la désensibilisation d’au moins un des
deux sous-types d’autorécepteurs sérotoninergiques (Blier and de Montigny, 1994) qui
peuvent avoir une localisation soit somatodendritique (5-HT+4), soit sur les terminaisons
neuronales (5-HT4g). Une stratégie thérapeutique envisagée pour réduire ce délai
d’action, est d’agir directement sur un de ces deux sous types ; ceci a notamment été mis
en évidence en clinique avec l'utilisation du (-) pindolol qui agirait sur les récepteurs 5-
HT1a (Artigas et al., 1994; Blier and Bergeron, 1995).
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1.3 Le systéme sérotoninergique

La 5-HT est une indolamine qui est retrouvée aussi bien au niveau périphérique que
central ou elle représente environ 2% de la 5-HT corporelle. La 5-HT périphérique est
synthétisée par les cellules entérochromaffines de l'intestin tandis la 5-HT retrouvée au
niveau du systéme nerveux central doit étre synthétisée in situ car elle ne franchit pas la
barriéere hémato-encéphalique (BHE). La biosynthése enzymatique de la 5-HT s’effectue a
partir d’'un acide aminé précurseur, le L-tryptophane apporté par l'alimentation puis
véhiculé vers le SNC par un transporteur commun a d’autres acides aminés neutres a
longue chaine (Fernstrom and Wurtman, 1972; Young et al., 1977). Au niveau du SNC, le
L-tryptophane est métabolisé en 5-hydroxytryptophane (5-HTP) par la tryptophane
hydroxylase, enzyme dont il existe 2 isoformes: la Tph1 est retrouvée au niveau
périphérique (duodénum) tandis que I'isoforme Tph2 est exprimée dans le SNC (Walther
and Bader, 2003; Walther et al., 2003). Cette réaction d’hydroxylation constitue I'étape
limitante de la synthése de 5-HT. Le 5-HTP formé est ensuite décarboxylé par une
enzyme pour donner la 5-HT sous sa forme finale (voir figure 1). La sérotonine est ensuite
stockée dans les vésicules synaptiques ou elle demeurera jusqu’a sa libération. Celle-ci
fait intervenir deux modes physiologiques opposés, l'un calcium (Ca2+)-dépendant
(exocytose) et l'autre Ca®*-indépendant. L’activité de la sérotonine est exercée au niveau
post synaptique par l'interaction avec ses récepteurs ; la concentration de sérotonine au
niveau de la fente synaptique est fonction de deux paramétres qui sont : la recapture du
neurotransmetteur via un transporteur cellulaire sélectif (SERT) qui peut recapter jusqu'a
80% de la sérotonine libérée, et la catabolisation de la sérotonine sous forme d’acide 5-
Hydroxyindolacétique (5-HIAA) par la monoamine oxydase intramitochondriale qui est

ensuite éliminé par voie urinaire.
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De nombreuses études ont permis de cartographier les voies sérotoninergiques (voir
figure 1) en utilisant différentes méthodes: histochimie de fluorescence (Dahlstrom and
Fuxe, 1964), immunohistochimie (Steinbusch, 1981; Steinbusch et al., 1981). Les
neurones sérotoninergiques sont restreints a des groupes de cellules autour de la ligne du
pont et du cerveau moyen supérieur, numérotés de B1 a B9 (voir tableau 1)
correspondant aux noyaux du raphé (Dahlstrom and Fuxe, 1964). Les groupes de cellules
les plus caudales dans le raphé se projettent majoritairement dans la medulla et la moelle
épiniere par des voies descendantes. Les cellules les plus rostrales du raphé dorsal (B7)
(NRD) et médian (B8) se projettent dans les structures limbiques comme I'hippocampe et

le cortex par des voies ascendantes.

Au niveau du raphé, les voies sérotoninergiques sont sous la dépendance d’autres
systemes monoaminergiques (GABA, dopamine,...) via de nombreux hétérorécepteurs
(2, o1, GABA,, ...) mais également sous la dépendance d’autorécepteurs
sérotoninergiques (5-HT1a et 5-HT4g) (voir figure 2); d’ou I'importance de I'étude de ces
autorécepteurs dans I'étude du mécanisme d’action des antidépresseurs puisqu’ils
exercent un rétrocontrdle sur le libération de sérotonine. De plus, il existe de nombreux

tissus cérébraux dans lesquels ces autorécepteurs sont colocalisés (voir figure 5).
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Figure 1: Représentation schématique de l'innervation sérotoninergique du Systéme
Nerveux Central du Rat

Les corps cellulaires des neurones sérotoninergiques sont regroupés essentiellement en
deux noyaux localisés dans la région sagittale du tronc cérébral numérotés de B1 a B9.
Les fibres qui en partent se projettent dans I'ensemble de I'encéphale et de la moelle
épiniere. (Steinbusch 1981)

23



Nomenclature des noyaux du raphé

Groupe

Noyaux caudaux B1
B2
B3
B4

Noyaux rostraux B5
B6
B7
B8

B9

Structure anatomique

Raphé pallidus

Raphé obscurus

Raphé magnus

Substance grise périventriculaire
Area postrema

Raphé medianis caudal
Raphé pontis

Raphé dorsalis caudal
Raphé dorsalis rostral
Raphé medianis rostra
Noyau caudalis linearis
Raphé pontis oralis
Région supralemiscale

Tableau 1 : Nomenclature des noyaux du raphé
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Figure 2: Représentation schématique des principaux tissus ceérébraux et des
monoamines correspondantes impliqués dans la régulation des neurones
sérotoninergiques au niveau du raphée.

Les aires cérébrales principales sont : le locus coeruleus (LC), le cortex prefrontal médian
(mPFC), rIhabenula latérale (LHb), la substance noire (SN), la matiére grise
périacquedutal (PAG), l'aire ventrale tegmentale (VTA) le raphé dorsal (DR) et médian
(MnR) ainsi que différentes aires hypothalamiques (HTL). Les principaux
neurotransmetteurs sont la noradrénaline (NA) (LC), le glutamate (Glu) (depuis le mPFC
et probablement depuis la LHb), le GABA (hypothalamus, PAG), la dopamine (DA)
provenant de la SN et de la VTA et probablement du DR (non montré sur le schéma) et
I'acétylcholine (Ach).

Un contréle peptidergique des neurones sérotoninergique est possible aussi bien
localement (substance P (SP), galanine (GAL), corticotrophin-releasing factor (CRF)) que
depuis des zones distantes (hypocretine/orexine (Hyp/Or), depuis I'HTL).

(Adell et al. 2002)
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Il faut noter que du fait de sa distribution diffuse dans I'encéphale (Steinbusch 1981) et
du grand nombre de ses récepteurs (Hoyer et al., 1994; Barnes and Sharp, 1999; Hoyer
et al., 2002), le systéme sérotoninergique central est impliqué dans le contrdle de
nombreuses fonctions physiologiques : respiration, régulation des comportements
alimentaires, thermorégulation, vigilance, anxiété, dépression, nociception, régulation
endocrinienne, agressivité, comportements sexuels, processus d’apprentissage et de
mémoire, motilité intestinale et plus généralement les muscles lisses (bronches, utérus) et
enfin dans la régulation de l'activité nerveuse sympathique et parasympathique des
vaisseaux du cceur et enfin dans des processus pathologiques (épisodes dépressifs
majeurs, anxiété, schizophrénie, troubles obsessionnels conpulsifs et certaines
pathologies neurodégénératives). Ceci peut étre relié a la grande diversité de types et de
sous-types de récepteurs (16 identifiés a ce jour).

De ce fait, la variation de concentration extracellulaire de sérotonine (i.e. lors de
'administration d’IRSSs) s’accompagne de modifications physiologiques permettant
d’expliquer les effets indésirables et thérapeutiques des antidépresseurs. Ainsi, il a été
montré que I'activation des récepteurs sérotoninergiques situés dans le cortex préfrontal,
'hippocampe et 'amygdale permet une amélioration de I'humeur ; I'amélioration des
troubles obsessionnels compulsifs serait quand a elle liée a I'activation des récepteurs
situés au niveau des ganglions de la base. L’activité des IRSSs dans le traitement des
troubles anxieux semble liée a 'activation des voies sérotoninergiques projetant du raphé
vers I'hippocampe et le cortex limbique. Les phénoménes d’acathésie et d’agitation
(traitement par neuroleptique ou IRSSs) seraient portés par le systéme sérotoninergique
localisé dans les ganglions de la base alors que le contréle central de la nausée et du
vomissement s’effectue dans I'’hypothalamus et tronc cérébral (via les récepteurs 5-HT3).
L’augmentation de l'activité sérotoninergique au niveau du tronc cérébral (centre du
sommeil) permet d’expliquer les troubles du sommeil observés lors d’un traitement par
IRSS. L’activation des récepteurs 5-HT3 situés au niveau du tube permet d’expliquer les
troubles gastro-intestinaux consécutifs a une augmentation des concentrations de
sérotonine. L’ensemble de ces effets des IRSSs sont repris dans un article de Stephen

Stahl publié en 1998 dans Journal of Affective Disorders.

Les récepteurs a la sérotonine sont a I'heure actuelle, classés en deux catégories
distinctes :
- récepteurs ionotropiques

- récepteurs métabotropiques formés de 7 domaines transmembranaires.
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Cette derniére catégorie est elle-méme subdivisée en deux groupes suivant que la
protéine G est couplée a une phospholipase C ou a ’AMPcyclique.

Cette nomenclature permet de classer les 16 sous-types de récepteurs de la 5-HT en
sept familles: 5-HT4 (1A, 1B/1D, 1E, 1F) ; 5-HT, (2A, 2B, 2C) ; 5-HT3 (3A, 3B, 3C), 5-HTy,,
5-HTs (5A, 5B), 5-HTs et 5-HT7 (voir figure 3). Parmi ces récepteurs, les récepteurs 5-
HT1a et 5-HT4g peuvent avoir une localisation pré et postsynaptique, de nombreuses
études ont permis de définir le réle de chacun, tant au niveau neurobiochimique, qu’au
niveau comportemental. Compte tenu de la forte colocalisation de ces récepteurs (voir
figure 4), de la forte analogie structurale ainsi que du manque de ligands spécifiques,

cette différenciation du réle de chacun des autorécepteurs est récente.

Akathisie / agitation Camportement
alimentaire
Ganglions de la base Hypothalamus

Crampes gastro-

Comportement intestinales /
sexuel - (?s na'es
diarrheée
Moelle épiniere Intestin
Sommeil Humeur
Centre du sommeil Cortex Frontal

Anxiété Nausée / vomissement

Aires limbiques Tronc Cérébral

Figure 3 : Structures cérébrales impliquées dans les effets de la sérotonine

La sérotonine exerce des effets variés tant au niveau du systéme périphérique que
central.

D’aprés Stahl, 2002
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Figure 5 : Représentation schématique de la proportion de chacun des autorécepteurs 5-
HT4 (A et B) dans différentes aires cérébrales, exprimés en pourcentage de liaison total
de [*H]5-HT aux récepteurs 5-HT;.

Les aires cérébrales étudiées sont le cortex frontal (FC), enthorinal (EC) et occipital (PC) ;
le gyrus denté (DG), les régions CA1 et CA3, le subiculum dorsal, le noyau caudé (CN), le
globus pallidus (GP), la substance noire (SN), 'hypothalamus ventral (VH) et dorsal (DH),
le noyau interpedunculaire (IPN)le raphé dorsal (DRN), le colliculus supérieur (SC) et la
matiére grise périaqueductal (PAG).

(Verge et al. 1986)
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1.4 Le récepteur 5-HT g

141 Généralités

Classification :

L’actuelle classification des récepteurs de la sérotonine distingue le récepteur 5-HT g de
Rat du récepteur humain, précédemment nommé 5-HTpg par les préfixes « r » pour Rat
et « h » pour Homme (pour revue voir Hoyer et al., 2002). Le récepteur 5-HT g humain est
composeé de 390 acides aminés, et le géne codant pour ce récepteur est porté par le
chromosome 6 (Demchyshyn et al., 1992; Hamblin et al., 1992; Jin et al., 1992; Trumpp-
Kallmeyer et al., 1992; Weinshank et al., 1992) caractérisé par une homologie de plus de
90% avec le récepteur 5-HT5 de Rat (Jin et al., 1992; Metcalf et al., 1992) qui est
composé de 386 acides aminés (Voigt et al., 1991; Adham et al., 1992; Maroteaux et al.,
1992). Seuls 32 acides aminés different entre ces récepteurs, parmi lesquels 8 sont situés
dans le domaine transmembranaire (Findlay and Eliopoulos, 1990; Trumpp-Kallmeyer et
al., 1992). Les différences pharmacologiques entre ces deux homologues résident

123
)

principalement dans la mutation d’'un seul acide aminé, I'acide aspartique (Asp “°) chez

123y chez le rongeur au niveau du 7°™ domaine

’homme en arginine (Arg
transmembranaire. Cette mutation confére au récepteur de rat une affinité pour les -
bloquants tels que le pindolol (Guan et al., 1992) qui n’est pas retrouvée avec le récepteur
humain. La modification génétique du récepteur humain (remplacement de I'acide
aspartique par un résidu thréonine) permet de donner au récepteur humain une affinité

pour les B-bloquants (Metcalf et al., 1992; Oksenberg et al., 1992; Parker et al., 1993).
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Localisation :

Les études d’autoradiographie, utilisant des molécules marquées comme la [3H]-5-HT
en présence de 8-OH-DPAT et du [125I]-cyanopindolol et d’isoprénaline démontrent que le
sous-type de récepteur sérotoninergique 5-HTg est retrouvé, chez le Rat, dans les
ganglions de la base et particulierement dans la substance noire, le globus pallidus,
le pallidum ventral et les noyaux entopédonculaires (Pazos and Palacios, 1985; Verge
et al., 1986; Bruinvels et al., 1993) ainsi qu’au niveau des noyaux du raphé (Pazos and
Palacios, 1985; Verge et al., 1986).

Les études d’hybridation in situ ont permis de localiser TARNm codant pour les
récepteurs 5-HT4g dans les noyaux du raphé médian et dorsal (Boschert et al., 1994;
Bruinvels et al., 1994; Doucet et al., 1995; Bonaventure et al., 1998), ARNm qui semble
largement réduit par la lésion des fibres 5-HT par une neurotoxine, la 5,7-DHT (Doucet et
al., 1995), indiquant que ces autorécepteurs situés sur les terminaisons neuronales
sérotoninergiques contrélent localement la libération de 5-HT (Engel et al., 1986; Hen,
1992; Pineyro and Blier, 1999) et que les protéines codant pour ces récepteurs sont
synthétisées localement dans les cellules sérotoninergiques. De plus, les études utilisant
les neurotoxines rendent indétectable la fixation de ligand radiomarqué au niveau du
raphé, indiquant que les récepteurs présents dans cette structure sont des
autorécepteurs. Récemment, chez ’'Homme, une étude post-mortem utilisant la technique
d’hybridation in situ a permis de retrouver de 'ARNm codant pour le récepteur 5-HT4g
dans le noyau du raphé dorsal (Bidmon et al., 2001). Certaines aires du cerveau
antérieur de Rat, comme le striatum, contenant une grande quantité de sites de liaison
exprime aussi 'TARNm du récepteur. Cependant, la distribution régionale du récepteur 5-
HT1g chez le Rat ne semble pas correspondre a celle de son ARNm. Des aires cérébrales
comme la substance noire, le globus pallidus ou les noyaux entopédonculaires qui
présentent elles aussi une densité importante de récepteurs, ont de faibles quantités
d’ARNm. Dans I'hippocampe, 'ARNmM du récepteur 5-HT g est localisé dans les corps
cellulaires des cellules pyramidales de la région CA1, tandis que la protéine est présente
dans la zone de projection des neurones CA1 pyramidaux (Boschert et al., 1994). La
méme étude montre que 'ARNmM est exprimé dans les cellules de Purkinje dans
lesquelles aucun site de liaison n'a été retrouvé. Les données anatomiques obtenues
chez le Rat indiquent donc que le récepteur 5-HTg est largement exprimé dans le
cerveau soit en tant qu’autorécepteurs contrélant la libération de sérotonine, soit en tant
qu’hétérorécepteurs contrélant la libération d’autres neurotransmetteurs. Une étude

d’hybridation in situ réalisée chez le Rat montre que la 5,7 DHT, en détruisant
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'innervation sérotoninergique présynaptique, affecte la quantité d’ARNm codant pour le
récepteur 5-HT.g présente dans le noyau du raphé dorsal, tandis que le signal
d’hybridation reste inchangé sur les neurones postsynaptiques (Neumaier et al., 1996b).
La méme neurotoxine provoque une augmentation de la densité des récepteurs 5-HT g
dans les ganglions de la base chez le Rat pour une déplétion en 5-HT d’au moins 95%
(Compan et al., 1998). La cartographie des récepteurs 5-HT4g par immunohistochimie a
confirmé la présence de I'hétérorécepteur 5-HTqg puisqu’il est retrouvé en densité trés

importante dans le globus pallidus et la substance noire (Langlois et al., 1995).
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ARNmM codant pour le

Récepteur 5-HT1B Récepteur 5-HT1B .

SUUIBITE (Autoradiographie) (Immunohistochimie) (;sﬁﬁs;:tl:;:ﬂ?ﬁ )
Cervelet
Stratum granulosum -
Cellules de Purkinje -C -C Xb,c,g
Cortex cerebral Xd Xi
Frontal Xd Xb
Piriform Xb
Occipital Xi Xb
Parietal Xi Xb
Ganglions de la base
Noyau accumbens X a,f Xb
Bed nucleus X
Striatum Xf Xi Xg
Caudate putamen Xa,f Xi Xb,c,e
Substance noire X a,c Xh,i -b,c
Noyaux subthalamiques X
Aire X
amygdalohippocampique
Noyau corticoamygdalien X
Hippocampe
Cellules pyramidales CA1 Xb Xi X b,c,e,g
CA3 -
Gyrus denté -
Systeme olfactif
Bulbe olfactif -
Noyau olfactif antérieur Xb
Tubercule olfactif X
Rapheé
Dorsal Xb,c,e,qg
Médian +/-b,c,e,g
Hypothalamus Xd Xb

Tableau 2 : Localisation du récepteur 5-HT g et de TARNmM codant pour ce récepteur dans
différentes aires cérébrales.

Références : a) Bonaventure et al., 1997 ; b) Bonaventure et al., 1998 ; c) Boschert
et al., 1994 ; d) Bruinvels et al., 1993 ; e) Bruinvels et al., 1994 ; f) Compan et al., 1998 ;
g) Doucet et al., 1995 ; h) Langlois et al., 1995 ; i) Sari et al., 1999.



Couplage moléculaire :

Les récepteurs 5-HT g sont des récepteurs a 7 hélices transmembranaires synthétisés au
niveau des corps cellulaires neuronaux, migrant ensuite au niveau des terminaisons
axonales; expliquant ainsi pourquoi dans certains tissus cérébraux (i.e. la substance
noire) on observe la présence de récepteurs (mise en évidence par les études
d’autoradiographie et d'immunohistochimie), mais pas de 'ARNm codant pour ces
récepteurs. Il a été montré sur des cellules transfectées que les récepteurs 5-HTg sont
couplés a une protéine G (Gi ou GO0). La stimulation de ce récepteur inhibe I'adénylate
cyclase aussi bien dans les études in vivo portant sur certains tissus cérébraux tels que la
substance noire que dans les études in-vitro de cultures cellulaires de cellules
transfectées (Bouhelal et al., 1988; Hamblin and Metcalf, 1991; Maroteaux et al., 1992;
Raymond et al.,, 2001). Cependant, il a récemment été montré que l'activation des
récepteurs 5-HT g peut également permettre 'accumulation d’AMPc ainsi que I'activation
de la phospholipase C (PLC) dans des cellules transfectées, et ainsi contrdler les canaux
potassiques (Ghavami et al., 1997). Ainsi, la stimulation des récepteurs 5-HT4 augmente
la conductance potassique et produit une hyperpolarisation inhibant un potentiel d’action
engendre, par exemple, par la sérotonine liée aux récepteurs 5-HT3 ou par le glutamate

activant les récepteurs NMDA.

Réle Pharmacologique

L’'implication du récepteur 5-HT4g a été démontrée dans de nombreuses fonctions
physiologiques comme le contrdle :

- De l'agressivité (Saudou et al., 1994; Geyer, 1996; Dirks et al., 2001; de Almeida
and Miczek, 2002) ; lorsque I'on place un intrus dans une cage contenant des animaux
mutés génétiquement, ces derniers attaquent lintrus beaucoup plus « rapidement » et
« intensément » que des animaux de type sauvages (Saudou et al., 1994), suggérant
ainsi un rble prépondérant du récepteur 5-HT4g dans le comportement agressif de
animal. Ceci est confirmé par le fait que l'administration d’anpirtoline (agoniste des
récepteurs 5-HT4g) chez une souris permet de diminuer son agressivité (de Almeida et al.,
2001; Miczek and de Almeida, 2001; Rilke et al., 2001). Cet effet semble étre lié a une
activité des agonistes des récepteurs 5-HT g sur des récepteurs postsynaptiques car il est
démontré que linhibition de l'agression est également présente chez des animaux
prétraités par une neurotoxine spécifique du systéme sérotoninergique (la 5,7-
hydroxytryptamine) qui induit une destruction de 60 a 80% du systéme sérotoninergique
(de Almeida et al., 2001).
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- Du sommeil (Boutrel et al., 1999; Monaca et al., 2003) ; le traitement par IRSS
induit une diminution du sommeil paradoxal (Hendrickse et al., 1994) qui peut étre
reproduit par I'administration d’agonistes des récepteurs 5-HT4 et/ou 5-HTg (Dzoljic et
al., 1992; Boutrel et al., 1999; Boutrel et al., 2002) alors que le blocage des récepteurs 5-
HT1a et 5-HT g facilite le sommeil paradoxal (Boutrel et al., 1999; Boutrel et al., 2002). II
est maintenant bien établi que I'activation du récepteur 5-HT g ne joue qu’un réle partiel
dans cette inhibition du sommeil paradoxal, la majeure partie des effets étant liés au

récepteur 5-HT1a (Monaca et al., 2003).

- Du comportement moteur (Geyer, 1996; Skingle et al., 1996; Millan et al., 2003) ;
'administration systémique, ou locale, d’'un agoniste des récepteurs 5-HT g, le RU24969
entraine une augmentation de I'activité locomotrice dose dépendante (Green et al., 1984;
De Souza et al., 1986). Cet effet sur la variation d’activité locomotrice n’est pas observé

chez les animaux mutants privés du géne codant pour le récepteur sérotoninergique 1B.

- De l'appétit (Simansky, 1996; Lee and Simansky, 1997; Lucas et al., 1998; De Vry
and Schreiber, 2000; Simansky and Nicklous, 2002), I'administration de différents
agonistes des récepteurs 5-HT g et d'IRSSs (Nonogaki et al., 2006)permet de diminuer la
prise alimentaire de fagon dose-dépendante, cette hypophagie induite par des agonistes
des récepteurs 5-HT4g peut étre bloquée par des antagonistes spécifiques (Simansky and
Nicklous, 2002).

- De l'anxiété (Frances et al., 1990a; Frances et al., 1990b; Lin and Parsons, 2002) ;
il a été démontré une interaction entre les benzodiazépines et les substances modulant
I'activité du récepteur 5-HT g (Frances et al., 1990a) suggérant que ce récepteur joue un
réle dans le mécanisme d’action de certains anxiolytiques. De plus I'exposition d'un rat a
un stress antagonise la capacité qu’ont les agonistes des récepteurs 5-HT g a diminuer la
libération de sérotonine, montrant bien une désensibilisation de ce récepteur dans les

états anxieux (Bolanos-Jimenez et al., 1995).

- De la pharmacodépendance (Przegalinski et al., 2003) ; dans ce domaine, les
effets du récepteur 5-HTg portent a controverse puisque les effets comportementaux
résultants d’'un blocage aigu du récepteur (administration d’'une dose unique d’antagoniste

spécifique) et ceux résultants d’'un blocage constitutif sont diamétralement opposés. Ainsi,
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'administration de cocaine entraine une diminution d’activité locomotrice chez les
animaux traités par un antagoniste, et une augmentation d’activité locomotrice chez les
animaux dépourvus du récepteur 5-HTg. Il a également été démontré que le
prétraitement de rats par des substances agissant sur les récepteurs 5-HTg peuvent
potentialiser certains des effets de produits créant une dépendance : ainsi certains
agonistes des récepteurs 5-HT4g (CGS-12066B, RU 24969, CP 94,253, CP 93,129)
diminuent 'autoadministration d’inhibiteurs de recapture de la dopamine et de cocaine
chez ces animaux, probablement du fait d’'un déplacement de la courbe effet dose vers la

gauche (Parsons et al., 1996; Parsons et al., 1998).

- Du comportement sexuel (Hillegaart and Ahlenius, 1998) ; I'activation du récepteur
5-HT g par un agoniste spécifique permet d’antagoniser la « motivation sexuelle » chez le
Rat (Popova and Amstislavskaya, 2002) ; les études menées chez la souris semblent
confirmer que le réle inhibiteur de la sérotonine sur le comportement sexuel soit porté,
entre autre, par le récepteur 5-HT4g (Rodriguez-Manzo et al.,, 2002). Ce
dysfonctionnement sexuel est également retrouvé lors de l'injection locale intracérébrale
d’agoniste 5-HTqg; ce qui a permis de mettre en évidence deux aires cérébrales
impliquées dans le contréle du comportement sexuel chez la souris: le noyau

accumbens, et le noyau du raphé dorsal (Fernandez-Guasti et al., 1992).

- Ainsi que dans la régulation thermique (Hagan et al., 1997) ; 'administration d’'une
dose aigue de citalopram induit chez le Rat une hypothermie qui peut étre reproduite par
'administration d’anpirtoline (agoniste des récepteurs 5-HT4g) et antagonisée par
'administration de NAS-181 (antagoniste des récepteurs 5-HTg) (Oerther and Ahlenius,
2001).

Des études comparatives portant sur le comportement de souris privées de ce récepteur
versus le comportement de souris sauvages ont permis de retrouver 'ensemble de ces
implications chez ces animaux (Crabbe et al., 1996; Ramboz et al., 1996a; Ramboz et al.,
1996b; Rocha et al., 1998).
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Au niveau neurobiochimique, le récepteur 5-HT g peut avoir deux localisations : soit une
localisation présynaptique, soit une localisation postsynaptique ; dans le cas d’une
localisation présynaptique, le récepteur est alors considéré comme étant un autorécepteur
(situé sur des neurones seérotoninergiques), alors qu'en cas de localisation

postsynaptique, il s’agit d’'un hétérorécepteur.

1.4.2 Récepteur présynaptique

Le récepteur présynaptique est impliqué dans le contréle de la modulation du relargage
de la sérotonine (d’ou la dénomination d’autorécepteur) au niveau de la fente synaptique.
La stimulation de ce récepteur permet un rétrocontrble négatif de la libération de
sérotonine limitant ainsi les variations de concentrations extracellulaires de sérotonine.
Contrairement a l'autorécepteur de type 5-HT4a qui exerce son action en diminuant
l'activité électrique neuronale (diminution du « firing »), le récepteur 5-HTz agit en
diminuant la libération de neurotransmetteurs. Ceci est en accord avec la localisation de
ces deux sous-types de récepteurs, le récepteur 5-HT, étant situé au niveau des corps
cellulaires des neurones, alors que le récepteur 5-HTqg est lui situé au niveau des
terminaisons axonales. De nombreuses études ont mis en évidence que le délai
nécessaire a l'apparition des effets thérapeutiques des IRSSs correspond au délai
nécessaire pour obtenir la désensibilisation d’'un (ou des 2) sous-types de récepteur 5-
HT4 (A/B); l'augmentation de la neurotransmission sérotoninergique induite par les
antidépresseurs étant limitée par I'activation de ces récepteurs. Cette idée est basée sur
le fait que les études d’électrophysiologie chez le Rat ont montré qu’un traitement aigu par
antidépresseur diminue l'activité électrique des neurones, celle-ci revenant a la normale
apres un traitement chronique (Chaput et al., 1986; Blier et al., 1987).

Les autorécepteurs 5-HT1g sont retrouvés dans la fente synaptique des neurones
situés dans le cortex, le raphée, I'hippocampe et le striatum chez ’'homme, le cobaye et le
rat (Hoyer and Middlemiss, 1989; Limberger et al., 1991; Davidson and Stamford, 1995;
Buhlen et al., 1996; Price et al., 1997; Schlicker et al., 1997).

1.4.2.1 Autorécepteurs et antidépresseurs

Lors d’un traitement prolongé par IRSSs (i.e. la paroxétine pendant 21 jours), il a été
démontré une désensibilisation des autorécepteurs 5-HT4g situés dans le raphé médian

chez le Rat, indiquant que les récepteurs contrdlant négativement le relargage de la
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sérotonine au niveau somatodendritique sont moins sensibles a ['activation par le
neurotransmetteur endogéne (Pineyro and Blier, 1996); les autorécepteurs 5-HT g situés
au niveau terminal dans différentes zones de projections telles que I'’hippocampe,
I'hypothalamus et le cortex frontal sont également désensibilisés par un traitement
chronique par IRSSs (Blier et al., 1984; Moret and Briley, 1990; O'Connor and Kruk, 1994;
el Mansari et al., 1995; Pineyro and Blier, 1999; Dremencov et al., 2000; Newman et al.,
2000). II est également clairement démontré qu’un traitement chronique avec un
antidépresseur (fluoxetine ou sertraline) entraine une diminution de la quantité d’ARN
messager codant pour le récepteur 5-HTg au niveau du noyau du raphé dorsal de rat, qui
revient a la normale aprés arrét du traitement. Les concentrations dARNm dans les aires
de projections (i.e. hippocampe, striatum et cortex frontal) ne sont quant a elles pas
affectées par ce traitement (Neumaier et al., 1996a; Anthony et al., 2000). Suggérant ainsi
que seuls les autorécepteurs 5-HT1g sont désensibilisés lors d’un traitement chronique
par un IRSS.

Il existe cependant quelques travaux qui n’ont pas permis de mettre en évidence de
désensibilisation de ces autorécepteurs (Auerbach and Hjorth, 1995; Bosker et al., 1995a;
Bosker et al., 1995b; Cremers et al., 2000b) lors d’un traitement chronique par un IRSS,
puisque dans ces études soit les antagonistes des récepteurs 5-HTg conservent leur
capacité a potentialiser les effets des antidépresseurs (augmentation des concentrations
extracellulaires de sérotonine) ; soit les agonistes peuvent encore diminuer le relargage
de sérotonine ; suggérant ainsi que les autorécepteurs 5-HT1g ne sont pas désensibilisés,
mais restent fonctionnels. Cette hétérogénéité dans les résultats peut s’expliquer par une
grande diversité des protocoles utilisés: dose dIRSS administrée, rythme
d’administration : 1 a 2 fois par jour ou minipompes Alzet, voie d’administration, période

de « wash-out » ou non.

1.4.2.2 Autorécepteurs et antagonistes des récepteurs 5-HT g

L’utilisation d’antagonistes des récepteurs 5-HT4g n'a pas permis de faire varier les
concentrations extracellulaires de sérotonine mesurées dans différentes aires cérébrales
chez différents animaux (Souris et Rat) telles que le cortex et I'hippocampe (Liao et al.,
2000; Adell et al., 2001; Gardier et al., 2001; Roberts et al., 2001); suggérant que la
sérotonine endogene n'exerce pas d’effet sur les autorécepteurs sérotoninergiques dans

les conditions basales.
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Seules quelques études ont montré une augmentation des concentrations
extracellulaires de sérotonine mesurées par microdialyse intracérébrale chez le cobaye
dans le gyrus denté aprés administration systémique d’antagonistes des récepteurs 5-
HT1s (GR 127935 et SB-224289) (Roberts et al., 1998; Hughes and Dawson, 2004), cette
augmentation n’a toutefois pas été corrélée a une variation des concentrations
extracellulaires de sérotonine dans le cortex frontal de cobaye (Hughes and Dawson,
2004). Dans cette derniere étude, les auteurs ont également étudié les effets de ces
antagonistes chez le Rat et ont montré qu’ils étaient dépourvus d’effets ; suggérant un
effet « espéce ». De méme ; il a été montré que le SB 236057, un agoniste inverse des
récepteurs 5-HT4g, permet d’augmenter le relargage de sérotonine dans le gyrus denté (a
faible dose : 0,75 mg/kg po), ainsi que dans le cortex frontal (a forte dose : 2,5 mg/kg ;
p<0,05) chez le cobaye (Roberts et al., 2000).

I a donc été postulé que les effets des antagonistes des autorécepteurs
sérotoninergiques quant aux concentrations extracellulaires de sérotonine chez le Rat et
la Souris ne sont visibles que lorsque la neurotransmission sérotoninergique est

augmentée (i.e. lors du traitement par un IRSS) (Hjorth, 1993).

1.4.2.3 Autorécepteurs et association antidépresseurs +

antagonistes des récepteurs 5-HT g

Afin de valider cette hypothése, de nombreuses études complémentaires ont été
réalisées en utilisant une coadministration d’IRSSs et d’antagonistes des récepteurs 5-
HTs. Les IRSSs sont utilisés dans le but d’augmenter la neurotransmission
sérotoninergique, permettant ainsi I'activation des autorécepteurs 5-HTqg (ceux-ci étant
inactifs dans les conditions basales); les antagonistes des récepteurs 5-HTqg
coadministrés devraient théoriquement antagoniser linhibition de relargage de 5-HT et
ainsi augmenter la [5-HT]ec. Il a ainsi été démontré que les antagonistes des récepteurs
5-HT4g peuvent potentialiser 'augmentation des concentrations extracellulaires de 5-HT
induite par les antidépresseurs dans le cortex frontal de rat (Gobert et al., 1997; Sharp et
al., 1997; Dawson and Nguyen, 2000; De Groote et al., 2003b) ; dans I'hippocampe de rat
(Liao et al., 2000), dans I'hippocampe et le cortex frontal de cobaye (Roberts et al., 1996)
ainsi que dans I'hypothalamus de cobaye (Roberts et al., 1996) et dans I'hippocampe de
souris (Malagie et al., 1995; Trillat et al., 1998; Gardier et al., 2001; Malagie et al., 2001;
Gardier et al., 2003). Toutefois, malgré les résultats obtenus chez le Rat et le Cobaye,

aucune différence de [5-HT]gec n’est observée au niveau du cortex frontal de Souris
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(Malagie et al., 1995; Trillat et al., 1998; Gardier et al., 2001; Malagie et al., 2001; Gardier
et al., 2003). Considérant les voies d’innervation sérotoninergiques, de récentes études
ont eu pour objectif de démontrer que les antagonistes 5-HT.g exercent un effet
significativement plus important au niveau du raphé médian qu’au niveau du raphé dorsal
(Adell et al., 2001); ce dernier semblant plus sous la dépendance des récepteurs de type
5-HT4p (Pompeiano et al., 1992; Starkey and Skingle, 1994; Davidson and Stamford,
1995; Pineyro et al., 1995; Hertel et al., 2001). Cette théorie permettrait d’expliquer les
résultats obtenus chez la Souris, puisque les voies sérotoninergiques provenant du raphé
meédian innervent I'hippocampe, alors que celles provenant du raphé dorsal vont innerver
le cortex. Cependant, cette théorie porte a controverse du fait du manque de sélectivité
des produits employés ; d’autant plus que le BRL 15572, un antagoniste des récepteurs
5-HT1p, permet de potentialiser le relargage de la sérotonine induit par stimulation
électrique aussi bien au niveau du raphé dorsal que du raphé médian (Hopwood and
Stamford, 2001; Roberts et al., 2001). De la méme fagon, les agonistes des récepteurs 5-
HT1g permettent de diminuer le relargage de sérotonine aussi bien dans les noyaux du
raphé dorsal que médian et cet effet est antagonisé par 'administration d’antagonistes
des récepteurs 5-HTqg (Davidson and Stamford, 1995; Adell et al., 2001; Hertel et al.,
2001; Hopwood and Stamford, 2001).
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IRSS Dose, voie

Antagoniste

Dose, voie

Potentialisation

Référence

d’administration 5-HTg d’administration
) ] (Cremers et
Citalopram 1 umol/kg ; sc GR 127935 1 umol/kg ; sc Hippocampe
al., 2000a)
(Cremers et
3 umol/kg ; sc GR 127935 1 umol/kg ; sc
al., 2000a)
(Cremers et
10 umol/kg ; sc GR 127935 1 umol/kg ; sc
al., 2000a)
5 mg/kg ; sc Penbutolol 8 mg/kg ; sc (Hjorth, 1993)
(Stenfors et
5 mg/kg ; sc AR-A000002 9 mg/kg ; sc Cortex
al., 2004)
. ) ) (Hervas et al.,
Fluoxétine 10 mg/kg ; ip SB 224289 4 mg/kg ; ip
2000)
) (Hervas et al.,
20 mg/kg ; sc SB 224289 4 mg/kg ; ip Cortex
2000)
(Dawson and
20 mg/kg ; sc GR 127935 3 mg/kg ; sc
Nguyen, 2000)
(Gobert and
10 mg/kg ; sc SB 224289 2,5mgl/kg ; sc .
Millan, 1999)
(Gobert et al.,
10 mg/kg ; sc GR 127935 2,5mgl/kg ; sc
1997)
. (Malagie et al.,
Paroxétine 5 mg/kg ; sc GR 127935 4 mg/kg ; sc Hippocampe 2001)
(Gardier et al.,
5 mg/kg ; sc GR 127935 4 mg/kg ; sc
2001)
1 mg/kg/j i GR 127935 4 mg/k (Gardier et al.
m our ;i m ; SC
g/Kg/] p g/Kg 2003)
(Roberts et al.,
10 ymol ; cortex SB 224289 4 mg/kg ; sc
1999)
] (De Groote et
Fluvoxamine 1 ymol ; cortex NAS-181 1 ymol ; cortex Cortex
al., 2002b)

Tableau 3 : Potentialisation de I'augmentation de sérotonine extracellulaire induite par
'administration d’IRSSs lors de la coadministration avec un antagoniste des récepteurs 5-

HT4g.
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1.4.2.4  Autorécepteurs et souris ne présentant pas le géne codant

pour les récepteurs 5-HT1g

La mise au point récente par recombinaison homologue de souris homozygotes
« knockout » mutantes privées des récepteurs 5-HT g (souris KO 5-HT4g -/-) constitue un
moyen d’étude supplémentaire, car permettant d’observer les effets pharmacologiques
consécutifs a un blocage constitutif, et non plus pharmacologique, du récepteur 5-HT4g.
Ainsi, les concentrations basales de sérotonine extracellulaire mesurées par la technique
de microdialyse intracérébrale in-vivo chez les animaux éveillés mutés génétiquement et
ne présentant pas de géne codant pour le récepteur 5-HT g étant équivalentes a celles
mesurées chez des animaux non mutés dans le cortex, 'hippocampe et le striatum (De
Groote et al., 2002b; Malagie et al., 2002; De Groote et al., 2003c), ceci confirme que
dans les conditions basales I'autorécepteur 5-HT4g est inactif ; 'absence de différence
dans les concentrations basales de sérotonine ne semblant pas étre liée a la mise en
place de mécanismes de compensation chez I'animal muté puisque 'administration d’une

dose unique d’antagoniste sélectif du récepteur permet d’obtenir les mémes résultats.

Effets neurobiochimiques des antidépresseurs chez les animaux privés de récepteur 5-
H T1B J

De nombreuses études ont permis de mettre en évidence une potentialisation des effets
neurobiochimiques des IRSSs chez des animaux mutés génétiquement et ne présentant
pas le géne codant pour le récepteur 5-HT 1g. Ainsi 'administration de paroxétine par voie
générale (traitement aigue ou chronique) aboutit a une augmentation des concentrations
extracellulaires de sérotonine statistiquement plus importante dans I'hippocampe de
souris mutantes 5-HT g (Knobelman et al., 2001) comparée a des souris sauvages ; mais
cette potentialisation n’est pas retrouvée au niveau du cortex médian préfrontal (Gardier
et al, 2001; Malagie et al, 2001; Gardier et al., 2003). Cette différence
cortex/hippocampe (potentialisation dans I'hippocampe mais pas dans le cortex) est
également retrouvée lors d’un traitement par différentes doses de fluoxétine (5 et 10
mg/kg) (Malagie et al., 2002). La fluvoxamine (0,1 ; 1 et 10 yM) administrée localement
dans le striatum de souris privées des récepteurs 5-HTg induit une augmentation de [5-
HT]ec qui n'est pas statistiguement plus importante que celle induite chez les animaux
sauvages quelque soit la dose testée (De Groote et al., 2003c). A linverse, le méme

auteur a démontré que la perfusion locale de fluvoxamine (1uM) dans I'hippocampe et le
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cortex préfrontal de souris induit une augmentation de [5-HT]ec significativement plus
élevée chez les animaux mutants comparés aux animaux sauvages. Ces résultats sont en
accord avec ceux montrant que 'augmentation de [5-HT]ec au niveau striatal consécutive
a l'administration systémique de fluoxétine n’est pas potentialisée chez les souris ne
possédant pas le récepteur 5-HT4g, contrairement a ce qui est obtenu dans I'hippocampe

chez ces mémes animaux (Knobelman et al., 2001).

1.4.2.5 Autorécepteurs et agonistes des récepteurs 5-HT4g

La perfusion locale de CP 93129 (0,5 et 1 uM respectivement), un agoniste des

récepteurs 5-HT4g, au niveau du striatum ou du cortex préfrontal chez la Souris permet

une diminution des concentrations extracellulaires de sérotonine de plus de 50% comparé
au groupe ne recevant que le véhicule; ceci n’étant pas retrouvé chez les animaux
dépourvus du récepteur 5-HT g, cet effet est bien lié a une activité sélective du produit sur
les récepteurs 5-HTg (De Groote et al., 2002b; De Groote et al., 2003c). Ces effets sont
également retrouvés lors de la perfusion locale de CP 93129 (1uM) via la sonde de
microdialyse directement dans I'hippocampe (De Groote et al., 2002a). L’administration

du méme agoniste (1 uM) dans la substance noire chez le Rat permet également une

diminution des concentrations extracellulaires de sérotonine (-25%) (Thorre et al., 1998).
Une gamme de dose montre que l'effet du CP 93129 sur les concentrations corticales de
sérotonine extracellulaire chez le Rat est dose dépendant (De Groote et al., 2003a).
L’administration de RU 24969 par voie générale permet elle aussi de diminuer les
concentrations de sérotonine dans I'hippocampe de rats anesthésiés (mesuré par
microdialyse intracérébrale) (Martin et al., 1992). Une diminution similaire des dialysats de
sérotonine est également obtenue dans le cortex frontal de rats anesthésiés (Sleight et
al., 1989) ainsi que dans le diencéphale de rats éveillés (Auerbach et al., 1991). De plus,
'administration locale de RU 24969 via la sonde de microdialyse est responsable d’'une
diminution de la concentration extracellulaire de 5-HT aussi bien au niveau de
'hippocampe de rats anesthésiés (Hjorth and Tao, 1991; Bosker et al., 1995b), que du
diencéphale de rats vigiles (Auerbach et al., 1991). Les effets de 'administration locale de
RU 24969 sont antagonisés par l'injection simultanée de methiothepine, un antagoniste
des récepteurs 5-HTq, directement dans lhippocampe (Martin et al., 1992). La
methiothepine permet également d’antagoniser la diminution des concentrations
extracellulaires de sérotonine induite par le CP 93129 (Hjorth and Tao, 1991). Compte

tenu du fait que le récepteur de cobaye présente une analogie structurale avec le

43



récepteur humain plus forte que les récepteurs de rats et murins, de nombreuses études
ont été réalisées chez cet animal. L’administration locale de 5-CT chez le Cobaye éveillé
diminue les concentrations extracellulaires de sérotonine obtenues dans le cortex frontal
(Lawrence and Marsden, 1992) tout comme le sumatriptan chez les animaux anesthésiés
(Sleight et al., 1990; Roberts et al., 1997). Cet effet du sumatriptan est antagonisé par
'administration d’'un antagoniste spécifique, le SB-224289 (Gaster et al., 1998) et n’est
pas présent lors de I'administration du produit par voie générale, montrant bien que le
sumatriptan ne passe pas la barriere hémato-encéphalique (Sleight et al., 1990).

Ces résultats obtenus par microdialyse sont conformes a ceux publiés auparavant et

utilisant une approche in vitro (Engel et al., 1986; Maura et al., 1986).
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Agoniste Injection Animal [5-HT] Structure Auteur
(De Groote et al.,
CP 93129 Locale Souris N Striatum
2003c)
) ] (De Groote et al.,
Locale Souris N Hippocampe
2002a)
i ] (De Groote et al.,
Locale Souris N Cortex préfrontal
2002b)
Locale Rat N Substance noire (Thorre et al., 1998)
) (Hjorth and Tao,
Locale Rats N Hippocampe
1991)
(De Groote et al.,
Locale Rats N Cortex
2003a)
RU 24969 Systémique Rats N Hippocampe (Martin et al., 1992)
Systémique Rats N Cortex frontal (Sleight et al., 1989)
- ) . (Auerbach et al.,
Systémique Rats N Diencéphale
1991)
(Hjorth and Tao,
Locale Rats N Hippocampe 1991; Bosker et al.,
1995b)
] (Auerbach et al.,
Locale Rats N Diencéphale
1991)
Locale et (Lawrence and
5-CT o Cobayes N Cortex frontal
systémique Marsden, 1992)
Locale N
Sumatriptan Cobayes Cortex frontal (Sleight et al., 1990)
Systémique 0

Tableau 4 : Effets de différents agonistes des récepteurs 5-HT g sur les concentrations
extracellulaires de sérotonine mesurées dans différentes aires cérébrales par la technique
de microdialyse intra-cérébrale in-vivo.
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Au vu de I'ensemble des résultats portant sur les études neurobiochimiques, il a été
démontré que le blocage constitutif (souris mutantes privées du géne codant pour le
récepteur 5-HTg) ou pharmacologique a I'aide d’'un antagoniste sélectif des récepteurs 5-
HTs (GR 127935, NAS-181, Penbutolol, SB 224289 ou AR-A000002) permet de
potentialiser 'augmentation des concentrations extracellulaires de sérotonine consécutive
a I'administration aigu par voie systémique ou locale de différents IRSSs (paroxétine,
fluoxétine, citalopram ou fluvoxamine) dans différentes aires cérébrales (Gobert et al.,
1997; Malagie et al., 2001; De Groote et al., 2002b; De Groote et al., 2002a; Malagie et
al., 2002). A Tlinverse, I'administration d’agonistes des récepteurs 5-HTg permet de
diminuer les concentrations extracellulaires de 5-HT aussi bien dans les conditions
basales, que lors de la coadministration avec des IRSSs. Il semble donc que les
antagonistes des récepteurs 5-HT4g, en bloquant les autorécepteurs, potentialisent les
effets neurobiochimiques des IRSSs, alors que les agonistes, en diminuant les

concentrations extracellulaires de sérotonine, semblent limiter ces effets.

1.4.3 Récepteur postsynaptique

Les récepteurs 5-HT1g post synaptiques permettent de moduler la libération d’autres
neurotransmetteurs, d’'ou le nom d’hétérorécepteurs. Parmi les neuromédiateurs dont la
libération est contrélée par le récepteur 5-HT4g, on trouve la dopamine (Sarhan et al.,
1999; Sarhan et al., 2000), le glutamate (Bobker and Williams, 1989), I'acétylcholine;
(Maura and Raiteri, 1986; Cassel et al., 1995) ainsi que le GABA (Feuerstein et al.,
1996b).

1.4.3.1 Récepteur postsynaptique et acétylcholine

En 1986, il a été établi lors d’études in vitro que I'administration de doses croissantes de
sérotonine exogéne permet de diminuer le relargage de [°H]acétylcholine & partir de
neurones d’hippocampe de rat. Dans cette série d’expérimentation les effets de la
sérotonine ne sont pas antagonisés par I'administration d’antagoniste des récepteurs 5-
HT, (kétansérine) et 5-HT4c ; par contre le propranolol (antagoniste mixte des récepteurs
5-HT4a et 5-HT4g) permet d’antagoniser cet effet. De plus, compte tenu du fait que seuls
les agonistes des récepteurs 5-HTg permettent de mimer les effets de la sérotonine, il
apparait donc clairement que I'activation du récepteur 5-HTg permet un rétrocontrdle

négatif du relargage de l'acétylcholine (Ach) dans I'hippocampe de rats (Maura and
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Raiteri, 1986). Toutefois, des résultats opposés ont été trouvés lors de la réalisation de
microdialyse dans le cortex frontal de rats ; ces études montrent que lors d’'un traitement
par un IRSS, 'augmentation de la neurotransmission sérotoninergique s’accompagne
d’'une augmentation de la libération d’Ach et que cette augmentation est limitée par la
coadministration d’un antagoniste mixte des récepteurs 5-HTa et 5-HT4g, le pindolol
(Consolo et al., 1996) ; il est fort possible que cet effet stimulateur sur la libération d’Ach
soit lié a une action indirecte, et notamment une désinhibition du systeme GABAergique
expliquant ainsi la différence entre les résultats in vivo et in vitro.

Lors d’un traitement chronique (14 jours) par antidépresseur (i.e. citalopram ou
tianeptine), aucune modification du relargage de I'Ach n’est observée au niveau des
synaptosomes hippocampiques de rats. Cependant, l'effet inhibiteur du relargage
d’acéthylcholine des agonistes des récepteurs 5-HTg (CGS 12066B) est diminué ;
suggérant que [I'hétérorécepteur 5-HT4g situé sur les neurones cholinergiques est
désensibilisé (Bolanos-Jimenez et al.,, 1994). Ces récepteurs sont également
désensibilisés lors de I'exposition a un stress; la diminution de relargage d’Ach
consécutive a I'administration d’agonistes des récepteurs 5-HT4g étant moins importante
dans I'hippocampe et la substance noire d’animaux « stressés » (Bolanos-Jimenez et al.,
1995).

Si les résultats obtenus in vitro sont trés explicites et montrent bien le réle inhibiteur du
récepteur 5-HT1g sur la libération d’Ach, il n’en est pas de méme pour les résultats
obtenus in vivo. En effet, la mise en place de mécanisme de compensation complique
linterprétation des résultats. Ainsi, dans [I'hippocampe, [l'augmentation de
neurotransmission sérotoninergique induite par un traitement antidépresseur (type IRSS)
permet une stimulation des récepteurs 5-HTg situés sur les neurones cholinergiques,
diminuant ainsi le relargage d’Ach; mais dans le méme temps, 'augmentation de
neurotransmission sérotoninergique s’accompagne d’une stimulation plus importante des
récepteurs 5-HT,a qui ont un role excitateur sur les interneurones contenant la substance
P ; le relargage de substance P dans la fente synaptique entraine une activation des
récepteurs NK1 situés sur les neurones cholinergiques augmentant ainsi la
neurotransmission cholinergique de fagon indirecte (Feuerstein et al., 1996a). La variation
de neurotransmission cholinergique résultante est donc soumise d'un coté a une
composante inhibitrice directe liée a 'activité de la sérotonine sur le récepteur 5-HT4g, et
de l'autre a une composante excitatrice indirecte de la substance P sur les neurones

cholinergiques.
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1.4.3.2 Récepteur postsynaptique et glutamate

Comme cela a été largement démontré pour d’autres systémes monoaminergiques,
laugmentation du relargage de sérotonine au niveau extracellulaire lors de
'administration locale ou systémique d’IRSS (citalopram) entraine une diminution des
concentrations extracellulaires de glutamate ([Glulec) dans le cortex préfrontal de rats
mesurée par microdialyse intracérébral in vivo chez le rat vigile prétraité par veratridine
(utilisée pour augmenter la neurotransmission glutamatergique) (Golembiowska and
Zylewska, 1999; Golembiowska and Dziubina, 2000) aussi bien aprés un traitement aigu
que chronique. Afin d’établir quel pouvait étre le récepteur sérotoninergique
postsynaptique impliqué dans cet effet du citalopram, les mémes auteurs ont réalisé des
expériences complémentaires ; ils ont ainsi montré que I'augmentation de [Glu]gc dans le
cortex préfrontal de rats mesurée par microdialyse intracérébral in vivo chez le rat vigile
induite par la veratridine est inhibée lorsque la veratridine est coadministrée avec du
CP93129 (agoniste des récepteurs 5-HT4g); les effets du CP 93129 sont antagonisés par
le SB 216641 (antagoniste des récepteurs 5-HT g qui ne posséde pas d’effet propre sur la
libération de glutamate) (Golembiowska and Dziubina, 2002). Ceci est en accord avec les
travaux montrant une localisation des récepteurs 5-HTig sur les neurones
glutamatergiques (Ma, 2001). Ainsi qu’avec les résultats d’électrophysiologie qui mettent
en évidence que la neurotransmission glutamatergique dans le raphé et dans le locus
coeruleus est inhibée par 'administration d’agoniste des récepteurs 5-HTg (Bobker and
Williams, 1989; Li and Bayliss, 1998). Dans tous les cas, ces effets ne sont observables
que sur des cellules dépolarisées et pas sur des cellules au repos. Les agonistes des
récepteurs 5-HTg peuvent donc présenter un intérét thérapeutique dans les pathologies
associées a un hyperfonctionnement du systéme glutamatergique en régulant son

fonctionnement.

1.4.3.3 Récepteur postsynaptique et GABA

Comme pour les autres systémes monoaminergiques, le fait que le récepteur 5-HT g soit
couplé négativement a une adénylate cyclase fait que sa stimulation aboutit a une
inhibition des neurones sur lesquels il est localisé. Par conséquent, la stimulation de
'hétérorécepteur 5-HT4g situé sur les terminaisons nerveuses des neurones
GABAergiques aboutit a une diminution du relargage de GABA dans différentes aires

cérebrales telles que le striatum et le noyau accumbens (Boschert et al., 1994). Certaines
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études ont mis en évidence la présence de récepteurs 5-HT4g sur des neurones
GABAergiques au niveau de l'aire ventrale tegmentale (Bruinvels et al., 1993; Bruinvels et
al., 1994) ; les expérimentations in vivo et in vitro réalisées ont permis de démontrer que
la diminution de relargage du GABA dans ces aires cérébrales lors de 'administration de
cocaine est la conséquence de [l'activation de I'hétérorécepteur 5-HTqg (la cocaine
permettant d’accentuer le relargage de dopamine, de sérotonine et de noradrénaline)
(Cameron and Williams, 1994; Harrison et al., 1999). Ceci est confirmé par de récentes
expériences qui démontrent que I'administration locale de CP 93129 (agoniste des
récepteurs 5-HTqg) dans la VTA entraine une diminution dose dépendante des
concentrations extracellulaires de GABA (Yan et al., 2004). Etant donné que les neurones
GABAergiques situés au niveau de la VTA sont des interneurones ayant un réle inhibiteur
sur les autres systéemes monoaminergiques, notamment dopaminergique, I'activation des
hétérorécepteurs 5-HT1g joue un rdle désinhibiteur sur la neurotransmission
dopaminergique (Guan and McBride, 1989; Johnson et al., 1992; Klitenick et al., 1992;
Cameron and Williams, 1994; Xi and Stein, 1998; Yan et al., 2004).

1.4.3.4 Récepteur postsynaptique et dopamine

L’apparition de techniques telles que I'électrophysiologie et la microdialyse a permis
d’établir avec certitude que la sérotonine joue un rdle sur l'activité des neurones
dopaminergiques. Les études in-vitro d’électrophysiologies ont ainsi montré une inhibition
de l'activité électrique des neurones dopaminergiques de la VTA lors de I'administration
locale de sérotonine (Pessia et al., 1994; Cameron et al., 1997), suggérant un réle
inhibiteur de la seérotonine sur l'activité neuronale dopaminergique. De méme, des
résultats obtenus lors d’autres travaux in-vitro ont suggéré une diminution de la libération
de DA lors de la stimulation des récepteurs 5-HTqg ; cette diminution a été mise en
évidence au niveau des synaptosomes du striatum (Sarhan et al., 2000).

Les études in-vivo présentent des résultats opposés, ainsi la sérotonine libérée par les
neurones de I'axe « raphé-substance noire » facilite le relargage de dopamine au niveau
de l'axe nigrostriatal (Trent and Tepper, 1991), alors qu’'une déplétion en sérotonine
(induite par 'administration d’'une dose unique de PCPA, 400 mg/kg i.p.) produit une
diminution du nombre de neurones dopaminergiques actifs dans la VTA (Minabe et al.,
1996). Cette diminution du nombre de neurones dopaminergiques actifs peut étre liée a
une diminution de la stimulation des hétérorécepteurs 5-HTg résultant de la diminution

des concentrations extracellulaires de sérotonine a la suite du traitement par PCPA. Les
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études de microdialyse sur animal vigile ont largement confirmé ces résultats en montrant
une augmentation du relargage de dopamine dans le nucleus accumbens (Parsons and
Justice, 1993), le striatum (Benloucif and Galloway, 1991; De Deurwaerdere et al., 1996;
lyer and Bradberry, 1996), et le cortex préfrontal (lyer and Bradberry, 1996) lors de
'augmentation des concentrations extracellulaires de sérotonine (administration d’IRSS
ou de sérotonine exogéene).

La différence entre les résultats in-vivo et in-vitro s’explique par la mise en place de
systeme de compensation, ainsi lors des études in-vitro, les résultats observés sont
obtenus a la suite de la stimulation exclusive des récepteurs sérotoninergiques situés sur
les neurones dopaminergiques, alors que les résultats obtenus in-vivo résultent de
I'activité de la sérotonine sur 'ensemble des neurones présents.

Les études de microdialyse ont montré une augmentation de la libération de dopamine

dans le noyau accumbens et la VTA apreés injection d’'un agoniste sélectif des récepteurs

5-HT4g (CP 93129) par voie intra accumbal et intra tegmental ; cette augmentation (dose
dépendante) des concentrations extracellulaires de dopamine est associée a une
diminution (également dose dépendante) des concentrations extracellulaires de GABA et
est antagonisée par I'administration d’'un antagoniste spécifique des récepteurs 5-HT g,
montrant bien [lactivité indirecte des récepteurs 5-HT.g situés sur les neurones
GABAergiques sur la libération de dopamine (Yan et al.,, 2004). Le WAY 100635
(antagoniste sélectif des récepteurs de type 5-HTia) n’exerce aucun effet sur
'augmentation des concentrations extracellulaires de dopamine induite par le CP 93129,
alors que le cyanopindolol (antagoniste mixte des récepteurs 5-HT1a et 5-HTqg) et la
tétrodotoxine antagonisent les effets du CP 93129 (Yan and Yan, 2001). Ces résultats
montrent clairement que 'augmentation de la libération de dopamine au niveau du noyau
accumbens consécutive a I'administration de CP 93129 est bien liée a l'activation des
récepteurs 5-HT . De plus, compte tenu des effets de la tétrodotoxine, il est fort possible
que cet effet résulte de I'activation de I'hétérorécepteur GABAergique. De méme, d’autres
travaux (Hallbus et al., 1997; Boulenguez et al., 1998) ont également mis en évidence une

augmentation du relargage de DA dans le noyau accumbens aprés injection de

sérotonine ou d’agonistes des récepteurs 5-HT g (S-CM-GTNH2 par voie locale et RU
24 969 par voie sous cutanée) qui peut étre antagonisée par la coadministration
d’antagoniste spécifique de ce récepteur (GR 127935).

Cet effet facilitateur du relargage de dopamine par I'activation du récepteur 5-HT a
également été mis en évidence au niveau de différentes aires cérébrales telles que le

cortex frontal de rat (lyer and Bradberry, 1996). Dans cette étude, les auteurs démontrent
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non seulement que les agonistes spécifiques des récepteurs 5-HT4g (CP 93129 et CP
94253) permettent d’augmenter le relargage de dopamine, mais également que
'augmentation de dopamine induite par la perfusion de sérotonine est bloquée par
'administration d’'un antagoniste spécifique du récepteur 5-HTg (GR 127935) alors que
les antagonistes des récepteurs 5-HT,a et 5-HT3 sont dépourvus d’effets. L'administration

locale de citalopram dans la substance noire chez le rat permet d’augmenter la [5-HT]ec

de plus de 500%, cette augmentation s’accompagne d’'une augmentation statistiquement
significative de la [DA]ec de 45% (Thorre et al., 1998). || semble fort probable que cette
augmentation de la libération de DA soit liée a I'activation (indirecte) du récepteur 5-HT4g
par le citalopram ; en effet, bien que différents récepteurs sérotoninergiques soient
présents dans la substance noire, il a été prouvé que la majorité d’entre eux sont du type
5-HT1g (Hoyer et al., 1994). Dans cette méme aire cérébrale, 'administration de CP
93129 (agoniste sélectif des récepteurs 5-HT4g) induit une augmentation du relargage de
dopamine de plus de 4500% ; tout en diminuant le relargage de sérotonine de 25%
(Thorre et al., 1998).

Le réle joué par les récepteurs 5-HT g situés sur les neurones GABAergiques dans la
libération de dopamine a également été mis en évidence lorsqu’il a été démontré que la
sérotonine (ou I'agoniste administré) active les hétérorécepteurs 5-HTg localisés sur les
terminaisons axonales GABAergiques de la voie nigrostriée et que la stimulation de ces
récepteurs aboutit a une diminution du relargage de GABA dans la substance noire
(Stanford and Lacey, 1996) et cette inhibition du systéeme GABAergique provoque une
désinhibition du systéme dopaminergique, et donc une augmentation du relargage de

dopamine.

De nombreuses études ont mis en évidence qu’il n’existait pas de différence au niveau
des concentrations extracellulaires basales de dopamine et de 5-HT dans le striatum
entre les animaux sauvages et des animaux mutants « knock-out » pour le géne codant
pour le récepteur 5-HTg, suggérant ainsi que le récepteur 5-HT4g striatal n’exerce aucun
réle sur le relargage de 5-HT et de DA dans les conditions basales (Shippenberg et al.,
2000; Knobelman et al., 2001). Et ce malgré une altération de la neurotransmission
dopaminergique (Ase et al., 2000). Toutefois, la technique du zéro net flux a permis de
mettre en évidence un niveau basal de dopamine significativement plus élevé dans le

striatum de souris mutantes privées du récepteur 5-HT4g comparativement a des souris

51



sauvages (Shippenberg et al., 2000) ; suggérant ainsi une différence dans la régulation de

la libération de dopamine entre les aires cérébrales.
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Agoniste Injection Animal [DA] Structure Auteur
(Parsons and Justice,
5-HT Locale Rats 2 Noyau accumbens
1993)
Locale Cobayes 2 Noyau accumbens (Hallbus et al., 1997)
(De Deurwaerdere et al.,
Locale Rats 2 Striatum
1996)
(lyer and Bradberry,
Locale Rats 2 Striatum
1996)
(Benloucif and Galloway,
Locale Rats 2 Striatum
1991)
(lyer and Bradberry,
Locale Rats 72 Cortex frontal
1996)
Locale Rat 2 Substance noire (Thorre et al., 1998)
CP 93129 Locale Rats 2 Noyau accumbens (Yan and Yan, 2001)
VTA Rats 2 Noyau accumbens (Yan and Yan, 2001)
VTA Rats 2 Noyau accumbens (Yan et al., 2004)
VTA Rats 2 VTA (Yan et al., 2004)
) (lyer and Bradberry,
Locale Rats 2 Striatum
1996)
(lyer and Bradberry,
Locale Rats 7 Cortex frontal
1996)
Locale Rat 2 Substance noire (Thorre et al., 1998)
RU 24969 Locale Rats 2 Striatum (Benloucif et al., 1993)
(Benloucif and Galloway,
Locale Rats 2 Striatum
1991)
S-CM- Subiculum (Boulenguez et al.,
Rats 7 Noyau accumbens
GTNH2 dorsal 1998)
(Benloucif and Galloway,
TFMPP Locale Rats 7 Striatum
1991)
Sumatriptan Locale Cobayes 0 Noyau accumbens (Hallbus et al., 1997)
IRSS
Fenfl i
entidramine (Benloucif and Galloway,
Locale Rats 72 Striatum
. 1991)
Fluoxétine
Citalopram Locale Rat 2 Substance noire (Thorre et al., 1998)

Tableau 5 : Effets de différents agonistes des récepteurs 5-HT g sur les concentrations
extracellulaires de dopamine mesurées dans différentes aires cérébrales par la technique
de microdialyse intra-cérébrale in-vivo.



1.4.4  5-HT moduline

Une des particularités du récepteur 5-HT g est I'existence d’'un modulateur allostérique
spécifique de ce récepteur, la 5-HT moduline.

La 5-HT moduline est un tétrapeptide endogéne (Leu-Ser-Ala-Leu) isolé et caractérisé
par (Fillion and Fillion, 1981) qui interagit spécifiquement avec la liaison de 5-HT tritiée sur
le récepteur 5-HT g et ce de fagon non compétitive ; suggérant ainsi que son site de
fixation sur le récepteur est différent de celui de la sérotonine (Massot et al., 1996;
Rousselle et al., 1996). La 5-HT-moduline n’affecte pas la liaison de ligands spécifiques a
d’autres récepteurs  (sérotoninergiques, dopaminergiques, noradrénergiques,
muscariniques, a et B adrénergiques, histaminergiques, récepteurs aux opiacés et aux
benzodiazépines). L'étude autoradiographique de la distribution des sites de liaison de la
5-HT moduline tritiée a montré une répartition similaire a celle des récepteurs 5-HT4g
obtenu avec le ['?°1] cyanopindolol confirmant le réle de la 5-HT moduline dans I'activité
des récepteurs 5-HT4g (Cloez-Tayarani et al., 1997). La 5-HT moduline est ainsi fortement
présente au niveau du cortex, du globus pallidus, de I'hippocampe, I'hypothalamus et la
substance noire. Les études d'immunohistochimie ont montré que le striatum et le noyau
caudé ne semblent quant a eux pas contenir de 5-HT moduline (Grimaldi et al., 1997). Ce
neuropeptide est libéré a partir de synaptosomes de cortex de rat par un mécanisme
Ca®"-K* dépendant. Les études pharmacologiques in-vitro ont mis en évidence la capacité
de la 5-HT moduline a antagoniser les effets inhibiteurs des agonistes spécifiques des
récepteurs 5-HT g sur la libération synaptosomale de [*H]5-HT (Massot et al., 1996). Les
résultats obtenus in-vitro ont été confirmés par les études in-vivo ; il a ainsi été démontré
que:

L’injection intracérébroventriculaire de 5-HT moduline induit une action antagoniste sur
les effets comportementaux d’'un agoniste sélectif des récepteurs 5-HT4g dans un test
d’interaction sociale (Massot et al., 1996);

L’injection i.c.v. de 5-HT moduline provoque une désensibilisation des récepteurs 5-
HTg présents dans la substance noire (Seguin et al., 1997);

La 5-HT moduline est libérée dans le milieu extracellulaire dés le début d’un stress
aigu; or il est clairement démontré qu'un stress aigu s’accompagne d’une
désensibilisation des récepteurs 5-HT4g; cette désensibilisation pourrait étre liee a
I'activité de la 5-HT moduline. D’autant plus qu’une étude voltamétrique a mis en évidence
'augmentation de libération de sérotonine consécutive a un stress aigu d’immobilisation

dans différentes aires cérébrales (cortex, hippocampe,...) (Clement et al., 1998) mais pas

54



dans le striatum qui ne contient pas de 5-HT moduline. Il est maintenant clairement établi
que le relargage de 5-HT moduline consécutif a un exercice physique intensif entraine

une désensibilisation des récepteurs 5-HTg (Chennaoui et al., 2000)

1.4.5 Reécepteur 5-HT 4z et activité de type antidépresseur

En se basant sur 'hypothése monoaminergique de la dépression et en considérant le fait
que les médicaments antidépresseurs sont efficaces en augmentant la neurotransmission
sérotoninergique (Preskorn, 1994; Wong et al., 1995), les effets comportementaux des
antidépresseurs devraient donc étre potentialisés par les antagonistes des récepteurs 5-
HT1g puisque dans certaines études l'augmentation de [5-HT]ec obtenue lors de la
coadministration d’antagonistes des récepteurs 5-HT4g et d’antidépresseurs est le double
de celle obtenue lors de I'administration de I'antidépresseur seul; alors que les agonistes
de ces mémes récepteurs devraient, théoriquement, limiter les effets de type
antidépresseur puisque leur administration résulte en une diminution du relargage de la
sérotonine dans le milieu extracellulaire.

De plus, il est trés souvent rapporté dans la littérature qu’un traitement chronique par
antidépresseur (i.e. antidépresseurs tricycliqgues ou SSRI) pendant deux semaines se
traduit chez I'animal par une désensibilisation et une diminution (« down-regulation ») des
autorécepteurs terminaux 5-HTqa et 5-HT4g et que ce délai nécessaire pour obtenir la
désensibilisation des autorécepteurs correspond en moyenne au délai nécessaire pour
obtenir les effets thérapeutiques des antidépresseurs (de Montigny and Blier, 1991; Hen,
1992; Pineyro and Blier, 1996; Davidson and Stamford, 1998; Sayer et al., 1999;
Dremencov et al., 2000). Ainsi, il a été suggéré qu’il serait plus intéressant de
coadministrer un antagoniste des récepteurs 5-HT4g avec l'antidépresseur plutét que
d’attendre sa désensibilisation qui peut prendre deux a trois semaines ce qui permettrait
d’obtenir un effet de type antidépresseur plus rapidement (Briley and Moret, 1993) et
probablement plus important en augmentant la quantité de sérotonine extracellulaire
disponible au niveau de la fente synaptique (Matzen et al., 2000).

De récentes études ont permis de mettre en évidence que I'administration d’antagonistes
des récepteurs 5-HTg (GR 127935 ou NAS-181) potentialise la libération de sérotonine
induite par l'administration aigue dune dose dIRSS (paroxétine, fluoxétine ou
fluvoxamine) au niveau de certains tissus cérébraux (hippocampe et cortex) (Gobert et al.,
1997; Malagie et al., 2001; De Groote et al., 2002b; Malagie et al., 2002; De Groote et al.,

2003a) et que des résultats similaires sont obtenus lors de I'absence de récepteurs 5-
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HT1g chez des souris mutées génétiquement (Malagie et al., 2001; De Groote et al.,
2002b; De Groote et al., 2002a; Malagie et al., 2002). Toutefois, bien que le blocage des
récepteurs 5-HT4g s’accompagne d’'une augmentation des effets neurobiochimiques des
IRSSs, cette augmentation n’est pas corrélée a une augmentation des effets de type
antidépresseur du citalopram et de la fluoxétine (Tatarczynska et al., 2002; Tatarczynska
et al., 2004a); au contraire, certaines études comportementales ont mis en évidence le fait
que la coadministration d’'un antagoniste sélectif des récepteurs 5-HTg et d’'un IRSS, ou
bien I'administration d’'un IRSS seul chez des souris privées du gene codant pour le
récepteur 5-HT g, se traduit par la disparition de 'activité antidépressive de cette molécule
aussi bien dans le test de la nage forcée (Gardier et al., 2001; Tatarczynska et al., 2004a)
que dans le test de suspension caudale (O'Neill et al., 1996).

Peu d’études reportent une potentialisation des effets de type antidépresseur de la
fluoxétine dans le TST chez des souris ne possédant pas le récepteur 5-HT4g; cet effet
n’est observé que pour une dose de fluoxétine (2,5 mg/kg) sur les cing doses testées
(1,25 - 2,5 — 5 - 10 et 20 mg/kg). Pour les autres doses testées, I'effet de la fluoxétine
seule est conservé (pas de potentialisation, ni d’antagonisme de l'effet de type
antidépresseur). Dans cette méme étude, la méme dose de fluoxétine est potentialisée
par la coadministration avec un antagoniste des récepteurs 5-HT4g (GR 127935) alors
que cet antagoniste est dépourvu d’effet sur les plus fortes doses d’'IRSS (20 mg/kg)
(Mayorga et al., 2001). Il est toutefois regrettable que les auteurs n’aient pas étudié les
effets de la paroxétine, et ce d’autant plus que dans le méme article la fluoxétine et la
paroxétine ont été testées chez les animaux mutants privés du géne codant pour le
récepteur 5-HT4a. De méme chez le rat une équipe polonaise a montré une
potentialisation des effets comportementaux dans le FST de la paroxétine par des
antagonistes des récepteurs 5-HTg (Tatarczynska et al., 2002), mais n’a pas retrouvé
cette potentialisation pour la fluoxétine et le citalopram (Tatarczynska et al., 2002;
Tatarczynska et al., 2004a). De plus, lors de I'étude réalisée en 2002, les auteurs
trouvaient un effet propre de type antidépresseur du SB 216641 (Tatarczynska et al.,
2002) chez le rat qu’ils n'ont pas retrouvé par la suite chez la souris (Tatarczynska et al.,
2004b).

Par contre, les données portant sur les effets comportementaux consécutifs a la
coadministration d’antagonistes des récepteurs 5-HT1g et d’antidépresseurs appartenant
a d’autres classes pharmacologiques telles que les tricycliques (imipramine), inhibiteurs

de recapture de la noradrénaline (désipramine) et IMAO (moclobémide) sont beaucoup
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moins hétérogénes que celles portant sur la coadministration IRSS-antagonistes 5-HT 4.
En effet, les effets de type antidépresseurs de ces molécules ne sont bloqués ni par
l'utilisation d’antagonistes, ni chez les animaux mutants 5-HTg. Ainsi, I'administration de
désipramine chez des souris dépourvues de récepteur 5-HT1g ne permet pas de modifier
de fagon statistiquement significative le temps d'immobilité évalué dans le TST
comparativement a des souris non mutées (Mayorga et al., 2001). Par contre, chez le rat,
le GR 127935 et le SB 216641 permettent de potentialiser les effets de type
antidépresseurs (observés dans le test de la nage forcée) de I'imipramine, la désipramine
et le moclobémide (Tatarczynska et al., 2004a).

La différence au niveau des résultats observés entre l'imipramine et les IRSSs, qui
théoriquement agissent d’'une fagon similaire (i.e. en augmentant la neurotransmission
sérotoninergique), semble confirmer '’hypothése selon laquelle certains antidépresseurs
exercent directement une activité postsynaptique et pas seulement présynaptique
(Chaput et al., 1991).

De plus, il est maintenant clairement établi que des agonistes des récepteurs 5-HTg (RU
24969, anpirtoline, CP94253), bien que diminuant la neurotransmission sérotoninergique,
possédent un effet de type antidépresseur dans différents tests comportementaux comme
le FST chez la souris (Redrobe and Bourin, 1999; O'Neill and Conway, 2001;
Tatarczynska et al., 2004b; Tatarczynska et al., 2005) ou bien peuvent étre utilisés a
doses subactives pour potentialiser les effets d’autres antidépresseurs dans ce méme test
(Redrobe et al.,, 1996; David et al., 2001). Alors que les antagonistes (GR 127935,
isamoltane, SB 216641) semblent étre dépourvus d’effet propre dans ce test de la nage
forcée chez la souris (O'Neill and Conway, 2001; Tatarczynska et al., 2004b;
Tatarczynska et al., 2005) et chez le rat (Tatarczynska et al., 2002; Tatarczynska et al.,
2004a).

I semble donc que [lactivation des autorécepteurs 5-HTqg Ilimite les effets
comportementaux des antidépresseurs, alors que I'activation des hétérorécepteurs induit

ces effets.
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1.5 Les modeles de dépression

La réalisation de tests comportementaux en psychopharmacologie permet lors de la
phase d’essais préclinique de sélectionner les molécules présentant une potentielle
activité thérapeutique. Ces tests peuvent également servir de moyen d’études pour mieux
comprendre le mécanisme d’action des antidépresseurs.

La modélisation d’une pathologie a l'aide d’'un modéle animal consiste a reproduire
lors d’'une expérimentation simple dont tous les parameétres sont maitrisés un état
beaucoup plus complexe qu’est la pathologie. Ainsi, un modeéle animal idéal devrait non
seulement reproduire tous les symptédmes de la pathologie mais aussi étre prédictif de
l'activité antidépressive de nouveaux composés. Par conséquent, le développement d’un
modéle animal nécessite nécessairement un compromis réductionniste. Cette
« réduction » (modélisation) de la pathologie doit se faire en respectant trois grands
criteres de validité (Willner, 1984) :

- la validité créative, le comportement de I'animal induit par le modéle doit présenter

des similarités avec la pathologie modélisée

- la_validité théorique, le modéle animal doit permettre [lidentification des

meécanismes neurochimiques

- la validité prédictive, le modele animal doit permettre d’identifier correctement les

antidépresseurs des différentes classes pharmacologiques, sans faux-positifs, ni
faux-négatifs.
A I'heure actuelle aucun test ne permet de reproduire chez I'animal tous les symptomes
des épisodes dépressifs majeurs observés chez ’'Homme.

La mise au point des tests a été réalisée de fagon rétrospective (aprés avoir démontré
que les médicaments antidépresseurs présentaient une activité dans les tests). Différents
modeles ont ainsi été développés, et peuvent étre classés en quatre catégories :

> les modéles de comportements induits par des substances chimiques ; le

premier de ces modéles, fut 'antagonisme des effets de la réserpine. Ce modéle
se base sur le fait que l'administration de réserpine permet d’induire un état
dépressif chez I'Homme. L’administration de réserpine induit également chez
'animal une hypothermie, un ptosis et une diminution d’activité locomotrice ; les
molécules administrées en dose unique et permettant la restauration de ces trois
derniers parametres seraient des antidépresseurs. Bien que présentant une bonne

validité théorique (déplétion monoaminergique induite par la réserpine), ce test
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présente une mauvaise validité prédictive (nombreux faux positifs) et n’est donc
plus utilisé.

Modéle animal fondé sur un déficit neuronal ; le seul modéle animal basé sur
un déficit neuronal induit est la bulbectomie olfactive (BO) chez le Rat (Cairncross
et al., 1977). Il repose sur I'hnypothése selon laquelle la dépression est un trouble
biochimique développé par des individus prédisposés a un déficit neuronal. Les
dommages cérébraux induits par I'ablation bilatérale des deux bulbes olfactifs,
provoquent des changements comme l’irritabilité, I'hyperactivité et une élévation
des concentrations de corticostéroides plasmatiques. L’altération du comportement
de ces rats est corrigée apres un traitement chronique par des antidépresseurs,
mais pas par d’autres psychotropes. Ces rats présentent par ailleurs de nombreux
déréglements physiologiques, dont certains sont communément associés a la
maladie dépressive, comme des altérations du comportement sexuel, des
changements immunitaires et des perturbations de la fonction cardiaque (Kelly et
al., 1997).

Modéles animaux fondés sur le stress ; ces tests sont basés sur I'hypothése que
des conditions stressantes pourraient augmenter la vulnérabilité de 'Homme aux
épisodes dépressifs et seraient donc un des facteurs étiologique de la dépression.
Aussi, des modeles animaux basés sur I'hypothese que la dépression est causée
par un stress non contrélé par I'animal, ont été proposés. Il s’agit du test de
résignation acquise (Seligman and Beagley, 1975), du test de la nage forcée
(FST) (Porsolt et al., 1977), du test de suspension caudale (TST) (Steru et al.,
1987) et du stress modéré chronique (Willner et al., 1992).

Les Modéles animaux de prédisposition a la dépression ; ces modeles ont été
développés afin de reproduire chez I'animal des variations physiologiques
observées lors d’'un épisode dépressif (pour revue, voir Willner et Mitchell, 2002).
Parmis ces modéles on trouve :

des modeéles génétiques (il s’agit du test de résignation acquise congénital, de
souche sélectionnées pour I'hypersensibilité de leur systéme cholinergique),

des modeéles génomiques (souris dépourvues de transporteur de la sérotonine, de
récepteurs au CRH ou aux tachykinines)

des animaux pour lesquels le développement a été modifié (traitement néonatal
par antidépresseur, soumission a un stress prénatal ou néonatal ainsi que des

modéles de Iésion)
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2.0 MATERIELS ET METHODES
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2.1 Animaux

Etude n°1:

Choix de la souche de souris

De nombreuses études ont permis de mettre en évidence l'existence d’une réponse
différente aux antidépresseurs dans les tests comportementaux en fonction de la souche
de souris utilisée. Le choix du test et de la souche de souris a utiliser sont donc deux
paramétres essentiels a prendre en compte lors de la réalisation d’études
comportementales. Cette différence de sensibilité entre les animaux a fait I'objet de
nombreuses expérimentations au sein du laboratoire. Afin d’étre certain d’utiliser une
souche de souris adaptée a nos études, nous avons réalisé une analyse rétrospective de
'ensemble des travaux réalisés dans notre laboratoire. Cette étude doit nous permettre
de déterminer la souche répondant le mieux aux antidépresseurs ; c'est-a-dire qui,
associé avec le test adéquat, présente une bonne prédictivité ainsi qu'une bonne validité
créative.

Dans un second temps, nous avons voulu mettre a profit les différences de sensibilité aux
antidépresseurs de certaines souches de souris (tels que I'absence de sensibilité des
NMRI aux antidépresseurs tricycliques) afin de proposer une méthodologie fiable pour
déterminer le mécanisme d’action d’'un antidépresseur en se basant uniquement sur des

tests comportementaux.
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Abstract

Interstrain mriee varlaldliny I response W antdepressant deigs has been repoated i the mast commonly utllized behnvloarl animal models
of depression: the tail suspension test (TST) and the foreed swimming test (FSTh The behnviour of mice was examined in both tests Tor
sereening vieriotis sntidepressants with dTerent bidchemical mechinkm ol action, Previos stidies hive revésbed thil drug sensitivity depemifs
o Elee siraln and tes uded. Swiss mice is the most sensitive straim 10 detect serotonin and/'or noradrenaline anmidepressans whereas CSTHL/AI
s the only strain semsitive o bupropion | dopaminergic agent ) using the FST. In the TST, all antidepressanis studied decreased the immabil ity
time in Swiss and C5TRLG] sirains,
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Rj mice), bul both tesis are necessary 1o conclude on the mechanism of action.
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Kevwards: Foeved swimening tust { FSTk Taif suspension bes2 (TST Mouse! Antidepressnnts; Sereendng

Forced swimiming test (FST) [21] and tail suspension test
{TST) 28] are two of the most commaonly animal models
of depression wsed for antidepressant screening, In both
tests, animals are placed in an inescapable situation and the
antidepressant-like activity is expressed by the decrease of
immobility duration. During the last decade, we have rou-
tinely used these models in our research laborstory oot only
1oy predict antidepressant-like activity of various compounds,
but also to investigate their mechanism of action, Using
various ligands and the FST. we demonstrated the important
implication of serotonin 1A (5-HT)4) and 1B (5-HT &)
receplons in the mechanism of action of selective serotonin
re-uptake inhibitors (S3RI1) [23]. Recently, we published
two studies establishing the impact of genetic factors in the

* Uneresponding nitkor, Tel - +33 3 J041IRA3, T +53 2 2128036,
E-pat¥ ahdrers; miched bowrmirunn-namies. fr | M. Boairing,

O106-4 3288 — sew frony maiser © 2005 Elsevier B AN riphts reserved
daiz DO b 2005 (6411 5

efficiency of various antidepressants in both tests [11,24] as
well as a review paper to clarify the use of the FST [19].
The aim of this paper is to summarise data obtained in pre-
vious studies, (o propose a steategy that could be used for the
development of new antidepressants via the determination
of the potent antidepressant-like activity and investigation
of the mechanism of action. Our objectives were (o detect
the antidepressant-like ¢ffect of sach compound using low
dozes (better specificity of action), and secondly, to obiain
the greater effect-size (response amplitude) for each type
of antidepressant regarding their mechanism of action. This
last povint is crucial, as the greater the effect-size, the easier
the possibility of antagonising the antidepressant effect and
determining the implicated transporters or receptor subtype.
Four different neive male strains of mice: Swiss, NMRI
poutbred ), CATBLA) and DBRASZ (inbred) (Janvier, France),
weighing 20-24g were employed. They were housed in
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normal conditions (1% per cage of 40cm = 28 cm « 1Tem)
on 1212 light'dark evele and had free aceess to food and
water, The mmbient temperature of the room was mamtained
At 21 +£1°C and the humidity was 50% Each test was
performed with 8 mmmum of 10 animals.

In the FST mice are indvidually placed into gless cvlin-
ders (height 25 om, diameter 10em), containing 10em of
water mamtamed at 23-25°C and lefl for 6min. Immobil-
ity is measurcd during the |ast £ mm of the duration of the
test (the mnimal is judged 1o be immobile when it floats m an
upright position and makes onby minimal movemeants to keep
its head sbove water). [21]

The TST 15 a derivatve of the FST and s based on the
finct thit 0 mowse suspended by the il alernates periods of
agitation and wmmobality smilar (but pot identical) 1o that
observed in the FST [28]. Mice are suspended by the tal,
nsing an adhesive scoleh pe, 1o o hook connected to & strain
gagze that picks up all movements of the mouse and transmiis
them toa central unit which calewlatas the total duration of
immohility during 3 6 mintest. We used an autom sted version
of the initial procedure [27)

A dose mnge (1-16make) of imipramine (tricyclic
antidepressant, TCA), desiprammne (norsdrenalin reuptake
tnhabitor, MR, parocectine, citalopram (SSE1) and bupropion
{dopamine reuptake nhibitor, DRI was tested in moce of
each strain for motor activity i the locomotor’s apparats,
Omily the non-peyvchostimulnnt doses detected 1n this test for
the same stram were subsequently tested in the TST and
F5T Each drug was dssolved in distilled water and drugs
were administered intrmperitopeally 30min prior to the lest
at & constant volume of 0. 5mL20g

The antidepressants we used represent the mamn antide-
pressant classes proposed by Frazer [13] (Table 1)

These results indicate that only one test, the TST ublising
Swizs mice, can consstently dlustrate antidepressant-like
activity. As the CSTBLAST mive nitempled to redress thear
pesibon (Le climbing up ther tails previously reported)
[17,24] it was difficult to conclude on ther sctivity n this
test. A-similar problem to that obtained with the CSTBL/6 Ry
mace was observed for the DEASD steash w the TST [24] The
usa of Swiss mice 15 of greater mterest doe to the greater
effect-size obtaned (with the exception of eitalopram:

6%%% versus 57%), In Isbomtories which do not use a TST
mpparatus, the antidepressant sctivity may be evaluated using
FST m two strans of mice; Swias and CSTRLGR),

According to our research the majority of the drugs
were efficient in the FST in Swiss mice. It was abso Jarpely
demorstrated that variows clesses of ADs were efficient
in the FST in thia st of mice such as 5SRis (cimlo-
pram: [369.11.016], Auoxetine: [5.9,25,29), Auvoxamine
[9.16,29], paroxetine: [3.6.211]. sertraline: [9)n NRI
{desipramine: [4.9]; cxaprotilin. [18], viloxazine: [3.5,16])
end tricyclics ADs (amitriptyline: [3,29). dothiepin: [7].
imiprimine: [1,3-5,9.11,1625]) To investizate the mech-
mmisms of action of & new polent antidepressant drug, the
FST i% 0 more powerful ool in Swiss mice s the frst
step, A positive result indicetes the potential AD properties
of the compounds (TCAs, NHEls, 55R1s or serotonm and
nomdrenaline reuptake inhibiiors, SNRIZ) [23] m Swiss
mice Even if these resulis were obtained wsing Swiss mice
from Jamvier, similor results could be obtnined wing mice
from an other breeder, 16, €01 from Charles River which
is usually condiderad ns being an squivalent of Swiss mice
strain, various A% showed an AD-like effect when tested in
C[1 mice: miunserin [§,12,21], desipramine [12,15], vilox-
arme [21], Avoxetine [32], paroseting [10], sertrafine [ 10],
mmpramane [2,8.20.21] The major difference between O/
and Swiss mice concems the fact that DRT exerts an AD-Tike
effecl m the FST when tested in CD 1 muce (bupropion: [32].
nomifansine: |8, 12]) whereas they are devoid of effécts when
tested i Swiss miwe. Thes last point seems fo be crucial,
but needs more investipation, becase these studhes do not
inchude spontaneous locomotor evaluation; it is then hughly
presumable that the behavioural effect obtamed should be
linked 1o s psychostimulant actvity of DRL

In the case of a negative result, FST in C37BIGT mice
mist he performed, because dopaminergic antidepressants
(eg bupropion) Inck of effect in the first strategy purpesed
(FST with Swiss muce), but are efficient in the second tesl
(decrease immobility time for more than 25% in CSBL/G
mice ),

It appears thit using only FST in two diffesent struns of
mice (Swiss and C5TBUG) we can predict an antidepressant
petivity, If the FST demonstmtes an antidepressani-like

Tabde 1
The wahsta repeesent the maximal sigmfiant perombese of decroase of Enmebdlity tsme for each dnes in each tist for the optamal dose
Emgrraning Dicsipranuine Paroehine Citalopaum Bapirogrion
F5T T3T F5T T8T F3T T5T F3T TET F5T ST
Swies 1% 4. i 554 5% 65 1% T o 4%
dmgly)  (emeked  Gmepkg) (el dmgked  (dmegdgd  Beekg  Odmgke) (16 mgke)
WMRI o Lo L L 16%a Rl L] 1% 1] L
(1amakg) Emgkgy  (Bmgkg (Bmgka)
CSTHI'SS @ 45 0 M o o0 L] % ity e
(16meke) (1 e ke) (2mgke) (imgks) dmgksl  Emskel
[THA2 0 R5 L] 1] 1] 4T 1] A%y 1] i
(lemakal (Zeghet 1 meke)

1 Indicalc am sbsence of signshica efleat,
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pctivity, other tesls may be necessary 10 anticipate the impact

of molecules on neurotransmitiers.

The next test should be 5 TST m NMRI mice, a5 TCAs

(e miprmme), 55R1s (e paroxetine snd ctalopram)

and SNRs (e.g. venlafusane) were elficient in this lest with

an approximate time decrease of 506 (imipramine: 66%,

paroxetme: 56%, citalopram: 4™4). Un the contmry, MNiis

(eg desipramine) were devoid of effect [24). If the test is

negative, it supgests that the new drog is probably o NRI

To distinguish between 55R1s and TCAs, we suggest the

e of FET in Swiss mice, based on the foct that the effect

could be antagomised. or potentate, using 5-HT 14, antagonist

{{+)-pindalol) or sgonist (3-0OH-DPAT) or 5-HT 1B antago-

nists (GR 127935}

- Prior administratson of §-0H-DPAT or GR 127935 poten-
tate priti-immobality e Mectz of TCAs (imipram ma), bt not
those of S5R1s (Muoxeting, citalopram and fuvosamine)
[14,23.30)

- Pre-treatment with pindolol potentate the effect of 35RIs
and was devoid of activity with imipramine [ 23

To mvestigate the mechanism of action of a potertal
antidepressant drug, the use of both teses is required with only
three strams of mice (Swiss, NMRE] and CSTBLG]). Some
compounds with vanable mechanisms of action (ke TCAs

and 55R1s), mduce o siniler response regandless of the lest
and the mouse strain wsed but with an effect size depend-
ing probably of the polymorphism in various genes such as
those responsible for synthests, metabolism and reuptake of
S-HT [26]. For these drugs, the mechanism of sction may be
investigaied using additive compounds to potentate, or antag-
onze theresponse | 22] Thismethodology could be of interest
when the linding and.'ar the mechaniem of action © unclear
bur as well to choose the best struin andior test, to confirm
the previous resufts of ochemistry

Al the end o decizion treée wos established for scréening
purpeses (Fig, 1)

Limitsiion of our proposal 8 linked with “seasonal™
activity, but if the expenments following the decsional tree
are perfonmed into few davs or weeks it i possible to escape
thes problem. In other hiand, 18 was shown that the same strun
of mice from different breeders may respond differenthy 1o
antidepressants in the FST [20]. A gene infernction is possible
and may account for some difference between luborstonies
[31]. For example, in our data set, antmal of the same stmin
that recered no treatments do not have the same mmobility
fime {for CI-1 from 133 to 223 5 of mmohility time}. The
phammacokinetics of antidepressants in between the different
miuce struns does not seem fo induce a modifienton of the
administration time (30 min) before the test (unpublished

Puiative amtidepressani

Notepumephnoe mupiske
hibioes .

(e desiprming

of amtagonist {pindalod )

Antagonist >+
Agonist = =

B5HI1
Selecive Sermtonin repiake mehibrioes

(e parowetine and citaboprsm)
o
SNRI
Kervbonin s moradreraline reupiaie
s
{eg. venixloxmey

1T o mgonast (S-OH-IPAT)

4

| Swisad

F&T
(USTRE &)

oy

[E1H]
Andidepressant lacking Dpaminenypc reuptake
mosaamineTgic reuptake imhibitars antidepressanta
anhibvilion (g Enipropuan

Antagonisi <% =

poniss % +

Tk
Iike driigs

(imiramis)

Tig. 1. A decrdon tree for scroenang paiinine mntdeprossinis.
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personal data). For all details on the parameters varmtions of
the FST see our review [ 19] Finally this decisional tree could
be uaeful if biochemical studses donot provide amy direct data
on & specific neErntransmitter activity, the bahavioural resulis
will sugpest an mdirect action on & moncaminergic sysiem.
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Résumé de I’étude n°1 :

Cette étude nous a permis de définir la souche de souris a utiliser pour les travaux
expérimentaux : souris SWISS males (issues du centre d’élevage JANVIER, Le genest,
France). Les animaux sont réceptionnés et hébergés dans I'animalerie du laboratoire pour
une durée de 4 a 8 jours avant la réalisation des expérimentations ; ils sont placées par
cage de 18 animaux (dimensions : 40 x 28 x 17 cm) et ont un acces libre a I'eau et a la
nourriture. 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). Les expérimentations sont réalisées le
matin entre 7h et 12h.

Les régles 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).

A la suite de cette étude, nous avons également déterminé le test comportemental a
utiliser pour la suite des travaux: le test de la nage forcée (FST) en se basant sur les deux
principaux critéres de choix dun modele animal de dépression : reproductibilité et
robustesse. Nous aurions également pu utiliser le test de suspension caudale chez les
souris Swiss, puisque les antidépresseurs sont également actifs dans ce test chez cette
souche de souris. Toutefois, en se basant sur notre expérience nous avons remarqué que
les résultats obtenus dans le FST sont plus reproductibles car moins soumis a des
variations interindividuels. Par conséquent, le nhombre d’animaux a utiliser pour chaque

étude est restreint. (pour une revue sur le TST, voir Cryan et al., 2005).
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2.2 Tests comportementaux

Test d’actimétrie (Boissier and Simon, 1965)

L'effet des différentes molécules utilisées sur l'activité locomotrice spontanée des
animaux est déterminé a l'aide d’un actimetre (OSYS, Laval, France). L'appareil est
constitué de 6 compartiments munis de cellules photoélectriques et contenant chacun une
cage en plexiglas. Chaque compartiment est traversé par deux faisceaux. Les ruptures de
ces faisceaux sont comptabilisées pour évaluer I'activité locomotrice horizontale de
'animal. Cette activité est enregistrée pendant une période de 10 min. Ce test est réalisé
indépendamment du test de la nage forcée. Les résultats obtenus (nombre de coupure de
faisceaux) permettent, en comparant 'activité locomotrice de chaque groupe de souris
traitées avec un groupe contrdle, d’éliminer les doses psychostimulantes pouvant étre a

l'origine de « faux positifs ».

Figure 6 : Test d’actimétrie
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Le test de la nage forcée chez la souris (Porsolt et al., 1977)

Etude n°2 :

Test originel ou test modifie ?

Le FST est un modéle largement utilisé pour détecter une activité de type antidépresseur
tout d’abord parce qu’il présente une bonne prédictivité et une bonne validité créative,
mais aussi puisqu’il est facile a mettre en place, peu colteux et qu’il a été prouvé que ses
résultats sont reproductibles.

Le FST chez la Souris apparait comme un modéle animal de dépression adéquat pour
définir une réponse antidépressive méme si la symptomatologie induite n’est que
difficilement comparable a la dépression chez ’'Humain puisque les effets des molécules
s’observent méme lors d’'une administration en aigu. Cependant ce modele est sensible a
toutes les classes d’antidépresseurs et induit peu de faux positifs lorsqu’il est couplé a un
test d’activité locomotrice. Depuis quelques années, il a été démontré que le FST permet
I'exploration des mécanismes d’action des molécules antidépressives a travers I'utilisation
de coadministration d’antidépresseurs avec des ligands spécifiques tels que la buspirone
(Redrobe and Bourin, 1998). Plusieurs auteurs ont cherché a modifier certains des
parameétres du test décrit par Porsolt et al. afin d’optimiser les résultats obtenus. L’analyse
bibliographique suivante a eu pour objectif de déterminer quel pouvaient étre les
modifications a apporter au test afin d’accroitre sa sensibilité. Le test est réalisé chez la
souris, car dans le FST chez la souris, il existe une trés bonne corrélation entre 'activité
de type antidépresseur prédite pour une molécule et son effet avéré en clinique puisque
94% des molécules, dont le test montre une baisse du temps d'immobilité, se révelent
étre de futurs antidépresseurs alors que ce chiffre n’est que de 87% pour le FST chez le
Rat (Bai et al., 2001).
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Figure 7 : Test de Porsolt
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Abstract  Hagonale: Among all anmmal models, the
foreed swimming test (FST) remaing one of the most used
tonls for screcning antidepressants, Ofjeciive: This paper
reviews somie of the main aspects of the FST in mice. Most
of the sensitivity amd variability fctors that were nssessed
on the FST are summonzed, Mechonisms: We have
summnanzeed dats fownd m the Dnersture of antdepressant
effects on the FST in mice. From this data set, we lmve
extrapolated infommation on baseline levels of strain, and
sensilivity agsinst antidepressants.  Resules: We have
shown that many parsmeters bave to be considered in this
fest to pan pood relabibty. Moreover, there was o
fundamental inter-strin  difference of response m the
FST. Conmclusions: The FST is a good screening tool with
good reliability and predictive validity. Strain is one of the
sl imporant parameters o consider. Swiss and NMRI
mice can be wsed (o discriminate the mechanizms of action
of drugs, Clx] scems to be the most useful strmn for
screening purposes, bul this neads to be confinued with
somie spontanesis locomotor activity studies.

Kevwords Forced swimming test - Depression - Mowse -
Antidepressanls - Screening - Stk
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DEL Dospamiiiie re-uptake mhibitoms
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BAL] Muoiopine oxidise mhibiors

MA Moradrenaling
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NEID Moradrenaline re-uptake mhibitoms

SNEL Servtonin  and nomdrenaline  re-upiake
inhibitors

BSRI1 Selective serotomn re-uptake inhibitors

TCAs Tricyelic agents

57 Tail suspension test

Introduction

Half a century ago, antidepressants were discoverad by
serendipity. In 1954, 51 was observed that some treatmenis
for whberculosis were exerting 4 beneficial effect in the
sense of well-being (Selikoff and Robitzck 1952; Bloch et
al, 1954) These rmesults set ipromiazid as the first
anfidepressant (Loomer o al. 1957) and the first member
of the moncamine oxidase inhibitor (MAO-1) fanily
(Zeller and Bamsky 1952} An the sune time, DiprEmine
wis found to be effectivé in treating depression (Kohn
1957 Klemmon and Cole 1965). An this poimt, a completely
new approach wis exposed: the monoamene theory of
depression or bingenic amine hypothesis (Bunney and
Dovis 1965; Schildlorout 1965; Coppen 1967). The key
miz of monoamines i oot discusaed here but it does not
fully deseribe the pathogenesis and activlogy of depres-
sion (Heninger et al. 1996; Hymon and Nestler 1996;
Mestler 1998; Nestler ot al, 2002),

Ins addition to clinical research, pre-climeal studies were
necessary o test new drugs provided by phanmaceoutical
indnstry. Depression is defined clinically as a pathological
complex of psvchological, senroendoonoe and somatic
syimptois that caiinot be fepesduced in andisals pad
eapecially in mice. Cnly specific measumble behaviours
(endophenotypes) can be assayed to be relevant in human
depression (Holmes 2003a). Dunng this 50-vear period,
mumervus  animal models of depression have  been
designed, tested mnd  assessed (Willner 1984 Lucks
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1997; Dalvi and Lucki 1999; Holmes 2003b; Crvan and
Mombereau 24} The reserpine effects reversal best,
hesigmed by Costa et al, (1960) was the (st attempt o
serpen iipramine-like dmgs and led to the isolation of
desipramiing ani the demwnstration of its antidepressam
effect, To dote, fow models are commonly used for
sereening antidepressant effects or studving twe mechan-
isms of sction of these molecules. The aim of this paper is
mainly to meview the characteristics of one of these
models: the foreed swimming test (FST) in mice, and to
discuiss the mam parameters that mfluence the sensitivity,
specificity and refiability of this madel.

Porsolt et al. (1977} described “a new behavioural
method for inducing n depressed state in mice”™. The idea
arose oul of some leaming experiments they were doing
with mts m o water maze. Most rats were finding the exit
within 100 min but they noticed that other rats ceased
strupgling altogether and remained foating passively
(Porsolt of al. 1979, To describe this new behavioural
model in mice, the following procedurs was adoptsd “1 h
after a smgle Lp. mjection mice were dropped into the
cylinder (height 25 cmy, disneter 10 em. 6 em of water o
21-235C) and left for 6 min, Becawse lintle immobility is
observed during first 2 min, only that occuming during the
last 4 min was coumted The dumtion of nmaobility
securring in each minute was scored. A mouss was judged
1 be mmmobile when if ceased struggling and remained
Noating metionless in ihe water making only movements
necessary 0 keep its head above water” (Pomsolt et al
1977} Male CD {Charles Biver) mice of 20-25 g wene
housed ten to a cape with free access 1o food and water,

In the same paper, Porsolt tested a large range of
antidepressants and showed o reduction of mmobility of
miice with all of them. The other usual clinical therpies
were also effective (eg eléctrocomvulsive shock or
selective deprivation of REM sleep) (Porsalt et al. 1977,
19743,

The goal of the present paper is to summare the
advantages and drwbacks of the FST in mice, as well as
the faclors of variability of the test through an extensive
review af the Litterntune.

FST validity, advantages and drawbacks

To evaluate the validity of an animal model, many criteria
hive w0 be explored. For example, we could consider
relinbility and different types of validity: predictive, [oce,
comstmct, efiolngical, concurrent and. discrimmant. Un-
dotedly, the more types of vadidity a maodel satisfes, the
greater 18 its value, wiility and rolevance 1o the human
condition. To establish the value of a model m basic
neurobiclogical reséarch, few of these parameters have to
be sptisfied (Geyer mnd Markouw 20003, It was argued tht
there are only two critens that o mode] muost satusfy o
establish its value i basic neurobiological research:
refiability mnd predictive validity, Nevertheless, the pro-
ceas of construct validation (s valusble in further devel-
epament and refinement of the model; however, i practice

it 18 difficult to determune this validity i animal models of
depression (Geyer and Modeow 2000 Willner and Mitchell
2002}

As semantic issues seem 10 exist between some authors
(Crever and Markou 2000; Willoer and Mitchell 20021, it is
fundamental o have a clear definition of wed temns, For
example, predictive validity and construct vahdiy have
ol e sune meaning for Willeer and Miclell than for
Creyer and Markou. Predictive validity for Willner and
Mitchell is assesssd by whether a model comectly
identifies anbdepressant trestments without making errors
of omission or commission, and whether potency i the
model comelates with clinical potemcy. For Geyer and
Markou, an animal model has predictive validity o the
extent that i allows ome w make predictions aboui
phenomena based on the performance of the model. The
nammow sense to refer (o the ability of the model o identify
drugs with potentinl therapeutic value in humans sppears
limited for Geyer and Markou, It does not include the
jdentification of any variahles that influence both (he
experimental preparation md the modelled phenomenon
in similer ways. This wider definition meledes much of
what Willner and Mitchell would discuss under the rubre
“construct validity”, Bearing in mind this opposition,
predictive value in our paper will accord to the definition
of Willner and Mitehell

Construct validay docs not represent the same concepl
for these authors, Gever and Markou defined it as the
accurncy with which the test measures that which it is
flended o owasure. For Willner and Miichell, il & a
means of bringing the theoretical accounts of both the
disorder itself and the disordered behaviour exhibited by
the mwodel into alignment. It includes neurcbiological
mechanisms, aetology or psychosocial mechanizms. We
will use this defimtion of construet validity that includes
cliological vahdity previcusly evocated (Gever and
Markou 2000),

Reliability refers to the consistency and stability with
which the variables of interest are observed, and s
relevant o both independem and dependimt vanables
(Geyer and Markou 2000),

Willner used a thind parmmseter o desenbe some anmmial
models of depression: face validity (Willner 19843,

Foce wvalidity for am amimal model of depression,
represents the analogy between the model and the dizsease
{ic. how well they apparently resembie the human
depreasive stite). It refers w the phenomenclogical
similurity between the belaviour sxhibited by the mimal
model and the speeific symptoms of the homan condition,
This oreron is often cnticized becapse of its non-
sorentific aspect, It sums up specific pattoms of depression
i the model should not show featres that sre not seen
clinieally. Although it appears o be useful w0 validate
inodels, such & caterion is actually oot necessary (Gever
and Markou 2000). Becanse the pharmacotherapy of
depression typically requires chronie drug treatment fo
obtmin a full response, foce validity (Willner 1984 takes
account of the necessity, or not, to wse chronic admins-
traticn 10 have an anbdepressant effect and the specificity
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of ohserved featmres. Imespective o how it responds to
seute mntidepressant treatment, 0 have fce validiy, an
animal mode] i on Emst tw chronic
treatment (Willner and Mitchell 2002),

These tvpes of validity are discussed below for the FST.
For other types of validity, the FST was estimated 1o lave
o lack of convergent validity and & possible enologeal
validity (Gever and Markou 2000).

Relinbility

The FAT is cumrently o popular modil, due fo the low cosi
of the experiments and bécanse it i3 arguably the most
relinble model available (Holmes 2003b). Morsover, i has
been reported to be reliable across [abormones (Borsim
ond Meli 1988),

Predictive validity

To evoluste predictive validity, comelating pokencies
between a model and the condition it models 15 possible
(Willner 1984}, In a comparntive review of drug effects on
immaobility time in mice, Borsini and Meli adopted a limit
of 20% reduction of memobility 0 consider an antide-
pressant effective on the test. They show that 4% of
anlidepressants decrease the fmmobility tme in mice
(Borsini and Meli 1988). In this study, they found that
839 of classes of drugs decrease unmobdlity time in the
mose, This lack of specificity may be largely explained
by methodological considerations. Some suthors changed
the scorng method, oher authors recorded animal move-
ment by using automated devices. Moreover, false
positive effect of motor activity enhancing drugs would
hove been detected with an actimeter, where psychostim-
ulnnt dnegs could redoce immohility without antidepres-
sant effect (Porsalt ol al. 1978} Nevertheless, the F5T isa
sutable model (o detect mtidepressants due to the fact that
it detects the majority of antidepressants and discniminates
antidepressants [rom neroleptics and anoolvies (Borsim
omd Mels 1988).

Together, these data provide us with a broad specinm
of antidepressant effects with good reliability and some
answers o the lack of specificity of the test, which has
been discussed (Schechier and Chance 197%9),

Face validiy

A second characteristic of the FAT s that acute dug
tremments e effective in this model and do not
commespond o the clinmcal time course of their action.
Chive of the main apunents inceasing the face validity s
that chrone treatments reinforce the effiect of antidepres-
sanls onn pomobility, 1t showed sevem| differences between
chronic and subchronic trestment of a SSRI, fuoxetine, in
the FST with BALB/c mice weighting 25-35 g {Dulowa o
al. 2004, Four days of treastment were ineffective, whereas
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24 days were effective atl 10 me'kg per day and 18 mgfg
per day pdministered in drinking water. This delay of
action provides further dats to increase the faee validity of
FST im mice, even if their experimental paradigm was not
the original method for the FST, (Dulswa et al. 2004,
Moreover, we lave 1 consider that some authors using
standard methods showed that Nuoxetine was effective
ascutely ot 16 mp'kg in the FST with CD mice (Da-Rochn
et al. 1997} This shows the preponderant place of
methodological paraméters in behavioural sdies (eg.
strain, pretest sesson ),

in addition, froam an ethical pomt of view, this animal
experiment requires only a smgle exposure o the stressiul
stimmlus (Thicrry et al. 1986). The used dose in e 1251 s
well as in other tests in muce are high doses compared o
buman but the phammocokinetic m mice ane
wery different (1.2, half-life is abowt 1 b for mice compared
to severul howrs in human). Face validity for the FST with
mice 15 not strong; chronic administration remains fo be
fiullv studiad in order to increase this face validity,

Construct validiry

The constrect validity of the FST is difficult 10 establish
anil guestionable. Indeed, the onset of immobility
observed dunmg the test s hord o mterpret. Porsolt et
al. (1978) deseribed this stale s a behavioural despair
“reflecting n sinte of lowered mood”. He had abso
dissociated  hypothermia mduced by forced swimming
from immaobility ocouming in these conditions and also
from drug-mduced hypothermia s (Posolt o al.
19791, The anthropomworphic interpréation was assessed
and replaced by other assumptions: a shifi from active
copmg o passivity, a nieons o conserve energy {Arm et al
2000; Hobmes 2003b) or a psychological concept of
“entrupmvent” deseribed in clinical situations (Cryan nnd
Mombereau 2004 ) This passive behaviour could also be
considercd a5 unwillingness o maintain effont o this
inezcapalle simation. Immobility may be seen as an
adaptative respomse o an escopable sitiation, This
stratezy could be parceved a8 a succesaful coping rather
than o fuilure of coping (West 19%0).

Immohility ohserved in the swim test scems pot o be
related 1o behaviour in the tests used in anxiety models
{elevated-plus maze, hole-board fest, locomotor activity)
(Hilakivi et al 1989} Even if the enset of immohility
remains hand to interpret, the mtiological pant of constrct
validity could be highty relevant, The stress leadmg to the
behovioural despair may be imvolved in the astiology of
some types of depression o humians (Geyer and Markou
2000y, Nevenheless, the FST hns a very linle constmsct
validity due o this acute and non-ecologically relevant
stressor Biat produces this behoviour (Willaer aavd Mitchell
20023,

To summanz:, FST has strong predictive vabidity, good
reliability, some face validity and poor construct validity.
In a review of the causes of immobility i the FST, West
(1990) concluded that FST “no longer appears 1o be a
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valid model of depression. Nonetheless the foreed swim
test is still likely o be useful in understanding anti-
iepressanty trestments”. This point of view should be
mioderated by a consideration on “what 5 a valid mode] of
depression T

When pre-clinical tests were created to sindy the
diepresgive stafe, the Tist role for models of depression
was o predicl i | potency. Muoreover, the
validity of these tests was largely based on an empirical
chaervalion, namely tht the two majer groups of
antidepressants, MACHL and reyelic drugs (TCAs), are
active (Bourin 1990),

The FST, as described by Porsolt et al. (1977), has been
designed (0 be Ya primary screening test for antidepres-
sants”. For this purpose, FST is a good model for
screaning  antidepressants, maybe the best one. FST
shows n strong sensitivity o moncamine alierations, b
it should not be forgotten that other mtidepressants
reatments, such electroconvulsive sheck, are efficient
{Porsolt el al. 1977). To summarize these idess, we can
consider thad “The FST models a very speailic clusier of
streas-induced beluviowrs that have no direct, empircal
relution to depression symploms i humens, but which are
nonctheless exguisitely sensitive (o monomminergic ma-
nipulations” (Holmes 2003b). Additional pessibilities for
the FST should be considered on o more newrophannacn-
logical point of view. This test oalso provides o useful
model o study neurobiological and penetic mechanisms
underlying stress and antidepressant responses (Morsolt
2000 Lucki et al. 2001; Mestler et al. 20402

Moreover, new approaches of research for antidepres-
sl freatments continue to use the FST as o prelimsnary
lest For example, some asuthors work on neurotrophic

Tabke | Summary of some modificotions tessed on the FST m mice

factor thit could polentially be used i the trestment of
depression. They used the FST and showed that brain-
derved neurotrophic fsctor (BDRF ) infusion in the ventral
tegmenta area resulted m 5795 shoner latency o mmmo-
hility relative to control animals, in the FST in rats (Eisch
o al. 2003y, This wse of the FST had already been
descrbad previously with o 70% decrease m the nimo-
bility tinee compared to vehicle-infused controls after
BONF infusion (Sinciak et ol 1997) Other ways of
investiption for depression wse the FST as model of
depression.  Acute anbidepressant reptment attenuates
swim  stress-induced corticosterone release in the
{Baez and Volosin 1994}, NE2-recepior antsgonists, K’
channed openers and K7 channel blockers were considered
for thewr antidepressani-like 1% in the foreed swim
test (Cruo et ol 1996; Redrobe o al. 1996; Slattery ot al.
2004 ), Mitnie oxide synthase (NOS) or nevrostervids have
been tested in the FST with mice to look for an
mtidepressant-like effect (Hardan ot al. 1999, Khisti et
al. 2000). Many studies keep using the FST, not only for
screening  [or antidepressant effects, bul for o more
neuropsyelological purpose. Thia utilizaton of te FST
daffer froan the moncaminergic purpose it 15 often used.
Mevertheless, this model of depression is not only linked
to monoaming The uncontrollable stress involved during
the test may imphicate many mechanisms of reaction that
could be considersd as possible investigation waoys. The
fact that electroconvulsive seirures are effective in the tesi
argues for its ability to pick up broader mechanizms of
action (Nestler ef ol 2002). The relevance of using the
FST for this new ways of roscarch needs clinical
comelations to validate also the FST for this uiiliztion,
The development of clinically effective antidepressant

Factor Semitivity Vorinhility Reference

Ayte vs ghromic administration X Dulown g al (2004)

Age of mice X Bourm of al { 1998a), David cf al, (2000a)
Aotomated device/wntor waves. X Brownc (19791, Denenbery ot al. (199%0)
Chircadfion dwytlm X Dubocovich et ol (19640)

Cylmncer dinneter X Sunal et ol (156

[epth of waler X Aley and Kullamni { 1989)

Environment of the abomtony

Food restriction

Clender

Howsing of animaks

Isolstion of amimals

Isterval of olservation X
Observer X
Revised scoring X

Scoring on cateporieed hehavior

Sude preference in rotation X
Straans

Test /! refest

Timse between reatment and FET X
Wiler temperatre X
Wheel water tank X

E

R

Crabbe ot al, (1990)

Cabib et al (20000 Cabil et al (2002}

Alonso et al. (1991 ) David ef al, (2000b); Vidkar cf al (2001 )
Karolewicz and Faul (2001)

Hilakivi et nl. {19891 Yates et al. (1991}

Sunal et ol (19%4); Locks (10497

Laelki (1997)

Schrumm et all (2001}

Kmhe et al (2002)

Luwcki et al {20010 Voikar et al. (2001); Hai et al (2001 §; David et al. (2005}
Alesro e al. (2002)

Arai et al, (2000), Taluvull et all (263
Tomurs of 8l (1982)
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itrugs with novel mechamsms should give answers o this
question.

Anpther point s the ublization of the FST for
genetically modified snmmals that is spplicable to stmdy
mechanisms of action of antidepressamt on the test. For
example, the decrease of immobility observed after
paroxetineg admimstrntion m wild-type mice 13 absent m
S-HTIB knockout in the test {Gordier et al, 2001). Other
dntn with knock-out mice can be useful to determine the
mle of NA or 5-HT in the test: for example with mice
lacking serotonin transporter (Holmes et al. 2002) or
dopamine-beta-hydroxylase deficient mice (Cryan et al,
001§, This new employment of the test permits o belter
know the mechmizsms of action of dregs on the FST
mvolving or ool the monommine, e for new possible
thermpies for example, BDNF+— mice (MacCheen et al.
2001) or inducible BNDF Inock-out (Monteggia et al,
2004).

Muulifications of the FST

There have been muny modificapons of the FST ban
improvements  of the test are often poorly validated
(Bourin et al. 2000, Many parameters have been assessed
in order to increase the sensitivity, specificity and
rehishility of detection of antdepressomt activity. The
fixllowing list deseribes some of these modifications of
FST (Table 11 The two columns of Table | sepamic cach
modification between varability and sensitivity. A “van-
ahility factor” 15 assessed 1o check what parameter could
increase or decrease relinbility of the test between differeni
laboratories.

Semsitivity factors

Automated device‘water waves Different procedures hove
been clabornted to atomate the FST. Video-rracking,
computer analysis or wave analysis were used to score the
immobility of rodents. From the data sel, one con extrac
full or portial twens, cdockwise or conmter-clockwise
rottions, il sctivity, and speed of swimming clockwise
ond conmter-clockwise (Denenberg ot ol 1990), Another
author used an apparatus consisting of o transpoarent plastic
cylinder (10=20 cm) containing T cm of water (237C),
Movemeni by the animal crested a wavelorm in the waler,
resulting in o converled digital signal (Browne 19759 The
ease of use of these systems appears not to connterbalance
the cost of the equipment. Few studies pse an automated
video-tracking device, and mainky as o confinmstion tool
(Eisch 1 al. 2003 ). Nevertheless, some asutomated devices
emploved in FST studies were reported 1o be reliable for
antidepressant screeming (MYoshikawn ¢t ol 20023

Cylinder digneeter To test this pammeter, nuce were forced
to swim for 15 min in tnks of 10 (the original diameter of
ihe Porsolt's forced swimmming chamber), 20, 30, and 50
e diameter in 20 cm deep water. Modifications of this
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pammeter provide o way o distmguish the antidepressant
dregs from caffeine, anticholinergics, and antthistaminics,
which gave a false positive response in 10 cm dinmeter
cylinders. The selective effect of antidepressants, mamely,
the mtatory locomstor activity during swimming can also
be studied (Sunal et al, 195%4), In our laboratory, we use a
ey linder with the closest available dummeter to the original
test’s diameter, associated with o check of vanostion of
locomotor activity  that can discriminate  false-positive
effecta (Porsolt et al. 1978)

Depek of water This parameter had to be considerod as
mice should not sense a limit under the level of waler.
Thewr tails should not touch the bottom of the oylinder or
the behoviour of the mice would be aliered. Increased
depth of waler decrenses the time spent immobile. No
paper clearly descnibed this process in mice; this

wig shown to alter the beluviowr of the rut (Borsid and
Meli 1988; Detke and Lucki 1996), The original
descrption of the FST by Porsolt et al. {1977) explains
that 6 cm of water 15 sufficient. Bul muce can sense the
botuwsm of the cvlinder with this level of water. In our
laboratery, the water level is ot least 10 cm. Some
modifications of Porsolt’s pemdigm have often been used;
one of the mest guated is the method of Aley and Kulkami
(1989). They measure mmmobility i s glass jar (21=12
o) comtaning 12 om of water moimtained of 224]1°C,
during a femin period. I s important fo consider ihat the
only mam modification of the original test is the mcreased
depth of waler. This procedure 1 consistent with the one
we use and should be considered as the actual standard
miethod.

fiterval of observation’scoring Porsolt’s pamdigm has
been modified by some researchers in order o increase the
sensitivity or the specificity of the FST. Some mrthors have
created o totally mew mnalysis procedure for scoring
immohility, The observation interval can be sepamted into
S-4 parts in which the main behaviour is scored (Lucki
1997, Analysis of the behaviour of the mice can be totally
diffevent with cotegonzation of a specific behaviour
(Schramum ¢t al. 20013 Sone suthors mode a senes of
observations al 30 & Intervals and the mouse wos rated as
immithile (score () or not (scone 1) for cach observation
period (Borsini and Meli 1988),

Time between freatment gnd FST This factor is nol often
considered but may explain some of the differences
between  FST vesults. Two possibilities seem o be
available: acute mjection 1 h before the FST as descrbed
by Porsolt ot al. (1977) or acute injection then the FST
when the maximal effect is intended. This requires o time-
course study of the dnig elfect,

Ruter temperature The mfluence of water empersture on
immobility time of the mice was studied. An effect of
witer tempemmure was revealed; a higher tempersture
(35%07) mesinlted in shorfer immobility time after 10 min of
forced swinmming (Agal et al. 2000), Other dat suggest
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that mmnobility, which develops mpadly during foroed
swimming in cold water, may result from  dramatic
inhibetion of neors]l funclions because of severs boum
hypothermia  (Taltwwull et ol 2008} Corrently, most
siudies vse wamer water between 23°C and 28°C. In
our laboratory, we cheose a temperature between 23°C and
25°C,

Whee! water tank Some muthors have tned to measure
immaobility time in another way. A wheel wes immersed
the water tank. Mice placed on this apparatus keep turning
the wheel vigorously; when they abandon their atlemipts to
escape from the waler, the wheel stops tuming. The
number of rotutions of the water wheel s counted. All
anslidepressants tested mereased the number of rotations as
tranguillizers, anticholinergics and  pntilistaminics were
not effective. 1t was sugpgested that this woler wheel tesit
Was [ore appropriate as sereening test for mmtidepressmnts
than Porsolt’s test with regard 1o both objectivity and
specificity Nomurm  al, 1952).

Varusbility factors

Acute versus chrowic adminisrration The effectiveness of
acute wrestment is o particubarity of the FET. Useful for o
screening fest, it appears 1o decrease the face validity of
this model, ax the clinical time course requires chronic
ndmmistmtion to be active. Expenments were made o
find out the effects of chronie admimesiration on the FST.
Subchronic or seute effects were increased by chronic
acmimistration (Dulawa et al, 2004),

Agé of the mice This parameter should be considered in
parulle] with weight. Our team has already shown o strong
difference  between younger and older mice groups.
Sensitivity to some antidepressants i profoundly altered.
Trncyelwe, noradrenaline reuptake inhibitors (MERI) and
sefotonin reuptake mhibitors wese more sctive i d-week-
old mice than 40-week-old Swiss mice (Bourin et al, 199%;
Dravid et al, 2001a), In our laboratory expeniients, we
choose maee weightmp 20-25 g

Cireadian vt An effect of cirondian thythm was
shiown in response to antidepressants in the FST, FST was
carried with three stmins of mice: C3H, CSTBL] and
NIV, Inmmobility time wis scored o noon (12001400
hours) and oudnighy (000-0Z200 hours), For C3H/Hen
mice, dumtion of immobility was greater ot midnight
(Dubocovich et al. 19906, Another study did not show any
difference between the FST made at noon (11001200
hours), early dark (2000-2100 howrs) snd st midnight
(01000200 hows) for BALBc amd C5TBLA] e
(Raghavendra et al. 2000), Genetics studies on the Clock
gene, implicated in circadisn diythm, revealed an effect of
this parameter on immobtlity tune (Enston et ol 2003),
Studies in our [aboratory are only made between 0800 and
1200 bowrs o avoad any nsk of behavioum! modification
throughout the expenments

Eavircnment of the faboratory Interactions with laboratory
environment have been studied in several strins of mice
on few behavioural tests (open Geld, elevated plus maze,
water maze, aloohol preference) (Crabbe ot ol 1999),
Despite standardizaion, there were svatematic differences
in behaviour across three different laboratories. In our
opinion, FST is less sensitive o vanation of laboratory
auviromment (noise, alr wmperature, light, stmosphere
pressure).

Food rextricilon Food restriction can strongly  modify
behavioumn! responses, as shown with omphetumine or the
FST. The authors wsed FST for two sessions with two
groups of DBA2 mice. One group was isolated and food
restricted. the other group was isolated but had free access
to food. Immwobility time was significantly decreased in the
food-restricted group compared to the other group (Cabib
et al. 2000: 2002).

Ciendier Differences of sensitivity between male and
femmnle mice were revealed by some studies depending
on the strain used David et al (2001b) descnbed a
dafferent sensitivity (o antidepressants m the FST related to
gender. Imipmaming and paroxetine were active on CDI
male and female bt o different doses. Anather swudy
showed a difference betwoen male and female mice bt
only in some strams: FVB females, for example, had a
shorter floaling time than males (Voilkar el al. 2001},
Scxual differences have also been descnbed in mnother
study of wmobility, which was higher w males than
femabes (Alonso of al, 1991)

Howwing af animaleisolation of animals All siudies have
shown that housing was a entical parameter. In the above
mentioned study of Cabib (see food restriction section), &
group of DBA2 mice was solated for 13 days and
compared with group-housed mice in the FST. They
showed a sipnificant increise of the immobility time in the
isolated group (Cabib et ol 2002). Yales et ol (1991)
linked this difference with (he age of the mice. After
having isolated inice for 24 b prior o a 15-mm FST, they
showed an mcreaze m immobility tme w 17- 1w 21-dav-
old Swiss Webster mice but not in 26+ 10 30-day-old mice.
In another study, the mmobility tme in the FST was
shortenied in WTH Swiss mice isolated for 2 or 5 days,
suggesting an improved ability 0 cope with  stressful
simations (Hilakivi et al. 1989; Yates et al. 1991}, Isolation
seeins o have strin-dependent effects on the FST, bu
nong of these stodics bad the swme isolation time, 17
isolsted for o longer period (8 weeks), mice displayed
lower levels of immobility time when exposed 1o this test
(Karmlewicr and Paul 2001 Nevertheless, isolation, g
for surgery, had 1o be spevified m methods of a paper, as il
iy modify devmatically immobility time of the FST.

thserver The mest important source of vanabihity (o the
hest way to consider in order W0 increase the sensitivity of
the FST), with identical environmental parmneters, is the
observation. Like all behavioural studies, the observer is
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the mam actor af the test and reproducibility between
Iaboratonies 5 & matier that affects all these tess. The
scoring af the immobility tdme shoull be strongly
comsidered and pssessed by all teams. The mouse is
judged 1o be immobile when it mokes only movements
necessary to keep s head above water, It con move in the
evlingder but without struggling movements. The analysis
of active behavicurs in the FST has strengthened the
possibility of replicating the expenments.

Side prefevence in rofation A study was made on side
rotational preference of mice during the FST. Kmhe et al.
(2007) concluded that side preferences of sponianeous
motational behaviour may  sccount for inter-individual
differences.

Straing Strain is one of the most important parsmeters to
dheal with (Lueki et ol 2000). hoportant differences exist
between strains in both immaobility observed and effects of
imiprumine (Porsolt et al. 1978). Genetic background
could modify response by providing an innppropriate
baselme level of behaviour (Holmes 2003a). There is a
muxmnal tenfold difference i baseling immobility scores
in control animuls between stroms and baseline level does
ol comelate with antidepressamt sensitivity (Lucki et al.
2001). Several gender dissocistions sugges! the strain and
task specificity (Violkar et al. 2001). Intra-strain and mter-
sirain comparisons indicate (hat the biological subsirales
mcidiating performance in the FST and the tal snspension
iest {TST) are not wentical. For example, in NIH-Swass
mice, a T-fold difference in bascline immobility was
observed between the FST and TST. By contmst, the
baseline wmmobility m CSTBLA nuce was similar in both
procedures {Bad et al. 2001} There s o continuum of
varation m basal [rom simost no tme spent
immobile by DBAQ] mice to more than 210 s of
immobility m & 360-5 test session with Balb/icl mice
(O Neil and Moore 2003), In one of our shudies, we have
shown that dng sensitivity i3 genotype dependent. FST
results have shown thal Swiss mice were the most
wnsiive stmm o detec] serotonm (5-11T) and'or nocad-
renaling (MNA) reatment. The wse of DBA wbred nuce
may be limiled, a5 an shsence of mtidepressomt-like
response was observed in the FST (David et al. 2003},
Control mice from the same breeders with comparable
housing conditions should have the same immobility time
in all laborsories. However, a gene-environmenl inierc-
tion s possible aod may sccount for somee difference
between |aboratories (Wahlsten ef al. 2003), For example,
in o dats set, mumals of e spne strnn del recerved no
trestments do not bave the same immoebility tme (for CID-
1 from 135 5 to 223 & of mnmobility time),

Testfrerest This method is used normally for rats. Tn o first
segsion, the snimal is able to discover the test, mt wsually
explore the water surface and dive In o second session
were they will be scored, mts ane familianzed to the st
and do not try o dive. Mice do not have this behaviour
anl this explain the easy use of mice that do not need a
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second session, This second session has been assessed for
the constract validity of the FST. Memory process was
imvolved to explain immobility of the mt. The shsence of
seoond  sesston with mice removes this problem and
simplifies the test, In their experiments, Alcarn et al
(2002) evalusted behavioural responses to FST in naive
mrimikls and 0 ammals pre-exposed o the FST 14 davs
before the test session. They showed o mijor eflect of the
pre-session. FST in mice on immobility time with a
dramatic incrense affer pre-exposure. For Andreating and
Bacellar (2000}, “this test showed a very low intro-class
comrelation  coefficient in the test-retest design, which
suggests o poor reliability of these measures”. These
results suppest thot the belavioural parmmeters of the
hehavioural despair are not stable. Therefore, they are
possibly more related to state thon it charscteristics, this
test 1s mot appropriate to evaleste frmi chamcberistics
which are supposed (0 be stable over tme without
treatment, Some muthors wse the test'retest poradigm 1
avokl vanations and to maintin consistency in ihe
mumohility fime beteeen differsnt groups (Hirann o al
2002).

Discussion

Many antidepressants hove been tested with the FST on
mice. Some results available for sl classes of antidepres-
somis with different strims of mice are reviewed here,

I ihse literaiure, the lowest control nmobility time wis
obtained with FVBMNI (13 ) mice and highest with ddyY
(220 &)

Table I summarises the results. for three inbred stroins
and four owtbred strains that are compared over their
reaulls in the FST. A more detailed version of this table,
with more antidepressants and struins, 15 available as
Electronic Supplementary Muterial (ESM).

Inbred strams hoave been found very defective in the
FST with antidepressants. Only one type of matidepressant
(DRIL, bupropion, was significantly effective in the FAT
with CSTRL/GR). For CSTBLA; snd DBAZ, no positive
resull coupled with a locomotor test was foumd in papers
we analysed, Outbred strins of mice are more responsive
to antidepressants in the FST thoan inbred stmins. These
four outbred straing may be used for ot least three classes
of treatments. The most frequently used strains, CTV,
WAWE] and Swiss, hove posttive results with most of the
antidepressants in the FST, HaMACRE. seems to be very
responsive to drugs in the FST but it is a rare strm. Cmly
e paper was found o pse this strain on the FST (De
Ciraaf et al. 1985), There are many differences between
strains; TVHBAZ, for example, does not have nn appropriats
respotise to the FST. This simmn should not be used for
behavionral studies wath the FST. CI-1 & aot useful to
iiserimmate difleremt mechmisms of action i the test. I
conld be wsed as a screening model but, to recommiand this
strain, we need to know il Dopaming Reuptake Inhibitors
(DRI, e.g. bupropion), NRL and MAO- are effective in the
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Table 2 Antidepressant cffects on the FST with different simins of
mice {laken from the Hieratare)
Inlsred Unathed
87 C37 DBEAZ CD- HaMf NMRI Swise'
BLIGR] BLAS I KR EC  Juwer
Abypacul LA . .
DRL . - i = =
m p— + s e -+ - -
ENEI .
SERI - i - g - -
AAD-L + -
TCAY — - . . .
* trestnent 1% effective and locomotor sctivity was Sested witlout
significunt vasiation

+, ireatment i effective Innt locomolor Iﬂr\'!'[y wns not iested

=, treatment has no potency and dees ot incrense locomotor petivaly
Dafferent cakogorics of dngs are listed in the At cohamn. For
exumple, DR includes bupropion, nomifensee of amineptine,
Atypacal antideprossants inchade minnserm, iprindole and others. A
postive resalt, represented by @ star, significs that ot least ope sudy
showed n sagmificant effect of one dmgot'dxommd:mﬁm;m
For 3 more detmled mble, Electronic Supp Materil 15
available with all drogs and effects repoarted = whinclies

FST with CD-1 without increasing spontangous locomator
activity of the animals,

Even with a very precise binding of antidepressonts, it is
often difficuli o understand the mechanisms of action of
antidepressants. Some of our previous works showed that
dopammergic sctivity compounds are nof easy (o be active
on the FST On the other hand, the binding or the dug
activity s the synaptic level is onfy s indirect under-
standing of the activity of drug in a whole animal. Il was
showed in ower Lab (David et al. 2003} as well as in Lucki’s
laboratory that depending on the strain, the effisct size is
quite different (from 0% effect for desipmumine in C3HY
Hel to almost 60% of decresse of tmmobility time with
BALB/c]) (Lucki et al, 2001),

FST was designed by Porsolt as a primary soreiing fest
for antidepressants, It is still one of the best models for this
procedure, This s a low-cost, fast and relisble model to
test potential antdepressant reatments with a sirong
predicove validity,. However, the low {pce and consfruct
volidities should not forbid the wse of this model for
reurophvsiological studies. Tt his n grest sensitivity with
all the antideprossant classes and all the mechanisms of
action of restments could be detenmined, but clinical
correlations should be consilered very cirefully, Studying
the method of action of an antidepressant is different from
studying aetiology and bow to cure depression

For this reason, some suthors decided 10 abandon the
term “model” of depression. They prefer the word “test”,
which comesponds 1o an exammation of a entically key
aspect of either the fesponse to StREss oF to antudepressant
dbrug action. It could hefp o reconsider their true role in the
process of discovery of novel antidepressants (0'Neil and
Moore 2003 ).

We totally agree that the FST 15 "a very specific cluster
of stress=induced behaviours that have no direct, empinecal

relation to depression symploms 0 humans” (Hobmes
2003b). Core must be taken on the strain wsed for the test
and all the experimental panmesters invelved. For a
screening test, C-1 can be o good strain to use to find out
if & treatment has an antdepressant-like activity,

Diespite theer intrinsee lmitations, the full potential of
il smochels of depression has not yvet been realized and
they represant an under-explored opportunity for drug
development. Such opportunitics arise from the molecular
dissection of the binlogical festures of the models (Wong
and Licinio 2004,
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clss|  ap [N UERR T comrol| p< | 0% | actmetry | Gender| V1" Strain IRer

Atypical]  Cor32-24 110 MS 8 HO ] 2226 Swizs! Janvier (Bournin et al, 1981)
Atypicall  ipnindole 207 ET] a5 0.01] 40 NO M| 20-25 CD-1/Charles River  |(Porsok etal 1977]
Atypicall  prindoie 207 a1 20 0,01 B0 NO ] 20-25 CO-1/Charbes Rwer  |(Porsok et al 1977
Atypical]  iprindoke <60 |005] 60 NO M HaMIICR (Broekman inst.) |{De Graal et al. 1865)
Atypical]l  prindoie 10 MS B4 NO ] 2226 Swizs! lanmvier (Bounn et al 1881)
Atypica iprindole 168 158 100 NS 7 M 2-32 Swissl lanvier {Malinge et al. 1988)
Atypicall meddoxamine 44 005] 128 NO [T 2278 Swiss Jamvier (Bounn et al 1881)

L miansann 180 106 58 001 20 o (%] M 20-25 CD-1iCharles River Porsok et al. 1877
Atypica MiATSaTin 210 185 B3 0,05 20 i 1%] I 30-35 CO-1iCharies River (Dovorze ot al._ 18984}
Atypica Mianearin 180 BE a7 0.01 40 (o] it 225 CD-1/Charles Rivar (Porsok at al. 15877
Atypica miAnsein Ad 005 10 O I 20-30 CO-1Charles River Luttinger et al 1885)
Atypicall _miansarn 51 005] 32 NO M__| 2530 | CD-i/Charles Rwer  |[Browne 1578
A MAnESin 18 am 56 HO i 26-30 CO-1Charkes River
Atypica miansatin =50 0.05 4] HO ] HaMACH (Broekman inst ] |
Atypica MianSsnn 180 124 &8 0.0 8 YES F 24.30 MR § Evic-Ceba 1681)

}:ﬁ.i manserm | 194 | 112 | 88 |oo1| 20 | ves F | 2430 |  NMRI/Evie-Ceba ﬁmﬂo T Mistel
Eﬁan* miansern | 142 | @7 g8 [ooot| 15 | vesty | m [1830 Swiss _Hﬁ“ﬂm%%n e
Alypicall  mianserin 148 89 65 aos| 3z YES{*) I 20-24 SwissJany ier (Bourin et al. 1864
Atypical]l  mianssrin 148 ge ] 0.05 32 7 M 20-27 Swissl Janmyier (Makngs &t al 1088
Atypicall  mianserin 0 0.05 a2 HO hd 3-8 SwisslJanvier (Bourin et al. 1891)
Atypicall  minagtine 180 123 58 0.0 5 YES F 18-22 CD-1/Charles River (Biisre st al 1082)
Atypicall  trazodone 130 HO I 20-30 CO-1iCharies River __|(Luttinger at al 1885)
Atypicall  frarodone 50 0,05 13 NCH M HaMACR (Broekman inst.} [{De Graaf et al 1885
Atypical]  trazodone 101 E] 16 MO i 22.28 Swissd Janvier (Bourin et al_1991)
| DRI aminapling ? 0.05 ] YES(™ F 18-23 CO-1/Chartes River _ |{Biere et al 1885)

DR bupropion 74 |005] 4 YES M| 20-24 C57 BLIBR] (David et al. 2003

DRI bupiopian 200 20 10 0,01 ao HO 20-28 CD-1/Charles River [Zocchi et al 2003}

DRl bupropion 00 -8 YES M| 20-24 DEAZ (David etal. 2003) _

DRI bupropion 50 005 10 NO M HaMICR (Broekman insL) |(De Graal et al. 1985,

DRI bupropion 100 1-18 YES M| 20-24 HMRI (David et al. 2003)

DRI bupropion 100 1-18 YES M 20-24 Swissl lanvier [Diavid et al. J003)

ORl bupropion 230 178 78 001 18 NOD M| 35-45 Swiss/Jamvier (Bourin et al_1998)

DRl buprmpion 200 | 180 B 005 18 NO M| 1832 SwisslJanvier (Bourin et al_1008)

DRl bupropion 215 50 23 0.01 32 NO I 41-51 Swiss!Jamoer (Bourn et al 18948)

DRl bupropion 230 BE ay 0,04 32 NO M 35-45 Swissl lanvier [Bourin et al 1858
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cuss|  ap [T [ control] p< [ TN | Actimetry| Gender| “I® strain [Rer
DRI bupropeon 200 1] 44 0.01 EF] NO M 18-22 Swiss! Janvier (Bourin et al 1888
DRI bupapion 200 93 47 0,01 32 NHO M 41-51 Swissl Janvier (Bourin et al 1998
DRI noméensing 210 70 23 0,05 10 NO M 30-35 CD-1/Chartes River  [[Devoize at al 1884)
DRI nomiensing T 001 10 KO [ 2530 CD-1iCharles River {Browne 1878}
DRI noméensine 50 0,05 10 18] [ HaM/ICR (Broekman inst.) |(De Graaf et al. 1885).
MR [+}oxaprotiline | 1552 111 T2 001 ] YES 1 20-25 SWIES {Mogilnicka et al. 1887)
HRI | desimipramine | 204 86 32 0,01 15 NO i 20-25 CO-1#Charles River  |{Porsok et al 1977)
MR desimipramine 204 g2 a0 001 30 u (9] M 2-25 CD-1iCharles River Porsot et al. 1877
MR desipramme 85 30 35 o0 20 NO I 128Syemdidackson)  J(Luck et al 2001)
MR desipramina =1] 30 33 0.01 20 NO M Al Jackson) {Luck et 8l 3001)
MR desipraming 102 30 28 0.0 20 NO ] BALL/IclJacksan} (Lucki et al 2001)
MRl | desipramine | 72 | es 0 |ns| = NO M C3HMel Swiss g ek etal 2001)

Webster [Jackson)

MRl desipraming 100 1-18 YES L 20-24 C57 BLIBR) [(David et al. 2003
MRl desipraming 143 80 &3 Q05| 10 NO ] CSTELM(Jackson])  |{Lucki ot al 2001)
MR desipraming 143 110 I 0.05 20 NO it ﬂ.mquEHLuﬂmu:u (Luscki ot @l un__u.:
[ desipramine 210 185 i) Q.05 a0 HO I 30-35 CO-1Charles River  [[Devoize of al_1884)
MRl desipramine 118 B85 55 Qos5] 20 [1*] M CO-1Charles River  [[Lucks &t al 2007)

| HRI desipraming &5 80 5] ME 20 %] h CF-1fChares River (Lucki t al 2001)

| MR desiprarming 100 116 YES hd 20-24 DBAS2 [Divid &t al. 2003)
MRl desipramine 100 55 o5 0.04 20 HO M DEALJackson) (Lucki ot al 2001}

| MR desipramine 13 N I FVEM.N Jackson) (Luschi st al i001)
Ml desipramine 30 0.05 Fic) HO I HaM/ICR (Broskman inst.} [(De Graal ot al. 1985)

MR desipramins 52 20 38 0.05 20 MO I llH-Swagss Harlan (Luchi st al 2001)
MR desipraming 100 118 YES I 20-24 NMRI (Diavid et al. 2003)
MR desipramine i) 18 YES WA 20-24 Swisel Jamvier (David &t al. 2003)
MR desipraming 221 181 52 0.05 4 N i 3545 Swissd Jamvier (Bourin et al_ TEHE)
MRI desipramine 210 103 ] 0,05 4 HO M 18-22 Swissl lamvier (Bourin et al 1008
MR desipraming 218 B& k] 0.01 18 MG i 41-51 Swissl Janvier (Bourin et al. 1868
MR desipramine 200 81 41 0,04 18 NO I 41-51 Swissl lanvier (Bounn et al 1988)
HRI desipramine | 218.3 | 1525 70 0.01 a2 YES M 20-24 Swisal lanvier (Clenat et al. 2001)
MRl | desipramine 81 55 &8 Ns | 2o N M mfmv_.__.._mh”mw Charles 1 ucki et al 2001)
MR vilaxazine 178 72 41 0,05 30 [1[e] M 20-25 CD-1iCharles River (Porsok et al. 1877)
MR viloxazine 50 0.05 45 NO M HaM/ICR (Broekman inst ) |[(De Graaf et al. 1885)
NRI vilaxazine 174 B4 i 0,01 18 YES M 20-24 Swissl lanvier [(Bourin et &l 1908)
MR viloxazine 174 B4 k1 0.01 18 ? M 20-28 Swiss/Jamvier (Maknge et al, 1888)
NRI viloxazine T 0,04 18 NO M 22.76 Swissl Janvier (Bourin et &l 1851)
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cmss| ap [T EReT | control] P | 38 [ Actimetry | Gender) "I Strain |rer }
NERI midakcipram ? 0.05 10 NOH I 20-26 SWIsS (Stenger et al. 1887)
NSRI midalkcipram Fil| 0,05 20 HO M 22-26 Swissl Janvier (Bourin et al 18991)
NSRI midalcipram 158 108 &9 0,05 30 YES [0 25-30 SwWIsS (Rogoz et al 1888)
NSRI venlafaxing 240 188 Fi:| 0,01 B YES 1] 20-24 Swissl lanvier [Redrobe et al. 1908)
S55RI cialopram 100 1-16 YES [ 20-24 C57 BLIERy (David et al. 2003
55RI citalopram 162 141 BY NS 4 NO M 22.25 COD-1iCharles River {Dia-Rocha et al 18687}
S5HI citalopram 100 1 YES 0 20-24 DBA2 (David et al. 2003)
55RI citalopram 100 1-8 YES Il 20-24 NKRIL David et al. 2003)
SSRI citalopram 73 0,05 8 YES hd 20-24 Swiss!Janvier (David et al. 2003)
S55RI citakopram irg 1368 Fils NS o HO M 41-51 Swise! Janviet {Bourin et al 1998
SERI citalopram 211 58 27 0,05 18 NO ] 18-22 Swiss!Janvier Bourin et al. 1968)
55RI citalopram 170 T 34 oo 16 ? 4] 20-28 SwisslJanvier (Maknge et al. 1985)
2SRl | citalopram 215 113 53 go1] 18 NG M| 41-51 Swisslanvier (Bourin et al 1998)
55RI citalopram 226 155 [:2] 0.0 32 NO M 35-45 SwisslJanyisr [Bourin et al 1898
SSRI citalopram 24 0.0 16 HO I 22-26 SwisslJanyier (Bounn et al 1991)
SSRI cilaipram 231 1 178 I7 001 18 YES i 20-24 SwisslJanyier (Clenst et al 2001)
S5A1 | clovoxamine il 0.0 32 HO I Za-26 SwisslJanyier (Bourin et al 19891
SSRI Nuoxetinig 120 70 58 0.05 S [1*] M 20-30 | Laka ! Panjab Uniersity Anjaneyubs el al 2003)
SSRI fluoseting 204 172 &4 = [ YES h Z3-25 CO-lCharles River  |{Da-Rocha et al 1987}
SSRI Nuoxeting 186 174 a4 NS 8 NG A 2235 CD-1/Charles River __ |(Da-Rocha et al 1967}
S5RI Huoxetine 184 180 85 ME [ YES{) hd 2235 CO-lCharles River  |{Da-Rocha et al. 1987)
SSRI Huoxeting 184 172 -] [E] 18 YES() A 2235 CO-1iCharles River  |(Da-Rocha et @l 159687)
| SSRI Huoxetine 188 72 ] 0.0 33 YES[) I 2335 CO-lCharles River  |{Da-Rocha et al. 1987)
SSRI Nuoyx etine 189 1] 44 0.0 32 YES[) hd 22-25 CO-ACharies River  [(Da-Rocha &t al 1907)
S5RI fluoxetine 170 10 [} 0.01 30 HO 20-28 CO-1Charies River __|(Zocchi et al. 200:3)
SSRI Huoxetine <50 Q.05 20 HO [ HalMNCR (Broekman inst.} |(De Graaf et al 1985
S5RI Huoxetine 2804 | 140 54 0.01 32 HO £ 30 @ 40 Swiss Rosa AD et al.. 2002
[Szymezyk and Zebrowska-
55RI fluoxetine 138 ga T 0,001 40 YES(<) M 18-34 Swiss Lupina 2000
SSRI fluoxetine =32 150 B85 0,01 18 YES ] 20.24 Swissl lanvier (Bounn et al 1906)
SSRI flucxetine 231.7 | 187.8 B1 0.01 a2 YES M 20-24 Swisal Janvier (Clenat et al. 2001)
S5RI fluvoaming 171 138 B1 MS 4 YES [ 23.25 CD-1iCharles River (Dia-Rocha et al 1987)
ES fluvoecamine 177 168 85 NS 4 YES M 2225 CO-1iChares River (Da-Rocha et al. 1868T)
S5RI flivoxaming 177 140 79 MS 16 YES [ 22.25 CO-1iCharles River (Die-Rocha et al 1987)
S5RI fluvocamine =50 0.05 a0 NO M HaM/ICR (Broekman inst ) [(De Graaf et al. 1885)
gsRl | fuvoxamine | 128 | 93 72 |ooo1| 20 | vES[<) M | 1838 Swiss i e e
|Lupina 2000)
S55RI fiuvoxaming 181 78 44 0,01 32 7 I 20-31 SwisslJanvier J(Malinga =t al. ._n_m..mu
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cuss [ ap | ey | control] P< [ o5 | Actmetry | Gender| MU strain [Rer
S5RI tiuvocamine ad 0,01 32 NO M 22-268 Swiss! lanvier (Bournin et al 1881)
S55R1 fluvoxamine 2352 | 1880 B85 0,01 32 YES M 20-24 Swissl Janvier (Clenet et al 2001)
S5RI indalpina 170 100 53 0,01 16 NO ] 22-25 CD-1/Chartes Rver  |{Da-Rocha et al_1857)
55RI indlalpine 207 53 45 0.01 32 i I 20-30 Swiss! Janvier (Malinge et al. 1088)
S55RI indalpine A4 0,01 32 18] [ 22-26 Swiss!Janvier (Bourin et al 1881)
55RI parcx eting 100 1-2 YES M 20-24 C57 BELIBH] {David et al. 200
S5RI paroxetne 170 146 86 R 1 NO i 22-25 Ch-1/Charles River  |{Da-Rocha et al_1857)
S55RI parcxetng 164 Fi a7 0.01 B YES I 2225 CD-1/Charles Rivar Da-Rocha et al 1887)
S5RI paroxetne 168 111 56 0,05 a YES hd 22-25 CO-1/Charles River (Da-Rocha et al 1987}
S55RI pairc edine 100 1-2 YES ] 20-24 DBAS2 {David et 3. 2003
S5RI _paroxebing 84 0,05 [ YES I 20-24 HRI David et al. 2003)
55RI parox etine i d 0.05 ig YES I 20-24 Swissl Janvier [Diavid et al. 2003)
SSRI | parosetne 178 118 85 B 2 NG M| 415 Swisslanvier (Bourin et al 1998)
SSRI | paroxetne 224 100 45 0.0 8 NO M| 3545 Swwiss/Jany et {Bourtin st al 1898)
SSRI parcx etre Fal] 110 3 Q.01 & HO I 41-51 SwisslJanyier (Bounn et al 1998
SS5RI paroxstne 222 13 549 0.01 B HO ] 18-23 SwisslJanyier (Bourin et al. 19598
SSRI prairo et il Q.05 16 HO I Z3-26 SwisslJanvier (Bourin et al 1981
SSRI parox sbne 2247 | 1828 r2 0.01 18 YES M 20-24 Sissl Janivies (Clenst &t al 2001)
SSRI sertraling 185 43 26 0.m [ YES h Z3-35 CO-lCharles River  |{Da-Rocha et al 1987}
SSRI sartraling 158 57 36 0.01 8 YES hd 22.25 CO-1/Charles River _ [{Da-Rocha &t al 1987)
S5RI sertraling 21,7 | 170.6 74 Q.01 32 YES h 20-24 SwiissdJanyier (Clenet ol al 2001)
MAC clotgyling 135 85 48 005] 60 HO hd 20-25 CO-A/Chartes River  [(Porsolt &t al 1877)
MAC- clorgyling 210 120 a7 005) 60 HO I 30-35 CO-lCharles River  |{Devoze el al 1854}
MAL Lilly 51641 223 70 1] 0. 1] NO M 20-25 CO-1iChartes River __ |(PorsoR et al. 1877)
MAC| | mociobémide | modif | modd S0 .01 10 HO h 20-25 Baibica | SPF (Miura et al 1906
MACH | mociohemide | 230 223 a7 R 3 %] hd 18-23 | SwisslJanvier (Bounn et al. 1958
MAD| nialamide 182 138 ! 0.05 ] 150 NO W 2025 CO-1iCharies River  |{Porsol et al. 197T)
BAD.| nialamede 178 178 0 E] ? hd 20-33 SwisslJanvier (Mabkrge et al_1988)
MACH| pargykng 210 T2 34 005 ) 200 L[] ht 30-35 Ch-1/Charfes River _ |{Devoize et al. 1854)
BMAD.| pargyine 172 81 a5 0,01 200 NO ] 20-25 CD-1iCharles River (Porsck &t al 1977)
MAD-| T-784 &0 005 30 ND M| 5week ddY/SLC [Kato et al 1985
MAD.I todax atone 202 100 50 0,01 200 HD I 20-25 CD-1iCharles River [(Porsol et al 1977
MAD-I|  toloxatone 202 ) 14 001 | 400 NO ] 20-25 CD-1/Charies River  |(Porsok etal 1977
MAC-| | ranylcypromine | 163 58 30 0,01 20 HO I 2025 CD-1iCharles River Porsok et al 19
[TCA | amitriptyine | 168 50 % o] 15 NG M| 2025 | CO-iiCharies ke |(PorsoR et al 1
TCA amitriphydine 166 45 27 0,01 30 [1]s] ] 20-25 Ch-1/Charles River (Porsol et al 1877)
TCA amitriptyline 25 0.01 32 MO hd 25-30 CO-1iCharles River | [Browne 1978)
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cmss| A [ ey | contrl| P | S [ Actimetry | Gender| S strain [Rer
TCA amitnptyfine 128 B Fit ooz 10 YES(<) M 183 Swiss _“...n._“u-,.zq.__._m M_“_S__mh.__..ﬁw.m
TCA | amitriptyiine 179 136 76 0,05 [] 7 I 20-25 Swiss/Janvier (Maknge et al. 1688)
TCA amitriptyfine 1 005 4 o (o] [ 22.26 Swissd Janvier {Bourin et al 1891)
TCA amitryptiine S0 0,05 i [ 1% [ HaM/ICR (Broekman inst.) |(De Graaf et al. 1885)
TCA amodaping 7 005 g8 HO 1 HaM/NCR (Broekman inst.} I{De Graaf ot al. 1885]
TCA | chlormipramine| 175 B4 48 0,01 20 NO ] 2025 CD-1/Charles River  |(Porsok et al 1577
TCA | chlorimipramine 3 o0 32 u (9] M 2530 CD-1fCharles River Browne 1578)
TCA ciciazindal S0 0,05 12 NO I Hat/ICR (Broskman inst.} [{De Graaf ot al. 1285)
TCA rRdmine 180 115 54 .05 20 NO M 35-45 CO-1iCharies Rivar {E=chalier at al. 1983)
TCA | clomipramine | 215 153 m Q.05 20 HO I 30-35 CO-1Charles River Devoze of al 1862}
TCA | clormipramine | 210 | 180 B8 | 005 30 NO M__| 3035 | COD.iiCharles Rver __|[Devolze et al 1564)
TCA | clomipraming &0 0,05 20 O I HaMICR (Broskman inst.] |(De Graaf et al. 1985
Bowrin et al_ 1895 “Prafil
TCA dosulepine 27 T2 32 om 3z YES (L] 20-25 SwisslJamvier _Ewﬂﬁu_._m:._.nﬂﬁma:n deia
= Daosulspineg”
TCA dothiapin 27 72 a2 0.m 32 YES I 20-24 SwisslJanvier (Bourin et al 1966
TCA dongpine = 0o5] 10 [1*] M 25-30 CO-1/Charles River __|{Browne 1878)
TCA dinpping =30 0.05 10 HO [ HaMNCR (Broekman inst.} |(De Graal ot al. 19685)
Tch | doxepine | 182 | 148 | B0 |ns| 2 YES F|2430|  NMRI/Evic-Ceba ﬁ%ﬂo e
TcA | dowepne | 182 | eo3 | so |oes| 10 | ves B e B e I
TCA | imipramine HCI ] 120 70 58 0,05 15 HO I 20-30 | Laka ! Panjab Linkversity (Anjansyub &l al 2003)
TCh | imipramine ic1 | 148 | o7 65 |oos| 30 NO F | 2025 m}m_.ﬁpzﬁuhﬂ__._ﬁca (Schechier and Chance 1678)
TCA_| imipramine HCl 00 198_|_VES M__| 20-24 C57 BLIBR] (David et al._2003)
TCA | imipramine HCI | 1527 B4 55 0,05 5 M I 25 C57 Hardan 5-D .Hmb_ el al, 20013
TCA | imipramine HCA | 1882 | 385 21 0.01 30 N i CD-1/Charies River (Porsok et al. 1578)
TCA | imipramine HCI 185 40 21 0,04 a0 NO I 20-25 CD-1iCharles River _Hmnqmur et al 1977)
TCA | imviprarmine HCl 180 BO 44 0.01 1 YES F 18-23 CO-1/Charles River (Biziere et al 1882)
TCA | imipramine HCL £ 0,01 10 NO [T 25.30 CD-1{Charles River [Browwne 1870)
TCA | imipramine HCL 100 1-18 YES M| 20-24 DBEASZ (David et al, 2003)
TCA | mipramine HCl 74 0,05 10 [ [+] M 5 wesk dd¥1SLC [Kato et al 1908)
TCA | imvipramine HCL 50 0.05 3 NO M HaM/ICR (Broekman inst ) |[(De Graaf et al. 1885)
TCA | imipramine HC1 | 1378 5 18 0,05 45 NO M 25 hIH-Swiss Harlan [Bai el al. 2001)
TCA | imipramine HCI 100 1-18 YES M 20-24 MHMRI (David et al. 2003
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AD _ Eﬂ % control| P< | 995 [actimetry| Gendar .,.Eﬁ__. strain [rer .
irmipraming HCI 151 83 NS YES F | 2em0 MMRI | Evic-Ceba _H_mEE_E”_ & Tolla srid Merciar
imigramine HCI 100 52 Joo| =o YES F | 2e30 NMRI | Evic-Ceba _H_mBum_ L_.nu & Tola srid Meroum
imipramine HCI 425 48 [ 30 ND i HMRI/Evic Ceba (Porsok et al_1578)
imipramine HCI G628 66 NS 30 HD M QF-1ilffa Credo {Porso¥ ef al. 157E)
imipramine HCA 1647 63 0,01 15 NO 2 |30a40 Swiss |Rosa AQ et al , 2002
imipramine HC! @ 66 Joooi| 20 | vEsi | M | iem0 Swiss “.”_,_._ﬂnum_ma%u ZADITI
Irmipeamine HC1 B8O 0.01 16 YES M 20-24 SwisslJanvier {Diavid et al. 200
imipramine HC 4 32 0.0 18 NO [ 41-51 SwisslJamvier Bourin et al._1968)
irmipeamine HC1 106 48 001 16 MO M 3546 Swissl lanvisr {Boutin et al_195E)
irmiprarmine HC a8 i 0.0 32 HO [ 1822 SwisslJamyier {Bourin ot al_1988)
imipsarmine HCl 35 25 oo1] 32 7 M| 2024 Swisel lanvier (Maknge el al 1988
imipramine HC| 117 o4 005) 32 NO 1 41-51 SwisslJanyier Bourin et al 1998
imipramine HC1 147 ] 0.0 32 YES(™ M 20-24 SwisslJanier ((Bourin st al 1896
irnipramine HCI 5 0.0 32 HO 14 Za-26 SwisslJamier (Bourn et al 1981
Irmipraming HC1 1317 57 0.01 32 YES M 20-24 S iicsl Janies (Clenst &t al_2001)

(Srymezyk and Zebrowska-

maprotiine 108 8 |oot| 10 | YEStg) | M | 1832 S ILupina 2000)
maprotiling 4 36 0.01 16 7 M 2036 SwisslJanvier (Maknge et al. 1938)
maprotiling 53 a6 Q.01 32 YES™ W 20-24 Swiisal Janvier (Bourin &t sl 1956
mapretifing 26 0.01 3 HO h i SwisslJamvier {Bourin et al._1861)
maprotiling 185 56 005] 32 YES M 20-24 _Swisslativier (Clanst &t al_2001)
ruriniptyline 130 66 ao0%] 15 HO I 20-25 Ch-1iCharies River  |{Porsolt et al. 1677)
noiriptyline 13 7 oo 30 NG M 20-325 CO-1iCharies River _ |{Porsck et al 1877)
nonnptyling 1] 0.05 g HO hd HaMICR (Broekman inst.} [{De Graaf et al._1985)

pizofifen 33 .05 E] MO M 20-30 CO-1iCharles River _|(Lubtinger &t al 1985)
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Résumé de I’étude n°2 :

Ce travail a permis d’isoler différents paramétres (traitement aigue ou chronique, age des
souris, restriction alimentaire, température et hauteur d’eau, ...) pouvant étre modifiés
pour augmenter I'amplitude de la réponse observée a la suite de I'administration
d’antidépresseurs. Cependant, certains points doivent attirer notre attention :

- Les modifications de paramétre n’ont été évalué que sur un nombre restreint
d’antidépresseurs et ne permettent donc pas de conclure a la validité du modéle
en fonction de la classe d’antidépresseur testé.

- En général la modification d’'un paramétre n’est évaluée que dans un laboratoire,
ce qui pose le probléme de la reproductibilité interlaboratoire.

- Seul des produits possédant une activité de type antidépresseur ayant été testé ;
on ne peut donc exclure une augmentation du nombre de résultats « faux

positifs » lors de la réalisation de ces tests modifiés.

Par conséquent, la procédure choisie pour le test est celle décrite par Porsolt et al. ;
aucune modification n’y est apportée dans nos études. Le test consiste a placer
individuellement des souris dans des bocaux de verre (hauteur = 25 cm, diamétre = 10
cm) contenant 10 cm d’eau maintenue entre 23°C et 25°C et a les y laisser pendant six
minutes. Le test en lui-méme dure 6 minutes. Aprés une phase d’activité vigoureuse de
deux minutes (temps d’adaptation), 'animal contrdle cesse de nager et se fige adoptant
un comportement de désespoir. On considére que la souris est immobile lorsqu’elle flotte
en position horizontale et ne réalise que des mouvements de faible amplitude, suffisant a
maintenir sa téte hors de I'eau. L’administration en aigué d’antidépresseurs 30 min avant
le test, diminue la durée du temps d’'immobilité, qui est comptabilisée pendant les quatre

derniéres minutes du test.
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2.3 Produits administrés

Lors des tests comportementaux, les administrations systémiques de produit se font par
voie intra-péritonéale (i.p.) sous un volume de 25mL/kg. Les prétraitements sont
administrés 45 min avant le début du test et le traitement 30 minutes avant le test. Tous

les produits utilisés dans ces études sont solubles dans I'eau distillée.

2.3.1 Antidépresseurs

Les antidépresseurs utilisés appartiennent a différentes classes en fonction de leur

meécanisme d’action :

Les inhibiteurs de la recapture sélectifs de la sérotonine (IRSSs) : paroxétine, HCI
(GSK, France) ; citalopram, HBr (Lundbeck, Danemark).
Les antidépresseurs tricycliques : Imipramine HCI (RBI, USA).

Les inhibiteurs de Ila recapture noradrénaline : désipramine HCI (Sigma, France).

L’affinité de chacun de ces produits pour les transporteurs a la noradrénaline et a la

sérotonine est représentée sur la figure 8.

2.3.2 Ligands des récepteurs 5-HT g

Agoniste : Anpirtoline HCI (Tocris, France). L’anpirtoline possede une affinité plus forte
pour les récepteurs 5-HTg que pour les récepteurs 5-HT1a et 5-HT, (Ki respectifs de 28
nM, 151 nM et 1,48 uM ; Metzenauer et al., 1992)

Antagoniste : GR127935 (N-[4-methoxy-3-(4,methyl-1-piperazinyl)phenyl]-2-methyl-4'-
(methyl-1,2,4-oxadiozol-3-yl)-[1,1-biphenyl]-4-carboxamide) (GSK, France).
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Figure 8a: Puissance d’inhibition (IC50) de différents antidépresseurs pour les
transporteurs a la sérotonine et a la noradrénaline.

D’apres Frazer et al., 2001
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Table III.  Biogenic Amine Reuptake Inhibitory Potendes in Vitro of Antidepressants and Their Metabolites Expressed
as 1Cs; or KF Values, and & Vive 5-HT and NA Reuptake Inhibition Measured as Potentiation of 5-HTP-Tnduced 5-HT
Svndrome and Reversal of Tetrabenazine-Induced Ptosis in Mice, Respectively (Method Described by Hyttel et o, 1997),

Reuptake
inhibition i vive,
Reuptake inhibition in vive, 1Cy or EDs
K# {(nM) {pmollkg, s.c)
Compound Major metabolite 5-HT NA DA 5-HT NA
Amitriptyline 30 24¢ 3.300¢ 17# 2
Nortriptyline 570 34 3.500F B+ o
Dothiepin Tart Joes 5,185%% 65"
Northiaden 192%6 2548 FaggE 9.8
Dothiepin sulfoxide 54025 4,012%% Ti387vE
Northiaden solfoxide 534w 1.048%% SR 727wt
Lofepramine 280~ 2.7 3300¢ 8as 1.0
Desipramine 200 083 0 10i¢ =130 L&
Fluoxetine 6.8° 370 50008 a8 =00
Norfluoxetine 38 S8l 4300
Paroxetine 029 8l 5,100¢ .63 =54
Sertraline 019+ 160F 48 54 =54
Demethylsertraline 45i¢ 4.600¢ 3 800
Fluvoxamine 3.8 6209 42 000 18= =02
Citalopram 1.8¢ 6,100¢ 40,0004 1.8 =0y
Demethylcitalopram 14= T4 28001 170 =12
Bupropion 19,000 1,400 570 130 =140
Hydroxybupropion 105,000 7.0040¢ 23 00
Threchydrobupropion 67, 0ie 16,06 47 bote
Venlafaxine 210 a4l 2800 13 20
O-Demethylvenlafaxine 180¢ 1,160F 13 400¢
Nefazodone it 110# 4704 06 37
a-Hydroxynefazodone 165¢ 3764 30

= Hyttel (1994).

8Heal ef al (1992).

< Muth ef af. (1986, 1991),

4 Eison et al. (1090).

“ Hyttel er gl (1992).

! Reversal of reserpine-induced ptosis in mice, p.0. administration (Taylor er al, 1986).
& Ascher et al. (1995).

"mpfkg, po.
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Puissance d’inhibition (IC50) de différents antidépresseurs pour les

transporteurs a la sérotonine, a la noradrénaline et a la dopamine.

D’aprés Sanchez et Hyttel, 1997.

Figure 8b:



2.3.3 Substances entrainant une déplétion en monoamine

Pour chacun des produits utilisés pour induire des déplétions, ou lésions,
monoaminergiques chez I'animal, des gammes de doses ont été réalisées au préalable.
Les deux principaux critéres utilisés pour définir la dose de produit a utiliser sont le niveau
de déplétion, et la sélectivité d’action de la neurotoxine a la dose considérée. La 5,7-DHT
(neurotoxine spécifique du systeme sérotoninergique) et la 6-OHDA (neurotoxine
spécifique du systéme dopaminergique) sont injectées par voie intracérébroventriculaire,
la procédure d’administration est détaillée dans la partie chirurgie stéréotaxique. Le DSP-
4 (neurotoxine spécifique du systéme noradrénergique) et le p-CPA (inhibiteur de la

synthese de sérotonine) sont administrés par voie i.p.

5,7-Dihydroxytryptamine

La 5,7-DHT (Tocris, France) est une neurotoxine qui, du fait de son analogie de structure
avec la 5-HT, possede une forte affinité pour les sites de recapture des monoamines
(principalement ceux des neurones sérotoninergiques). Sa toxicité repose sur sa capacité
a s’oxyder en composés dicétoniques sous l'action de monoamines oxydases. Ces
composés dicétoniques conduisent a I'hypoxie intraneuronale et a la formation de

radicaux libres.

6-Hydroxydopamine

La 6-OHDA (Sigma, France) est un analogue hydroxylé de la dopamine qui va induire une
destruction des neurones dopaminergiques, par une production importante de radicaux
libres : d'une part, le peroxyde d'hydrogene, producteur d’ions hydroxyles, serait produit
par la désamination de la 6-OHDA par la monoamine oxydase, d’autre part de fortes
quantités de radicaux hydroxyles seraient formées par I'auto oxydation de la 6-OHDA. De
plus la 6-OHDA inhibe I'activité du complexe | de la chaine respiratoire mitochondriale et
induit une chute du potentiel membranaire mitochondriale. La 6-OHDA entre dans les
cellules dopaminergiques probablement du fait de son analogie structurale avec la

dopamine.

DSP-4
Le DSP-4 ([N-(2-chloroéthyl)-N-éthyl-2-bromobenzylamine HCI]; Sigma, France) va

former de l'aziridium, un cation qui va endommager un élément de la membrane des
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neurones noradrénergiques issus du locus coeruleus. La Iésion du systéme
noradrénergique est réalisée par 'administration d’'une dose unique de DSP-4 (50 mg/kg)
par voie intra-péritonéale (i.p.) 168 heures avant le test. Aprés le traitement les animaux

sont replacés par cage de 18 animaux dans I'animalerie.

p-CPA

Le p-CPA ([para-chlorophénylalanine] ; Sigma, France) exerce son activité en inhibant
une enzyme intervenant dans la synthése de la sérotonine, la tryptophane hydroxylase.
La déplétion en sérotonine est obtenue par 'administration répétée de p-CPA 72, 48 et 24
heures avant le test (300 mg/kg.) L’action de ce produit est réversible dans le temps, d’ou
le terme de déplétion et non de lésion. Le produit est utilisé sous forme de sel (méthyl-

esther) soluble dans I'eau distillée.
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2.4 Chirurgie Stéréotaxique

Les souris sont anesthésiées avec de I'hydrate de chloral (400 mg/kg ; i.p.) puis placées
sur un appareil de stéréotaxie, maintenues a I'aide de barres d’oreilles et d’'un étau buccal
fixant la machoire supérieure. L’appareil stéréotaxique est équipé d’'un systéme de 3 axes
avec vis micrométriques permettant le déplacement dans les 3 axes (antéro-postérieur :
AP, latéral : L et ventral : V) du bras portant les canules d’injection (ou le nanoinjecteur).
La peau du crane est incisée en suivant un axe antéropostérieur ; I'application d’eau
oxygénée (10 volumes) sur 'os crénien permet alors la mise en évidence des lignes de
suture. Le Bregma (point d’intersection entre ces lignes) sert de point de référence pour
l'implantation des canules. Les coordonnées des structures sont déterminées a partir de
latlas stéréotaxiques (Swiss: Franklin et Paxinos 1997 ; 129/Sv: Comparative
Cytoarchitectonic atlas of the C57BL/6 and 129/Sv Mouse Brains, Elsevier Science). L’'os
du crane est ensuite percé en deux points (droite et gauche) pour permettre I'implantation
des guides canules (injection locale d’anpirtoline) ou la descente de la seringue Hamilton
(Iésion des systémes sérotoninergiques et dopaminergiques).

Les coordonnées stéréotaxiques utilisées sont :

-pour 'hippocampe : AP : -25mm,L: 1 mm,V:+1,5mm.

-pour le cortex frontal : AP : + 1 mm, L: 2 mm, V : -1,7 mm.

-pour le Caudate Putamen : AP : O mm, L: 2 mm,V :-3 mm.

-pour la Substance Noire : AP : -3,3 mm,L:+1,5mm, V:-45mm.

-pour les ventricules (souris Swiss) : AP :-0,6 mm;L:+1,2mm,V:-22 mm.

-pour les ventricules (souris 129/Sv) : AP :--0,7 mm ;L:+£1 mm,V :-3,5 mm.
2.4.1 Injection i.c.v. de neurotoxine
2.4.1.1 Injection de 5,7-DHT

La lésion du systéme sérotoninergique est réalisée a I'aide d’'une neurotoxine sélective,
la 5,7-DHT. La 5,7-DHT est injectée aprés dissolution dans un mélange eau ultra
pure/acide ascorbique (0,1%) (afin d’éviter son auto oxydation). 1,5 uL de solution de 5,7-
DHT (soit 11,4 ug de 5,7-DHT pure) sont injectés par voie i.c.v. dans les ventricules droits
et gauches a I'aide d’un nanoperfuseur motorisé KDS 310 (Phymep, Paris, France).

Afin d’augmenter la sélectivité d’action de la neurotoxine, I'animal est préalablement

traité avec de la désipramine et de la nomifensine:
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La désipramine a pour but d’empécher I'entrée de la neurotoxine dans les neurones
noradrénergiques et donc d’éviter la déplétion en NA en bloquant son transporteur. La
désipramine (20 mg/kg) est dissoute dans de 'eau distillée, puis est administrée par voie
intra-péritonéale (i.p., 25 ml/kg) 30 minutes avant l'injection de 5,7-DHT.

La nomifensine a pour but d’'empécher I'entrée de la neurotoxine dans les neurones
dopaminergiques et donc d’éviter la déplétion des concentrations cérébrales de DA en
bloquant son transporteur. La nomifensine (15 mg/kg) est dissoute dans de I'eau distillée,

puis est administrée par voie i.p. (25 ml/kg) 30 minutes avant l'injection de 5,7-DHT.

Le protocole que nous avons suivi est sensiblement le méme que celui utilisé par
Harrison et al. (1997).

L’animal est anesthésié 5 minutes aprés I'administration i.p. de désipramine et de
nomifensine. Il est ensuite placé sur un appareil stéréotaxique afin de réaliser une
injection intracérébroventriculaire (i.c.v.) bilatérale précise de la neurotoxine. L’aiguille du
nanoinjecteur est descendue aux coordonnées souhaitées (la descente et la remontée de
l'aiguille se font lentement, 1mm/min, afin d’éviter de léser le tissu cérébral). L'injection de
la 5,7-DHT est alors effectuée a un débit de 0,2 puL/min pendant 7,5 minutes, puis le
perfuseur est laissé en place pendant 2 minutes aprés I'arrét de l'injection afin d’éviter le

reflux de la neurotoxine.

Aprés injection, les animaux sont placés en cage individuelle pendant 14 jours afin de
laisser la toxine exercer ses effets.

Au 14éme jour, les souris sont soit sacrifiees (détermination de la dose de toxine active
par dosage des taux résiduels de neurotransmetteurs et de leurs principaux métabolites
sur les homogénats de parties de cerveaux de souris ou par autoradiographie), soit

utilisées dans un test comportemental, le FST.

2.41.2 Injection de 6-OHDA

Le protocole suivi est similaire a celui de la 5,7-DHT. La 6-OHDA (6-hydroxydopamine)
est également dissoute dans de I'acide ascorbique (0,1%), puis administrée par voie i.c.v.
bilatéral (30ug) gréce au nanoinjecteur. 30 minutes avant linjection, les systémes
noradrénergiques et sérotoninergiques sont protégés par 'administration de désipramine
(25 mg/kg) et de paroxétine (16 mg/kg).
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2.4.2 Injection locale d’anpirtoline

L’injection est réalisée chez des animaux vigiles libres de tout mouvement.

Systéme d’injection
Le systéme d’injection est constitué de deux parties :

- un guide canule (tube en acier inoxydable de 0,60 mm de diamétre externe et de
0,35 mm de diamétre interne, de 7 @ 11 mm de long selon la structure cérébrale
visée) (UNIMED, Suisse) implanté directement dans les tissus cérébraux.

- une canule d’injection constituée d'un tube en acier inoxydable (0,30 mm de
diamétre externe et 0,15 mm de diamétre interne, 18 a 25 mm de long) coulissant
parfaitement dans le guide canule. La longueur de la canule est ajustée, a l'aide
d’'un guide canule, de fagcon a ce qu'elle ne dépasse pas du guide canule

lorsqu’elle y est introduite.

Chirurgie stéréotaxique

Le guide canule est fixé avec un ciment dentaire verre ionomére GC Fuji IX (Henri Shein,
France) qui est appliqué sur la boite cranienne de I'animal. Puis un fil d’acier est inséré
dans le guide canule afin d’éviter son obturation. L’animal est ensuite placé dans une
cage individuelle pendant 3 jours pour la récupération puis replacé par groupe de 6

animaux. Le passage dans le test comportemental se fait 7 jours aprés I'opération.

Préparation de la solution
L’anpirtoline est dissoute dans une solution de liquide cérébro-spinal artificiel (aCSF) et la
concentration de la solution est adaptée en fonction du volume injecté. Les souris

contréles regoivent une injection locale d’aCSF.

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 contrdles ou d’anpirtoline
dissout dans 'aCSF pour les souris traitées. Avant l'injection le fil d’acier est retiré du
guide canule et remplacé par la canule. Le volume injecté est de 0,4 pl par coté (d’ou un
volume par souris de 0,8 ul) avec une vitesse d’injection de 0,2 ul/min. Les souris sont

soumises au test comportemental immédiatement aprés la fin de I'injection.
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2.5 Vérification des déplétions monoaminergiques

251 Prélevement 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 -7°C (Figure 8). Quatre structures cérébrales (hypothalamus, hippocampe,
striatum et cortex) sont isolées selon la technique d’lversen et Glowinski (1966)
développée pour le rat et que nous avons adapté a la souris. Le cervelet est retiré puis le
cerveau est posé sur la face dorsale afin de prélever I'hypothalamus. Ensuite les deux
hémisphéres sont séparés pour pouvoir prélever I'hippocampe de chaque hémisphére. Le
corps calleux est 6té pour pouvoir prélever le striatum et le tissu restant correspond au

cortex (Figure 9).

Figure 9 : Plaque réfrigérante
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Figure 10 : Prélévements des tissus cérébraux
D’aprés (Chenu et al., 2006)

98



2.5.2 Mesure des concentrations tissulaires de monoamines

Etude n°3 :

Mise au point de la technique de dosage des monoamines tissulaires

Chaque structure est placée dans un tube de polypropyléne d’'une capacité de 1,5 ml
préalablement pesé. 600ul, pour les tubes contenant I'’hypothalamus et I'’hippocampe, et
1200ul, pour les tubes contenant le striatum et le cortex, d’une solution acide contenant
8,8 mg d’acide ascorbique, 122mg d’EDTA dans 1litre d’acide perchlorique 0,1 M sont
ajoutés dans chaque tube. Les tissus sont ensuite disloqués par ultrasons (Branson
Sonifer) puis centrifugés a 12000g pendant 10min a une température de + 4°C (Hareus
Biofuge). Le surnageant est enfin prélevé est stocké a — 80°C avant I'analyse HLPC

(chromatographie en phase liquide a haute performance).
L’intégralité de la technique de dosage a fait 'objet d’'une publication dans un article de

méthodologie. Cet article reprend également les gammes de dose de deux des produits

utilisés pour induire des déplétions monoaminergiques, le DSP-4 et le p-CPA.
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Specificity and efficacy of noradrenaline, serotonin depletion in
discrete brain areas of Swiss mice by neurotoxins
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Ahstrawt

The alm of this work is w0 define newrotoxhins doses 10 have efficient and specific depletion of norsdrenaline (MA), serolonin (53-HT)
nedrotransmission in cortex, striatum, hippocampas and hy pothalamus of Swiss mice afier Intraperitoneal administration of, respectively. v
{2-chloroethy | N-cihyl-2-bromuobenzy lamine hydrochloride {DSP-4) and para-chlorophenylalonine methyl eser hvdrochoride (PUPA),. The
nenratransmibiers concentralions were determined by high performance lguid chromatography with amperometric detection. The mimimal
sengle dose mecessary o produce o highly significam decrame of NA levels (p< 001 i comparison with contred group) i hypothalumes
{—44%), hippocampies {—9 1%, striatum | —40%) end cortex | —68%) was 30 meke bui DA and 3-HT levels wene modified. respectively,
in hypothalnmus and siriamm. Three doses of POPA 300 mg'ke over 3 consecutive doys imvolve o profound depletion of 5-HT tansmission
i all discrete brain aneas but NA and DA levels were nlso sipnificantly reduced. In conclission, DEP-4 has a different efficocy in discrete
bruin arcas with a seradrenergic specificity which s not alsute, PCPA has o similer efficacy in all broin arcas but is unspecific of S-HT

transmission,
) MK Elsevier BV, All rights reserved.

Kevwonty heorsdrenaling, Sevommin: Swiss mice; Depletion

1. Introduction

The depletion of noradrenaling (NA) or serotonin (5-HT)
newrotransmiission in brain by neurstoxins wre methods com-
maonly wsed in particular o investigate models of neuropsy-
chiatric diseases in rodents. Thus, Srinivasan and Schmidi
{2004 ) showed the importance of noradrenergic pathapkys-
iology in Parkinson’s disease thanks io a Parkinson's ani-
mal model with additional noradrenergic lesions. Recently,
Slattery ct al. (2005) demonstrated thoat the antidepressant-
like properties of GABA (B) receptor antagodsts in the
forged swin test was abolished by 5-HT depletion. In our
laboratory, depletion of NA and 3-HT systems by neuro-
toxing is used to investigate the mechanism of action of
drug in animal models of anxiety, such as the four-plate

* Ciercspomding mughor. Tel: +33 2 40084087, G +33 2 40083996
E-pocarl airtebreecs; erig dailly e his-names fr (E. Dallv

B6S=N2 LS ~ see fromt muter © 2005 Elevier B, Al rights ressrved
dod; 140, DO prrounith. 2005, 06 (HK

test ( Bourin ef al., 2005), However, the specificity of deple-
ticn for a monoamine system is frequently not absolute and
the degres of depletion s variable between discrete brain
areas, strains and species of rodents which affects the inter-
pretation of results obtained with newrvtrmnsminers depleted
anirmals {Fornai et al., 199}, Moreover, mostof these studies
which investigated the specificity and efficacy of depletion
by newrotoxing were conducted in rats. Swiss mice are a
commonly used strain of mice and detailed studics describ-
ing the efficacy and specificity of neurotoxins in discrete
brar areas i this strain of mice are lseking. The amm of
this work s 10 define optimal doses of neurotoxins o obdain
the mose efficient and specific depletion of NA or 3-HT sys-
tem by neurstoxins in Swiss mice. The neurotoxins which
were investigated are parg-chloropheny lalanine methyl ester
hydrochloride (PCPA) which crosses blood brain barrier
better than para-chlorophenylalunine, a seroloninergic neu-
rotoxin (Frama et al, 1973} and N<2-chloroethy[}-N-ethyi-
2-bromobenzylamine hydrochioride (DSP-4) { Hallman and
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Jorason, 1984) which is usually presented as o selective nom-
drenergmic neurodoxan. Efficacy and specifity of depletion m
hippocampis, hypothalanus, striatum and cortex were eval-
uated by & biochemical approach after intrapentonesl (1p.)
adminstratson of PCRA and DEP-4.

L. Maierials and methods
21, Chemucals

Ascorbae soid, aitne aesd monohydrate and sodivm acetate
tribydmte were purchased from Merck (Darmstadt, Ger-
manv), DA, 5-HT, NA, cctanesulfonic acid sodium salt,
POPA and DEP-4 were from Sigma (Samt Lows, USA)
ethylendinminetetracetic acid tetresodiom salt (EDTA) and
dibaitylamiine were from Fluks Cheme (Buchs, Germany)
and methyl aleohol for analysis from Carlo Erba (Val de
Reuil, France).

2.2, Animais

Expenments were carriad oul on male Swiss mice (Cen-
tre o elevage Janver, Le Genest, France)d 4 weeks old and
weighing 18-20g Mice were howsed i groups of |8 per
cage (#hcm = 28em « | Tom), in the standard conditions of
the animel roem (20 + 1 °C, standard lisht/dark evele light on
al Tam., off @ Tpm ) with [reé access to food and water for
a period of 1 week before use. Each experimental group con-
sasted of naive mndom |y grouped mice of the same welght,
wihich were used only onee,

2.3 NA and 3-HT depletions

PCPA and DSF-4 were dissolved edemporancously m
distilled water, PCRA {100, 300, 500, 700 and SO0mghg)
and DEP-4 {10, 30, 30, T and 90mg k) wera admmasterad
ip. respectively, 72, 48 and 24h for PCPA and 168h for
DSP-4 before brain dissection under a volume of 25 mlkg,
Acpording toneurotosms sobubi lity inwater, mages of PORA
and 8P4 doses were selected to try to reach, respoc-
tively, o total depletion of 5-HT and NA systems i bram
gsechions. The control proup receved only distilled water
ithree injections tor PCPA control group and one injection
fior DEP-4 control growp). For comtrol groups and for each
dose of PCPA or DEP-4, the group was composed of 10
animals

24, Prepargfion of sanples

Mice were killed by cervical dislocation without anaes-
thesis. The brain was rapidly removed from the crmnium
and dissecied on o cooled aluminum spparstus. The bram
sections (corex, strintum, hippocampus and hypothalamus)
were weighed into o 15 ml polypropylene tube, Six hundred
eicrolitres {for tubes containing hippocampus or hypothala-

mus) of an acid solution (8.8 mg of ascorbic ncid and 122mg
of EDTA in 1000 m] of perchlorio ackd 0.1 3 and 1200 pul
(far tubes contaming cortex and stratum) were added 10
cach tube Tissue was then disrapted by somcation. After
somacition, the soluton was centrifuged ot 12,000 - g for
10minat +4 °C, The supematant was stored at — 807C hafore
use.

2.5 HPLC analvsis

The HPLC svstem was composed of an 1socratic Var-
mn Prostar model 210 pump (Sunnyvale, U5A), & cooled
Waters Wisp mode] 717 autosample injector (Milford, USA),
a Diécade amperometnic detector (Leiden, The Netherlands)
with an electrochemicnl Antee Levden model VT-03 Flow
cell (Zolterwoude, The Netherlands) and o C18 column
(Nucleodl, 5 pm particule size, 15om, Colochrom, Gagny,
France). The chromatographic conditions were (1} & mobile
phase composed of 4.2 g/l of citric acid monohydeate, 6.8 g1
of sodium acetate nkvdmie, 0.8 2 of actanesulphonic acid
soidium salt, (.05 g1 of EDTA, 002% (vv) dibutyl amine,
Mo (viv) methy] alcohol (i1} a mate Aow of 1.6ml'min (ii}
a todal runtime of 25 mun, () 20 pl of the supematant
(hatt diluted in the acid solution for siristum and conex 10
avoid the saturation of the detector by DA) were injected
mio the HPLC system and (v ) the potential of detection was
048 ¥ For each snalyss, a sel of standards conlmning var-
1ois concentrations of each compound (MNA, DA and 5-HT)
was prepaced m the acid solution. The calibration curves
were caleulated by a lnear regression. The concentrations
of compounids in the supematant were determuned from the
peak anca of each compound and compared with the standard

curve.
206, Sraristical analyeis

Stavstical comparisons of the average monoamines levels
were perfomed imitially vis an oné-way analys=is of varmnge
{ANOVA) Tor independent groups, after verifving the normal-
ity of distnbution by & Kolmogoraf-Smirov non- parametric
test, If any statistical change was ohserved, dma was fur-
ther analysed using post hoc compansons, with a Fisher test,
1 detect eventi] differences betwesn control and depleted
EToups.

3. Resnlis

The results of NA, DA and 5-HT depletion by DSP-4
are present in Fig. 1 and Teble | The mmimal dose nec-
easary to produce a highly significant decrease (p<0.01) of
MNA levels m all discrete bram areas 15 30mglig. NA levels
decrease in compartson with controls of 44% i hypothala-
mus, 910 m hippocampas, 40P in stretem and 68% m cortex
after admirustration of DEP-4 50mgkg With this dose, a
sigruficant deerease ol DA level {—38%) was obhserved in
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of D5P-4 on noradrencrgic nourons 15 not absolute smce
o significant merease of 5-HT was observed i striatum

levele m lypolhalemus (1), lippocampus (21 simstam (3) sl cortex (4)
and a significant de

of Swiss mide. bar and evor b corespond wills mean uw] 5.E mein
Differanices belween growps wiere malyied viga ane

camirel,

4
Fig

enssn pbfu 2 anssy o G

12

ul, 1994), the minimal doses of DSP-4 necessary 1o have

a hughly aygnificant depletion of NA 18 a single 1p. inpec-
able exdent of MA depletion was observed in discrele brain

hypothalamus. According to Fomai et al. (1996), a van-

Ty Fisher test if ANOWA was significant "™ p<0.001 in comparison with
twon of S0mpke in Swiss mice, However, the selectivi

4. DMiscussion
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nreas. A dmmatic (over —90%) NA depletion ocoumed in
hippocampues, a significamt depletion in cortex and a lim-
itec] depletion in stratam and hypothalamus. The varation
of NA decrease between brain arcas could be the conse-
quence of a higher affinity for [X5P-4 of noradrenergic axons
nrising from locos coerulews compared with extri-coenaleus
noradrenergic termunals and & higher relative smount of
eoeruleus versus exdra-coeruleus noradrenergic ixons in the
hippocamps ansing [rom locus coeruleus compared with
extra-coeruleus noradreneric terminals (Zaczek et nl, 1990}
The dmmatic decrense in the hippocampus = consistent
with previous results ohtained with C57 Black mice {over
—07%). However, this depletion is higher than depletion
oblained n Swiss-Webster mice (—71%) (Farmal & al.
1996) Similarly, these differences between strama could be
explained by a relative higher ameunt of coeruleus versus
extr-coeruleds noradrensipae axons in the ippocampus of
37 Back and Swiss mice in companson with Swiss-Webster
mmice.

POPA, which i usunlly presented as a 5-HT synthesis
inhibitor induced & decrease of 3-HT level in diserete brain
areas. This resuli 15 comsestent with the decrease of 5-HT
{~71.7%%) observed by Dursun and Handley (1993) in the
whale bramn of Aston Bred malbe MFI mice reated with thres
doses of FCPA (300 mgkg. 1p.) 24, 48 and 72 before killing
mice, However, no detniled study describing the effects of
PCPA on 5-HT, MNA and DA in different brun sreas of
mmice was svailuble Our study showed thal the specificity
of this depletion was nol absolule in Swiss mice A signifi-
cant decrease of NA i hypothalems, DA in bypotha lanus
and singtum wies found with three doses of PCPA, M0mg/kg
This resalt in Swiss mice is consiatent with a previous study
in Long-Evans rats: Dringenberg et al. (19495) showed that
PCPA could induce a prafound depletion (over —90%) of
5-HT level and a significant decrease of MA and DA levels
mn the whole brain of mts treated with 500mgkg POPA 2
consecutive days.

In conchesion, our study (1) showed that [SF-4 (= single
SOmpde administration p.) had & different efficacy in dis-
crete briin areas with a nofdrenerme speafiaity which was
not shsolute and (1) showed that PCPA (300mpke, 1p., 3
consecutve davs) had a smilar efficacy tnall bean ares and
whs an unspacific nouratoxm of 5-HT system in Swiss mice
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Analyse statistique

Les analyses statistiques ont été réalisées a I'aide du logiciel SIGMASTAT. Les résultats
sont exprimés sous forme de moyenne des valeurs mesurées * écart standard a la
moyenne (S.E.M.). Les parametres suivis sont :

- le nombre de coupures de faisceau dans le test d’actimétrie,

- le temps d'immobilité en seconde dans le FST

- les concentrations (en ng/g de tissus) monoaminergiques lors des dosages

tissulaires.

Les résultats des tests comportementaux ont été analysés a l'aide d’'une analyse de
variance (ANOVA) a deux facteurs (prétraitement ou souche x traitement) ; alors que les
études de neurochimie ont été analysées par une ANOVA a 1 facteur (déplétion).
Siily a lieu, TANOVA est suivi d’un test a posteriori de Student Newman Keuls.

Le seuil de significativité est fixé a p<0.05.
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3.0 RESULTATS
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Etude n°4 :

Evaluation des effets de type antidépresseur consécutifs a I'activation des

hétérorécepteurs 5-HT g

5-HT g heteroreceptor activation induces an antidepressant-like effect in 5,7-DHT-treated

mice

Franck Chenu, Denis J.P. David, Cédric Przybylski, Isabelle Leroux-Nicollet, Erwan Le

Maitre, René Hen, Alain M. Gardier, and Michel Bourin

Soumis dans Psychopharmacology
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Objectif de I’étude n°4 :

Différents travaux ont mis en évidence le fait que les agonistes des récepteurs 5-HT g
permettent d’induire chez I'animal un effet de type antidépresseur. Cependant, il est
maintenant clairement établi que l'activation de ces récepteurs s’accompagne d’une
diminution de la libération de sérotonine, d’'une diminution de Il'activité électrique des
neurones sérotoninergiques, ainsi que d’'une diminution de la synthése de sérotonine. Ces
modifications de parametres biochimiques et électrophysiologiques n’étant pas
compatibles avec les effets comportementaux observés, nous avons émis I'hypothése
que l'effet de type antidépresseur pourrait étre lié a I'activation des hétérorécepteurs 5-
HT4g.

Toutefois, aucune étude ne permettait de confirmer cette hypothése. Les récepteurs 5-
HT1g pré et postsynaptiques ayant la méme structure, il n’existe donc pas de ligands
sélectifs de I'un, ou l'autre de ces deux sous-types de récepteurs.

Nous avons évalué les effets de I'anpirtoline chez des animaux mutants ne présentant
pas de récepteurs 5-HTqg (souris « knockout », KO 5-HT4g) afin de démontrer que les
effets observés sont bien imputables au récepteur sérotoninergique de type 1B. Afin
d’évaluer les effets comportementaux relatifs a I'activation des seuls hétérorécepteurs 5-
HT1g, nous avons réalisé une destruction des afférences sérotoninergiques (et donc des
autorécepteurs 5-HT g situés sur ces neurones) a l'aide d’'une neurotoxine spécifique, la
5,7-DHT. Le niveau de déplétion en sérotonine a été évalué a I'aide de deux techniques
différentes, le dosage tissulaire et 'autoradiographie du transporteur a la sérotonine. Une
fois la déplétion réalisée, nous avons administré un agoniste de ces récepteurs

('anpirtoline) par voie i.p..
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Abstract

Rationale: 1t was demonstrated that absence, or blockade, of 5-HTg receptors,
potentiates the increase in extracellular serotonin (5-HT) levels in the hippocampus
induced by a single i.p. administration of Selective Serotonin Reuptake Inhibitors (SSRI) in
mice. However, this increase has not been correlated with antidepressant-like (AD-like)
activity in the mice forced swim test.

Objectives: We postulated that activation of postsynaptic 5-HT g heteroreceptors could
mediate an AD-like effect.

Methods: This hypothesis was explored by inducing a selective destruction of
presynaptic 5-HT neurons (and 5-HT4g autoreceptors) with a selective neurotoxin, 5,7-
dihydroxytryptamine (5,7-DHT) administered by intracerebroventricular route in 129/Sv
mice. Depletion level and selectivity of action of 5,7-DHT were estimated by
measurements of neurotransmitters and metabolite tissue levels in discrete brain regions.

Results: An intracerebroventricular administration of 5,7-DHT led to 5-HT and 5-HIAA
depletions of 76.5% and 75.4% in the hippocampus and 42.2% and 45.3% in the cortex,
respectively. The serotonergic lesions by 5,7-DHT was confirmed by the decreased
binding of [*H]-Citalopram to serotonin transporter in both areas (-78% and -45% in the
hippocampus and cortex, respectively). A single i.p. administration of active doses of
anpirtoline (5-HT1g receptor agonist) in sham-operated and in 5,7-DHT-treated-mice
induced a dose-dependent AD-like activity with a greater effect in 5,7-DHT-treated-mice (-
19% and -26%) than in sham-operated-mice (-5% and -10%) at 4 and 8 mg/kg,
respectively. As expected, anpirtoline was devoid of effects in 5-HT4g -/- mice.

Conclusion: These data suggest that the AD-like activity of anpirtoline measured in 5,7-
DHT-lesioned-mice depends on 5-HT4g heteroreceptors stimulation (autoreceptors being

destroyed by the neurotoxin).

Keywords: 5-HT4g receptors, 5,7-DHT, FST, monoamines, depletion, mice.
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Introduction

By using intracerebral in vivo microdialysis, our team and others demonstrated that the
absence of 5-HT4g receptors in knockout mice, or its blockade by a selective 5-HT4g
receptor antagonist (GR127935) potentiates the increase in the extracellular serotonin
levels ([5-HT]ec) induced by a single intra-peritoneal (i.p.) administration of Selective
Serotonin Reuptake Inhibitors (SSRIs: citalopram, fluoxetine and paroxetine) (De Groote
et al. 2002a; b; Gobert et al. 1997; Malagie et al. 2002; Malagie et al. 2001). These data
suggest that activation of 5-HTg autoreceptors limit the effects of SSRIs on dialysate 5-
HT levels at serotonergic nerve terminals in both hippocampus and cortex areas.
Surprisingly, this increase in [5-HT]ec was not correlated with an increase of the
antidepressant-like (AD-like) activity evaluated by using the forced swimming test (FST) in
mice (Gardier et al. 2001). At the opposite, we found that SSRI-induced decrease in
immobility time in the FST is absent in 5-HT1g knockout mice and blocked by GR127935
in wild-type suggesting therefore that activation of postsynaptic 5-HT1g heteroreceptors
mediate the AD-like effects of SSRIs. We postulated that the AD-like effect of 5-HT4g
receptor agonists, and probably those of SSRIs, might be mediated by activation of 5-
HT1g heteroreceptors.

The aim of the present study was to demonstrate that activation of these heteroreceptors
by a direct 5-HT1g receptor agonist, anpirtoline, can mediate AD-like effects in mice,
similarly to the results obtained with SSRIs (O'Neill and Conway 2001; Redrobe and
Bourin 1999). This was explored by performing several experiments in mice lesionned
with a neurotoxin, 5,7-dihydroxytryptamine (5,7-DHT), thus lacking presynaptic 5-HT4g
autoreceptors, but still having postsynaptic 5-HT4g heteroreceptors (Maroteaux et al.
1992). Postsynaptic 5-HTg receptors are located on non serotonergic neurons such as
dopaminergic (Galloway et al. 1993; Sarhan et al. 1999; Sarhan et al. 2000),
glutamatergic (Bobker and Williams 1989; Boeijinga and Boddeke 1996), acetylcholinergic

(Cassel et al. 1995; Maura et al. 1989; Maura and Raiteri 1986), and GABAergic neurons
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(Feuerstein et al. 1996), and are not affected by the neurotoxin: in 1997, Harrison et al.
induced a depletion of 5-HT brain levels using 5,7-DHT and demonstrated that other
monoamine levels were not significantly affected by the lesion. We thus induced a
selective destruction of presynaptic 5-HT axons and cell bodies with 5,7-DHT
administered by an intracerebroventricular (i.c.v.) route to 129/Sv mice.

Similarly to D'Souza et al. (2002), two sets of experiments were performed on the
brain to test for the selectivity of the neurotoxin 5,7-DHT to destroy 5-HT-containing nerve
terminals, 14 days after its i.c.v. injection. First, some mice were killed by cervical
dislocation to determine the depletion of brain tissue levels of serotonin (Harrison et al.
1997; Nelson et al. 1978). Second, a [*H]-citalopram binding study was performed to
analyze, in several brain areas, the degree of occupancy of the serotonin transporter by a
SSRI and the extent of impairment of the high affinity serotonin uptake site in these mice
(Montanez et al. 2003; Romero et al. 1998). These two experiments studied the degree of
serotonergic neurotransmission impairment following neurotoxin injection to mice.

Behavioural effects obtained after injection of anpirtoline (chosen because of its ability
to cross the blood-brain-barrier; Schlicker et al. 1992; Swedberg et al. 1992) on lesionned
mice should be considered as resulting from the activation of 5-HT g heteroreceptors only
(some mice have been then sacrified and monoamine levels have been evaluated to

confirm the depletion level on tested mice).

Materiels and Methods

Animals

The founders of the wild-type and mutant colonies used in the present study were the
product of heterozygous matings made at the animal facility of Columbia University.

These founders were shipped to France and their offspring were bred and reared in
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independent colonies as already described (Malagie et al. 2001). Wild-type and KO 5-
HT1g mice were obtained from a pure 129/Sv genetic background.

They were housed in groups of 20 per cage (40 cm x 28 cm x 17 cm) on a 12:12h
light: dark cycle (lights on 07.00 hours) and had free access to food and water. The
ambient temperature of the room was maintained at 21 + 1°C and the humidity was 50%.
All experiments were performed within the guidelines of the French Ministry of Agriculture

for experiments with laboratory animals (law 87 848).

Surgical procedures

All mice were pretreated 30 minutes prior to i.c.v. administration of 5,7-DHT (or
vehicle) with i.p. injections of 20 mg/kg desipramine HCI (Ciba Geigy) and 25 mg/kg of
nomifensine maleate (Ciba Geigy) to protect norepinephrine (NE) and dopamine (DA)-
containing neurons (Bjorklund et al. 1975). They were then anaesthetised with chloral
hydrate (400 mg/kg, i.p.) and were placed in a ASI stereotaxic instrument fitted with
atraumatic earbars. 5,7-Dihydroxytryptamine creatinin sulphate (5,7-DHT) dissolved in
0.1% ascorbic acid was injected using an infusion pump (KDScientific) at a flow rate of 0.2
ML/min for 7.5 min, and the needle was left in place for a further 2 min before removal to
prevent efflux of the injected solution. Treated mice received a Dbilateral
intracerebroventricular (i.c.v.) injection of 11.4 ug of 5,7-DHT (free base); coordinates
from Bregma (mm): anterior = -0.7, lateral = + 1, ventral = -3.5. After surgery, a post
operative period of 14 days was necessary to allow the degeneration of 5-HT containing
neurons (delay of action of neurotoxin; Bjorklund et al. 1975).

After these 14 days, two groups of treated mice were killed by cervical dislocation to
determine the serotonin depletion levels and the selectivity of action of the neurotoxin
(HPLC brain tissue dosage and [*H]-citalopram binding). Two other groups were used for

behavioural studies (locomotor activity and forced swimming test; the depletion level was
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confirmed on these mice by HPLC brain tissue dosage the day after the test). Anpirtoline,
a 5-HT g receptor agonist, was dissolved in water and administered i.p. 30 minutes before

both behavioural tests.

Determination of depletion level and selectivity of action of 5,7-DHT
Measurements of neurotransmitters and metabolite concentrations in discrete brain
region:

Preparation of samples and HPLC analysis

Mice were killed by cervical dislocation without anaesthesia. The brain was rapidly
removed from the cranium and dissected on a cooled aluminium apparatus as we
previously described (Chenu et al. 2006). The brain sections (cortex and hippocampus)
were weighed into a 1.5 ml polypropylene tube. 600 uL (for tubes containing
hippocampus) and 1200 L (for tubes containing cortex) of an acid solution (8.8 mg of
ascorbic acid and 122 mg of EDTA in 1000 ml of perchloric acid 0.1 M) were added to
each tube. Tissue was then disrupted by sonication and, the solution was centrifuged at
12000 g for 10 min at + 4°C. The supernatant was stored at —80°C before use.

The preparation of samples and the HPLC analysis were fully described in a recent

methodological article (Dailly et al. 2006).

Autoradiographic studies

After sacrifice, the brains were quickly removed, frozen in isopentane at -30°C and
stored at -80°C until used. Coronal 20um tissue sections were cut in a cryostat at -20°C
(Microm HM 560) throughout the hindbrain and thaw-mounted onto chrome-alum 5%-
gelatine 0.5%-coated slides. Slides were dried and stored dessicated at -80°C until used
(Naudon et al. 2001). Then, we performed binding of [*H]-citalopram on the serotonin
neuronal transporter. Before autoradiographic experiments, brain sections were thawed

under vacuum for 20 min, then stored at room temperature until incubation.
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Autoradiographic study with ligand was performed on adjacent slices from the same

animals.

[PH]-citalopram binding (D'Amato et al. 1987)

Slides were preincubated for 15 min at room temperature in Tris buffer (Tris HCI 50
mM, NaCl 120 mM, KCI 5 mM; pH 7.4). To assess total binding, incubation was performed
at room temperature for 1h in coplin-jars containing 30 ml for 10 slides of the same buffer
with 1 nM [*H]-citalopram (Spec. Act. 84.2 Ci/mmol, NEN-Perkin Elmer). Non specific
binding was evaluated on adjacent sections incubated in the same conditions plus 10° M
fluoxetine (Lilly). Then, the slides were dipped into buffer, rinsed twice in the same buffer
at 4°C during 10 min, and dipped in distilled water. Slides were dried under a cold air
stream for 30 min and allowed to dry overnight. The sections were then apposed on
Biomax MR films (Kodak) for 4 weeks, with ftritiated standard strips (Amersham).
Quantification of autoradiograms was performed using a computerized image analysis
system (Samba Technologies, Meylan, France).

Since 5-HT4g autoreceptors are located on presynaptic 5-HT nerve terminals, the
decrease in [°H]-citalopram binding sites following 5,7-DHT injection should be therefore
linked to a decrease in the number of 5-HT neurons and to a decrease in the density of 5-

HT g autoreceptors (Compan et al. 1998).

Behavioural tests

Measurement of locomotor activity in mice (Boissier and Simon 1965)

Animals were kept in the darkened test-room at least 1 hour before the test for
habituation. After injection (vehicle or treatment), mice were replaced in their holding
cages for the required injection-test interval, and then individually transfer to the actimeter

for the 10 min test. These animals were different from those used in the forced swimming
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test. The spontaneous activity of naive animals was recorded using a photoelectric
actimeter (OSYS, Laval France). This actimeter consists of a stainless steel apparatus
containing transparent cages in which the animals’ horizontal activity is measured by light
beams connected to a photo-electric cell. The activity is recorded during a 10 minutes
period. The actimeter test is performed independently of the mouse FST to examine the

effect of the drugs on the spontaneous locomotor activity of mice.

Measurement of immobility time in the forced swimming test

The forced swimming test employed was essentially similar to that described
elsewhere (Porsolt et al. 1977). Mice were dropped individually into glass cylinders
(height: 25 cm, diameter: 10 cm) containing 10 cm water, maintained at 23-25°C, and
remained there for 6 min. A mouse was judged to be immobile when it floated in an
upright position and made only small movements to keep its head above water. Six mice
were tested simultaneously, and the time of immobility was recorded during the last 4-min
of the 6-min testing period, thus after 2 min of habituation. The test was performed by the
same well trained experimenters, blind to the treatment administered. Anpirtoline (4 and 8
mg/kg) was injected i.p. 30 minutes before the test. Results are expressed as the

immobility time during the 240-sec test period (mean = S.E.M.).

Data analysis and statistics

Statistical analyses were performed by the use of the computer software Sigmastat. In
behavioural tests, a two-way ANOVA on either the immobility time (FST) or the number of
beams broken (locomotor activity) was performed with the 5-HT depletion (lesionned or
sham) and the drug treatment as main factors followed by a post-hoc Newman-Keuls test.
The depletion in monoamine level and [*H]-citalopram binding were analyzed by a one-

way ANOVA followed by a Newman-Keuls test. Statistical significance was set at p<0.05.
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Results:
1) Effects of anpirtoline treatment on 5-HTg receptor knockout and wild-type non-
operated mice in behavioural studies:

The two-way ANOVA performed (mice genotype x treatment) on the immobility time of
mice (FST) revealed statistically significant main effects of genotype (Wild-Type or 5-HT g
Knockout; Fq35 = 29.29; p<0.001), treatment (saline or anpirtoline; F1.3s = 28.67; p<0.001)
and a significant interaction between these two factors (Fi13s = 25.11; p<0.001).
Anpirtoline injected i.p. in WT mice induced a significant decrease in the immobility time in
the FST (by 15%: 236.7 = 1.8 versus 200.5 + 6.4 sec; p<0.001). Whereas in 5-HTg KO
mice, a 4 mg/kg dose of anpirtoline did not alter the immobility time in the FST (238.1 +
1.1 versus 236.9 + 1.6 sec; p=0.81). Moreover, there was a statistically significant
difference between strains of mice further to administration of anpirtoline (p<0.001),
whereas no changes were obtained following vehicle administration (p=0.78) (Figure 1).

The two-way ANOVA performed (mice genotype x treatment) on the locomotor activity
of mice did not reveal statistically significant effects of genotype (Wild-Type or 5-HT4g
Knockout; F43s = 0.37; p=0.545), treatment (saline or anpirtoline; Fq 35 = 0.217; p=0.644)
factors, nor a significant interaction between these two factors (F13s = 1.141; p=0.293)
(Data not show).

These results suggest that the decrease in immobility time in the FST obtained in WT
mice was not linked to a psychostimulant effect of anpirtoline and that the absence of
effects in KO mice was not linked to a sedative effect of this drug. Antidepressant-like
effect of anpirtoline appears to be mediated by activation of 5-HT g receptors.

The 4 and 8 mg/kg doses were then chosen for the studies in sham-operated and

neurotoxin-treated mice.

2) Effects of 5,7-DHT treatment in mice:
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The i.c.v. perfusion of 22.8 ug of 5,7-DHT (freebase) per mice induced a significant
decrease in 5-HT and of 5-HIAA levels in both cortex (Figure 2a) and hippocampus
(Figure 2b). In the cortex, the decrease in 5-HT levels (one-way ANOVA: lesion,
F1.16=33.6; p<0.001) was of 42.2 % (non lesionned = 797.8 ng/g vs lesionned = 461.15
ng/g of wet weight of tissue), and the decrease in 5-HIAA levels (one-way ANOVA: lesion,
F1.16=33.58; p<0.001) was of 45.3 % (non lesionned = 549.66 ng/g vs lesionned = 300.5
ng/g of wet weight of tissue). In the hippocampus, the decrease in 5-HT levels (one-way
ANOVA: lesion, F447=52.51; p<0.001) was of 76.5 % (non lesionned = 354.16 ng/g vs
lesionned = 83.14 ng/g of wet weight of tissue), and the decrease in 5-HIAA levels (one-
way ANOVA: lesion, F1.15=19.96; p<0.001) was of 75.4 % (non lesionned = 460.4 ng/g vs
lesionned = 113.1 ng/g of wet weight of tissue).

Levels of other neurotransmitters (noradrenaline, dopamine) were not affected by the
5,7-DHT lesion, neither in the hippocampus nor in the cortex (dopamine levels were non
detectable in the hippocampus similarly to that we previously obtained). These results
indicate that the lesion was selective and was limited to the brain serotonergic systems.
The brain turnover of serotonin (5-HIAA/5-HT ratio, mean + SEM; Figure 2c) was not
significantly different between sham-operated and 5,7-DHT lesionned mice (Cortex: sham
=0.72 £ 0.05 and lesionned = 0.74 + 0.08, p=0.77; Hippocampus: sham = 1.43 + 0.16 and

lesionned = 1.46 £ 0.19, p=0.92).

Figure 2A 2B & 2C

We also used an autoradiographic method with [*H]-citalopram to check whether
monoamines depletion was linked to nerve terminal destruction. The autoradiography
showed a decrease in the number of ligand binding sites by -45% in the cortex
(F1.14=22.53; p<0.001) (non lesionned = 49.25 fmol/mg vs lesionned = 27.20 fmol/mg) and

by -78% in the hippocampus (F1.14=210.19; p<0.001) (non lesionned = 58.73 fmol/mg vs
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lesionned = 12.95 fmol/mg) (Figure 3). These results indicate that the destruction of
serotonergic nerve terminals paralleled the decreases in indolamines levels in these two

different brain regions.

Figure 3

3) Effects of anpirtoline on the FST in 5,7-DHT treated mice:

Anpirtoline (4 and 8 mg/kg) was injected i.p. in sham-operated and lesionned mice.
The two-way ANOVA on the immobility time show a significant effect of lesion (sham or
5,7-DHT; F145=19.64; p<0.001), treatment (saline or anpirtoline; F;45=20.81; p<0.001)
factors and a significant interaction between these two factors (F245=4.27; p<0.05). In
sham-operated mice, anpirtoline was devoid of antidepressant-like activity at 4 mg/kg
(p=0.161), but induced an AD-like effect at 8 mg/kg (p<0.05). In 5,7-DHT-treated mice,
anpirtoline induced a significant decrease in the immobility time at both doses (p<0.001 at
4 and 8 mg/kg). For each doses of anpirtoline, the decrease in the immobility time
obtained is significantly greater in 5,7-DHT-treated mice than in sham-operated mice

(p<0.01 and p<0.001 at 4 and 8 mg/kg respectively).

The two-way ANOVA performed on the locomotor activity showed a significant effect
of lesion (sham or 5,7-DHT; F45=7.99; p<0.01), treatment (saline or anpirtoline;
F253=5.72; p<0.01), but no significant interaction between these two factors (F,.45=0.52;
p=0.60). At 4 mg/kg, anpirtoline induced a significant increase in locomotor activity of 5,7-
DHT treated mice (p<0.05). The increase in the number of light beams broken was
significantly greater in 5,7-DHT-treated mice than in sham operated mice receiving 4
mg/kg of anpirtoline (p<0.05).

Taken together, these results suggest that the increase in the swimming attempt of

5,7-DHT-treated mice receiving 4 mg/kg (in comparison to sham-operated mice) obtained
119



in the FST could be linked to a psychostimulant effect of this drug; however, the absence
of psychostimulant effect of the 8 mg/kg dose suggest an enhancement of the
antidepressant-like effect of anpirtoline in serotonin depleted mice.

After these tests the monoamine levels were evaluated in both sham operated and 5,7-
DHT treated mice. The depletion levels were similar to that we previously obtained (data

not shown).

Figure 4 & 5

Discussion:

The first step of this study, i.e. the destruction of the brain serotonergic neurons was
performed to evaluate behavioural consequences of 5-HTg heteroreceptors activation
only (5-HT4g autoreceptors being destroyed by the lesion of serotonin-containing nerve
terminals). Evaluation of monoamines levels showed that the lesion was selective since
noradrenaline and dopamine tissue levels in the cortex and hippocampus were not
statistically affected by 5,7-DHT lesion. 5,7-DHT lesion also induced a partial serotonin
depletion (42% and 76% in the cortex and hippocampus, respectively), which paralleled
the partial impairment of the high affinity serotonin uptake site in several brain areas as
measured by autoradiography with [*H]-citalopram in mice (in the cortex -42% vs -45%
and hippocampus: -76% vs -78%); moreover 5-HT turnover (5-HIAA/5-HT ratio) was not
significantly different between sham and lesionned mice in the cortex (sham: 0.72+0.05;
Lesionned: 0.74+0.08) and in the hippocampus (sham: 1.43+0.16; Lesionned: 1.44+0.13).
Our results obtained in mice are different from those described by Stachowiak et al.
(1986), in which the 5-HIAA/5-HT ratio in the hippocampus significantly increased
following i.c.v. injection of 5,7-DHT in rats. The reasons for these discrepancies are

currently unclear. However, two points must be discussed:
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(i)-it is possible that a compensatory increase in the synthesis and release of 5-HT
from nerve terminals occurred in rats, but not in mice. Moreover, some lesion studies
performed with 5,7-DHT in rats revealed no differences in basal levels of extracellular 5-
HT evaluated by microdialysis (Romero et al. 1998), while others revealed significant
differences (Daszuta et al. 1989). It is highly presumable that these different parameters
(brain tissue depletion, extracellular monoamines levels) are linked to compensatory
mechanisms such as upregulation of receptors and/or variation of its intrinsic activity.

(ii)-the limited loss of 5-HT nerve terminals in 5,7-DHT-treated mice in some brain
areas (e.g. here in the cortex) raises the possibility that some serotonergic axons were
spared by the neurotoxin. Consequently, the presence of nerve terminal 5-HT4g
autoreceptors cannot be excluded: it would imply that their activation by anpirtoline could
participate to its AD-like effects in neutoxin-treated mice. To test for this hypothesis, we
should have increased the icv dose of 5,7-DHT in mice in order to induce a more profound
damage of 5-HT axons and confirm our conclusions regarding the preferential
postsynaptic 5-HT g receptor effects of anpirtoline: however, decreasing the remaining 5-
HT innervation by increasing the 5,7-DHT dose, we would have lost the serotonergic

selectivity of this neurotoxin.

The second part of this study analyzed the potent AD-like effect of anpirtoline
evaluated in the FST (Porsolt et al. 1977). Similarly to what we found in the present study,
it had been previously demonstrated by Chia et al. (1996 and 1999) that treatment with
the neurotoxin 5,7-DHT did not increase the basal locomotor activity of animals. In our
hand, these neurotoxin-treated mice were also able to swim as previously described by
Matsuda et al. (1995) and Luscombe et al. (1993). A systemic administration of anpirtoline
(4 mg/kg) induced a statistically significant decrease in the immobility time in the FST
evaluated in non-operated mice without affecting their locomotor activity. This decrease

should also be considered as an AD-like effect of anpirtoline. This result agrees with other
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studies demonstrating that anpirtoline induces an AD-like effect in a Swiss strain of mice
(O'Neill and Conway 2001; Redrobe and Bourin 1999), or can be used at subactive doses
to potentiate subactive doses of various antidepressant drugs (David et al. 2001; Redrobe
et al. 1996). Since anpirtoline has a higher affinity for 5-HT g receptors than for 5-HT1a
and 5-HT; receptor subtypes (Ki= 28 nM, 151 nM and 1.48 uM, respectively) (Metzenauer
et al. 1992) and had no significant effects in 5-HTg KO mice (KO for pre- and
postsynaptic receptors) (Figure 1), the AD-like effect measured in WT mice is likely linked
to the 5-HT g receptor activation. At the same dose, anpirtoline was devoid of activity in
sham-operated mice (but is still active at 8 mg/kg), thus suggesting that the absence of
anpirtoline’s effect might be explained by the isolation of mice for two weeks after 5,7-DHT
injection: indeed, it has been previously demonstrated that isolation decreases the AD-like
effect of an acute dose of either a SSRI or anpirtoline (Rilke et al. 2001). At the opposite,
the antidepressant-like effect of anpirtoline at 4 mg/kg persisted in 5,7-DHT treated mice.
Moreover, at both doses, anpirtoline was more effective in 5,7-DHT treated mice than in
sham-operated mice. The 5,7-DHT lesion seems then to potentiate anpirtoline’s effect (by
15% and 18% at 4 and 8 mg/kg, respectively). This increase in the AD-like effect of
anpirtoline could be explained by compensatory mechanisms enabling surviving 5-HT
nerve terminals to maintain basal neurotransmitter activity in 5,7-DHT treated mice.
Accordingly, either an upregulation of 5-HTg heteroreceptors (Manrique et al. 1993), or
an increase in their intrinsic activity were described in 5,7-DHT lesionned rats (Eide and
Hole 1988; Nelson et al. 1978). This latter explanation is the more likely to occur because
an upregulation of 5-HT4g receptors appears only in rats having 95% of brain 5-HT
depletion (Compan et al. 1998), while here we observed only ~70% of brain 5-HT
depletion in mice. A previous study (Gardier et al. 2001) demonstrated that 5-HT4g
receptor antagonist can be used to block SSRIs effects in a behavioural test, the FST.
The present study demonstrates that the postsynaptic serotonin receptor responsible for

the AD-like effect of SSRIs could be, at least in part, the 5-HTg heteroreceptors. These
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results are in line with a recent study showing that administration of a 5-HTg receptor
antagonist (GR 127935) potentiates the behavioural effect of subactive doses of tricyclic
antidepressant (imipramine), NE reuptake inhibitor (desipramine) and monoamine oxidase
A inhibitor (moclobemide), but is devoid of activity with a subactive dose of a SSRI
(citalopram) (Tatarczynska et al. 2004).

All these results taken together indicate that 5-HT g heteroreceptor activation induces
an AD-like effect in mice, while its genetic inactivation inhibits the AD-like effect of SSRIs
(Gardier et al. 2001). Therefore, 5-HTg heteroreceptors could be considered as a
promising target for antidepressant drugs (as already described by Moret and Briley 2000
and Chenu et al. 2005). Numerous studies demonstrated a decrease in the number of
high affinity serotonin uptake sites in depressed patients following chronic SSRIs
treatment (for review see Arango et al. (2003). However, no variation in the density of 5-
HT1g receptors was observed in these patients (Turecki et al. 2003). Drugs selectively
acting on these receptors can be an alternative treatment to SSRIs in these patients.

Despite causing severe 5-HT depletions of brain 5-HT content, pre-treatment with 5,7-
DHT potentiated anpirtoline-induced decrease in the immobility time in the FST, which
should be associated with a decrease in basal extracellular levels of 5-HT in several mice
brain areas. This latter effect should be carried out by remaining presynaptic nerve
terminals originating in raphe nuclei, and spared by the neurotoxin. Recent in vivo
microdialysis studies showed that, two weeks after i.c.v. or intra-raphé injection of 5,7-
DHT, basal extracellular levels of 5-HT in rats were either unchanged (in the dorsal raphe
nucleus and ventral hippocampus: Romero et al. 1998) or reduced (in the hippocampus:
Daszuta et al. 1989). These results must be interpreted in line with the fact that lesionned
serotonin-containing nerve terminals are known to activate compensatory mechanisms
such as increase in 5-HT synthesis, decrease in 5-HT release and reuptake (Stachowiak
et al. 1986) and decrease in the density of [°H]-citalopram or [°H]-paroxetine binding sites

in various brain areas (D'Souza et al. 2002; Romero et al. 1998). In the present study, we
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found decreases in the density of presynaptic [3H]-citalopram binding sites in various mice
brain areas following 5,7-DHT icv injection.

Following 5,7-DHT intra-raphé injections in rats, a severe 5-HT depletion in brain tissue
(over 95%) was associated with a large increase in 5-HTg (hetero ?) receptor binding in
the substantia nigra (Compan et al. 1998). It is thus possible that a reduced number of
presynaptic terminal 5-HT:g autoreceptors (as well as somatodendritic 5-HT1a
autoreceptors) which restrain 5-HT release and an increase sensitivity of postsynaptic 5-
HT1g heteroreceptors may influence the potentiation of the AD-like effects of anpirtoline
following 5,7-DHT infusion. Based on the location of 5-HTg heteroreceptors (i.e. on
dopaminergic, GABAergic, glutamatergic and cholinergic neurons), further studies are
necessary to conclude on the nature of the main monoaminergic system involved in the

mediation of antidepressant-like effect of 5-HT g receptor agonist.
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Figure 1:

Effects of anpirtoline on immobility time in the FST in Wild-Type (®) and 5-HT g Knockout
(O) mice.

Asterisks indicate significant difference of treated group from the respective control group.
Data were analysed by a two way ANOVA followed by a Newman-Keuls test: ***p< 0.001.
$ indicate a significant effect of genotype between groups receiving the same treatments;

$$$p<0.001

Figure 2:

Effects of 5,7-DHT treatment on monoamine levels in the cortex (2A) and hippocampus
(2B) of 129/Sv mice and in the serotonin turnover (2C) in these two brain areas. $ indicate
statistically significant differences between sham-operated (B) and lesionned (O) mice.
Data were analyzed by a one-way ANOVA followed by a Newman-Keuls test: $$$p<

0.001.

Figure 3:

Effects of 5,7-DHT treatment on [°H]-citalopram binding sites in the cortex, and
hippocampus of 129/Sv mice. $ indicate statistically significant differences between sham-
operated (M) and lesionned (0) mice. Data were analyzed by a one-way ANOVA followed

by a Newman-Keuls test: $$$p< 0.001.

Figure 4:

Effects of anpirtoline on the immobility time in the FST in sham-operated and 5,7-DHT
lesionned 129/Sv mice. Data are expressed as mean + S.E.M (in seconds), and were
analyzed by a two-way ANOVA (lesion x treatment) followed by a Newman-Keuls test.

Asterisks indicate statistically significant differences between anpirtoline-treated mice and
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its respective control group (saline); ***p<0.001. $ indicates statistically significant
difference between sham-operated and lesionned mice for the same treatment dose

($$p<0.01; $$$p<0.001).

Figure 5:

Effects of anpirtoline on locomotor activity in sham operated (®) and 5,7-DHT treated-
mice (O). Data are expressed as mean of locomotor activity (+SEM) and were analyzed
by a two-way ANOVA (lesion x treatment) followed by a Newman-Keuls test. Asterisks
indicate statistically significant differences between anpirtoline-treated mice and its
respective control group (saline); *p<0.05. $ indicates statistically significant difference

between sham-operated and lesionned mice for the same treatment dose ($p<0.05).
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FIGURE 3
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Résumé de I’étude n°4 :

Dans cette étude I'effet de type antidépresseur de I'anpirtoline a été étudié dans le FST
chez des souris 129/Sv  -contrdles,
-lésées par la 5,7-DHT

-mutées privées du récepteur 5-HT g

Nos résultats montrent un effet de type antidépresseur chez les souris présentant un
récepteur 5-HTg intact (5-HT4g +/+) qui n'est pas retrouvé chez les animaux mutés
génétiquement (5-HT g -/-). Ceci suggére que les effets comportementaux observés dans
le FST suite a 'administration d’anpirtoline sont liés a I'activation des récepteurs 5-HT g et
pas a la fixation du produit sur d’autres types de récepteurs.

Dans la seconde partie de I'étude, nous avons réalisé une lésion du systeme
sérotoninergique a l'aide d’'une neurotoxine la 5,7-DHT. Le niveau de déplétion a été
évalué a l'aide de deux méthodes : le dosage tissulaire et I'autoradiographie. En effet, le
dosage tissulaire nous permet de vérifier la déplétion en monoamines (et donc la
sélectivité d’action de la neurotoxine), alors que l'autoradiographie a I'aide de citalopram
triti€ nous permet d’évaluer la destruction des neurones sérotoninergiques.

Les résultats de déplétion obtenus par la méthode de dosage tissulaire (concentration
tissulaire de 5-HT : hippocampe : -77 % ; cortex : -42 %) et par I'autoradiographie (fixation
de citalopram tritié : hippocampe : -78 % ; cortex : -45 %) étant similaires, pour la suite de
nos études la seule technique utilisée sera le dosage tissulaire afin de pouvoir également
vérifier la sélectivité d’action de la neurotoxine.

Dans cette étude, nous avons également mis en évidence le fait que les effets
comportementaux de I'anpirtoline persistent chez les animaux Iésés, suggérant ainsi que
les effets de type antidépresseurs des agonistes des récepteurs 5-HT4g dans le FST sont
liés a I'activation des hétérorécepteurs.

Compte tenu de la localisation de ces hétérorécepteurs, les effets de I'anpirtoline peuvent
donc étre lié a une activité de ce ligand sur les systemes GABAergiques,

Glutamatergiques, Dopaminergiques ou Cholinergiques.
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Etude n°5:

Mise en évidence du role du récepteur 5-HT g dans le FST chez la souris par
'administration locale d’'un agoniste de ce récepteur (I'anpirtoline) et par la

coadministration systémique d’'un antagoniste de ce récepteur avec des antidépresseurs.

Evidence for a role of 5-HT4g receptor in the mice FST through local perfusion of the 5-
HT g receptor agonist anpirtoline and the systemic coadministration of 5-HT g receptor
antagonist with antidepressants

Franck Chenu, Martine Hascoét, Eric Dailly, Michel Bourin

Soumis dans International Journal of Neuropsychopharmacology
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Objectif de I’étude n°5 :

L’étude précédente nous ayant permis de montrer que l'effet antidépresseur de
I'anpirtoline obtenu dans le FST est lié a I'activation des récepteurs 5-HT g ; dans cette
étude nous avons dans un premier temps cherché a identifier les aires cérébrales
impliquées dans l'apparition des effets comportementaux de I'anpirtoline. Nous avons
donc réalisé une injection locale d’anpirtoline chez des animaux vigiles dans des tissus
cérébraux contenant une forte densité de récepteur 5-HT45. Compte tenu du fait que
parmi tous les neurotransmetteurs dont la libération est modifiée par les ligands des
récepteurs 5-HTg la dopamine et la sérotonine sont fortement impliquées dans les
troubles de 'hnumeur, les aires cérébrales choisies sont celles contenant une forte densité
de ces monoamines (caudate putamen et substance noire pour la dopamine puis
hippocampe et cortex pour la sérotonine).

Dans la seconde partie de I'étude, nous avons voulu évaluer les effets d’'un antagoniste
des récepteurs 5-HTg (GR127935) sur l'effet de type antidépresseur des IRSSs dans le
FST. En effet, lors de précédentes études, nous avions émis I'hypothése que I'activation
des récepteurs 5-HTg permet I'apparition des effets de type antidépresseur des IRSSs.
Par conséquent, le blocage de ce récepteur devrait antagoniser leurs effets. Des
antidépresseurs appartenant a différentes classes thérapeutiques ont été testés afin de

voir s'il existe des profils d’actions différents entre ces substances.
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ABSTRACT

In the present study, we evaluated the antidepressant-like activity of anpirtoline (5-HT g
receptors agonist) when locally perfused in brain areas containing 5-HT g receptors. We
also examined effects of coadministration of the selective serotonin (5-HT) reuptake
inhibitors (SSRIs) paroxetine and citalopram, noradrenalin reuptake inhibitor (NRI)
desipramine and tricyclic antidepressant (TCA) imipramine in combination with a 5-HT4g
receptors antagonist (GR127935) in the mice forced swimming test (FST). When infuse in
Caudate Putamen (CPu) and Substantia Nigra (SN), anpirtoline induce an antidepressant-
like effect whereas it was devoid of effect in both prefrontal cortex and ventral
hippocampus. When given alone (systemic infusion) all antidepressant decrease the
immobility time in a dose dependant manner, whereas the 5-HT g antagonist, GR127935,
was devoid of effect. On the other hand, administration of GR127935 in combination with
both SSRIs antagonized the anti-immobility effect of drugs given alone but did not modify
the duration of immobility time obtained with desipramine and imipramine. Taken together,
these results suggest that activation of 5-HT g receptors located in CPu and SN could be

involved in the AD-like effects of SSRIs but not those of NRIs and TCAs in the mice FST.

Key words: 5-HT4g receptor, antidepressant, anpirtoline, GR 127935, mice FST
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- INTRODUCTION

We recently demonstrated that dopamine (DA) depletion is associated with a loss of
antidepressant-like activity of Selective Serotonin (5-HT) Reuptake Inhibitors (SSRlIs,
citalopram and paroxetine) in the mice FST. By contrast, behavioral activity of both
Noradrenalin Reuptake Inhibitor (NRI, desipramine) and tricyclic antidepressant (TCA,
imipramine) was not altered by the loss of DA neurons (Chenu et al. 2006). It is thus of
interest to assess whether antidepressant-like effect of SSRIs in the mice FST requires an
activation of DA pathways to occur. Numerous microdialysis studies have demonstrated
an increase in DA release following systemic or local administration of SSRIs in various
brain areas such as substantia nigra (SN) (Thorre et al. 1998) and striatum (Benloucif and
Galloway 1991). So far, although the control of DA system activity by 5-HT has been
proposed from various studies in different brain areas (Parsons and Justice 1993, De
Deurwaerdere et al. 1996, Hallbus et al. 1997), the 5-HT receptors types involved are not
clearly identified. Among all 5-HT receptors indirectly activated by SSRIs (further to
increase in [5-HT]ec), 5-HT1a and 5-HTg subtypes are strongly involved in DA release
process. Indeed, as serotonin infusion, the local infusion of 5-HT g receptor agonist also
induces an increase in dopamine release in rat nucleus accumbens (Yan and Yan 2001),
VTA (Yan et al. 2004), SN (Thorre et al. 1998) striatum and frontal cortex (lyer and
Bradberry 1996). Moreover, autoradiographic and in-situ hybridization studies have largely
demonstrated a high rate of 5-HTig receptors in brain areas of interest for DA
neurotransmission such as substantia nigra, nucleus accumbens and caudate putamen
(Bruinvels et al. 1993, Boschert et al. 1994, Bruinvels et al. 1994, Bonaventure et al.
1998). Many studies have shown that systemic administration of 5-HT g receptor agonists
such as anpirtoline and RU 24969 exert an AD-like effect in mice FST (Redrobe and

Bourin 1999, O'Neill and Conway 2001, Tatarczynska et al. 2005) or can be used to

141



potentiate the effect of antidepressants in this test (Redrobe et al. 1996, David et al. 2001)
even if these pharmacological treatments induce a decrease in [5-HT]gc outflow in
various brain area (Roberts et al. 2000, De Groote et al. 2003) and also a decrease in 5-
HT synthesis when acutely administered (Watanabe et al. 2006). Taken together these
results suggest that an AD-like effect should be obtained even if [5-HT]ec levels were
decreased whereas usually antidepressant drugs are effective by increasing serotonergic
neurotransmission (Preskorn 1994, Wong et al. 1995).

On the other hand, it is now well established that the lack, or blockade, of 5-HT45 and/or
5-HT1g receptors potentiates the increase in 5-HT extracellular level (evaluated by
microdialysis intracerebral in-vivo) induced by a single i.p. administration of selective
serotonin reuptake inhibitors (SSRI), whereas 5-HT s receptors antagonist are devoid of
effects when administered alone. Therefore it suggests that 5-HTqas receptors
antagonists are devoid of neurochemical effect on basal conditions in dorsal raphe
nucleus (Adell et al. 2001), hippocampus (Gardier et al. 2001) and cortex (Adell et al.
2001, Gardier et al. 2001). It was then postulated that 5-HT g receptors antagonist effects
only appears when 5-HT neurotransmission is enhanced (Hjorth 1993).

Thus, the present study was first designed to investigate the antidepressant-like effect
resulting from local infusion of 5-HT4g receptor agonist, anpirtoline, in brain areas
containing 5-HT g receptors (hippocampus, median prefrontal cortex, substantia nigra and
caudate putamen) using the mice forced swimming test (Porsolt et al. 1977). In the
second part of the study we tested for the impact of pharmacological blockade of 5-HT4g
receptors (using a 5-HT4g receptor antagonist: GR127935) in the antidepressant-like
effect of various antidepressant drugs evaluated in the mice FST. Antidepressant chosen
included the selective serotonin reuptake inhibitors (SSRIs) paroxetine and citalopram; the

noradrenalin reuptake inhibitor, desipramine and the tricyclic antidepressant, imipramine.

- MATERIELS AND METHODS
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Animals

Male Swiss mice (Centre d’élevage Janvier, Le Genest, France) 4 weeks old and
weighing 18-20 g at the treatment day were housed in groups of 18 per cage (40 cm x 28
cm x 17 cm), in the standard conditions of the animal room (20 £ 1 °C, standard light/dark
cycle light on at 7:00 h, off at 19:00 h) with free access to food and water for a period of 1
week before use. Each experimental group consisted of naive randomly grouped mice of
the same weight, which were used only once. All experiments were performed between
7h00 and 12h00 within the guidelines of the French Ministry of Agriculture for experiments

with laboratory animals (law 87 848)

Drugs

Range doses (4-16 mg/kg) of paroxetine, (GSK, France), citalopram (4-16 mg/kg)
(Lundbeck laboratory, Copenhagen, Denmark), desipramine (8-32 mg/kg) (Sigma,
France) and imipramine (8-32 mg/kg) (RBI, USA) were dissolved in distilled water and
administered intraperitoneally (i.p.) (25 mL/kg). GR 127935 (or vehicle) (4 mg/kg) was
injected s.c. (25 mL/kg) 45 minutes before the test. Range doses of antidepressant were
administered 15 minutes after GR 127935 (30 minutes before FST). Anpirtoline was

dissolved in aCSF and administered by local infusion at a flow rate of 0.2uL/min.

Behavioural tests
Measurement of locomotor activity in mice (Boissier and Simon 1965)

The spontaneous locomotor activity was performed independently of the mouse
FST to determine whether or not the change in the immobility time in the FST could be
linked or not to a change in locomotor activity. Animals were kept in the test-room at least
1 hour before the test for habituation. After injection (vehicle or treatment), mice were

replaced in their holding cages. The spontaneous activity of naive animals was recorded
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using a photoelectric actimeter (OSYS, Laval France). This actimeter consists of a
stainless steel apparatus containing transparent cages in which the animals’ horizontal
activity is measured by light beams connected to a photo-electric cell. The activity is

recorded during a 10 minutes period.

1.1.1.1 Measurement of immobility time in the forced swimming test

The forced swimming test employed was similar to that described elsewhere
(Porsolt et al. 1977). Mice were dropped individually into glass cylinders (height: 25 cm,
diameter: 10 cm) containing 10 cm water, maintained at 23-25°C, and remained there for
6 min. A mouse was judged to be immobile when it floated in an upright position and
made only small movements to keep its head above water. Six mice were tested
simultaneously, and the time of immobility was recorded during the last 4-min of the 6-min
testing period, thus after 2 min of habituation. The test was performed by the same well
trained experimenters, blind to the treatment administered. Results are expressed as the
immobility time during the 240-sec test period (mean + S.E.M.). Only doses of

antidepressant that do not significantly increase locomotor activity were used for this test.

Local Infusion of anpirtoline / Surgery

Mice were anaesthetized with chloral hydrate (400 mg/kg; i.p.) prior to surgery and placed
in an ASI stereotaxic instrument (Bioseb, France) fitted with atraumatic earbars. A guide-
cannulae (diameter: internal = 0.35 mm, external = 0.60 mm) (Unimed, Switzerland) was
stereotaxically implanted in the brain area studied. Coordinates from bregam (in mm)
were: AP: +1.0, L: £2.0, V: -1.7 for the prefrontal cortex (PFC); AP: -1.7, L: 1.0, V: -1.5
for the ventral hippocampus ; AP: +0.0, L: 2.0, V: -3.0 for caudate putamen (CPu) and
AP: -3.3, L: £1.5, V: 4.5 for substantia nigra (SN). Guide-cannulae were secured with

dental cement (GC Fuji Europe, Belgium). After 7 days of recovery, the injection cannulae
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(diameter: internal = 0.15 mm, external = 0.30 mm) (Unimed, Switzerland) was lowered
into the guide-cannulae in freely moving mice. Anpirtoline was locally perfused at a flow
rate of 0.2uL/min during 2 minutes using a PHD 2000 infuse pump (Harvard Apparatus,
France) and then the cannulae was removed and the animal was directly tested in the
mice FST.

At the end of the experiment, mice were killed and the brain was quickly removed, frozen
in isopentane at -30°C, stored at -80°C and the exact guide-cannulae location in brain
regions was determined by using a digital photomicrograph of coronal sections of frozen
brain (Bert et al. 2004). Data were omitted if guide-cannulae was not in the targeted brain

site.

Data analysis and statistics

Statistical analyses were performed by the use of the computer software Sigmastat.

For combination studies, a two-way ANOVA (pre-treatment x treatment) was
performed on either the immobility time (FST) or the number of beams broken (locomotor
activity), followed by a Newman-Keuls test when appropriate.

For local infusion study, a one-way ANOVA (effect of Anpirtoline) was performed on
the immobility time and followed by a Newman-Keuls test when appropriate.

Statistical significance was set at p<0.05.
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lll- RESULTS

IlI-1  Local perfusion of anpirtoline

Caudate Putamen (Figure 1a):

The one-way ANOVA performed revealed a significant effect of anpirtoline (F227=10.35;
p<0.001). The immobility time of mice was significantly reduce further to the infusion of
the higher dose of the 5-HT4g receptor agonist (20ug, p<0.001). Moreover, the
antidepressant-like effect was significantly different between the two doses of anpirtoline

perfused (p<0.01).

Substantia Nigra (Figure 1b):

The one-way ANOVA performed revealed a significant effect of anpirtoline (F227=4.59;
p<0.05). The immobility time of mice was significantly reduce further to the infusion of
both doses of the 5-HT g receptor agonist (p<0.05). No difference was obtained between

the two treated groups.

Frontal Cortex (Figure 1c):
The one-way ANOVA performed does not revealed any significant effect of anpirtoline
(F227=0.72; p=0.50), suggesting that infusion of anpirtoline in the prefrontal cortex does

not change immobility time of mice in the FST

Hippocampus (Figure 1d):
The one-way ANOVA performed does not revealed a significant effect of anpirtoline
(F2,27=0.65; p=0.53). The perfusion of anpirtoline in the hippocampus does not induce AD-

like effect in the mice FST.
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-2 __Effect of GR 127935

When given alone, GR127935 was devoid of effect on the immobility time of mice.

Effect of combined administration of GR127935 and paroxetine in the mouse FST (Figure
2)

A range dose of paroxetine (4, 8 and 16 mg/kg) co-administered with GR 127935 (or
vehicle) was tested in the forced swimming test. The two-way ANOVA analysis on the
immobility time revealed a significant effect of pre-treatment (GR127935 or NaCl:
F172=5.21; p<0.05), treatment (Paroxetine or NaCl: F37,=8.84; p<0.001) and a significant
interaction between these two factors (F37,=4.19; p<0.01). Paroxetine alone significantly
reduced the immobility time for the two higher doses tested (p<0.05 and p<0.001 for 8 and
16 mg/kg, respectively), indicating an antidepressant-like effect. By contrast, the
combination of GR127935 and paroxetine was devoid of antidepressant-like effect, but
moreover GR 127935 significantly antagonized the behavioural effect of 16 mg/kg of
paroxetine as compared to the corresponding group of mice receiving paroxetine alone 16

mg/kg (p<0.001).

Effect of combined administration of GR127935 and citalopram in the mouse FST (Figure
3)

A range dose of citalopram (4, 8 and 16 mg/kg) co-administered with GR 127935 (or
vehicle) was tested in the forced swimming test. The two-way ANOVA analysis on the
immobility time revealed a significant effect of pre-treatment (GR127935 or NaCl:
F172=9.56; p<0.01), treatment (citalopram or NaCl: F37,=3.91; p<0.05) and interaction
(F3,72=4.68; p<0.05). All doses of citalopram given alone significantly reduced the

immobility time (p<0.05, p<0.01 and p<0.001 at 4, 8 and 16 mg/kg respectively). GR alone
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or co-administered with citalopram was devoid of antidepressant-like effect. At 8 and 16
mg/kg of citalopram, GR 127935 significantly antagonize the AD-like effects of this drugs

(p<0.05 and p<0.001 respectively).

Effect of combined administration of GR127935 and desipramine in the mouse FST
(Figure 4)

A range dose of desipramine (8, 16 and 32 mg/kg) combined with GR 127935 (or vehicle)
was tested in the forced swimming test. The two-way ANOVA analysis on the immobility
time revealed a significant effect of treatment (F37,=15.58; p<0.001), but neither effect of
pre-treatment (F17,=0.86; p=0.36) nor interaction (F372=0.39; p=0.76). All doses of
desipramine significantly reduced the immobility time (p<0.05, p<0.01 and p<0.001 at 8,
16 and 32 mg/kg respectively). No differences were obtained between groups that

received desipramine alone or in combination with GR.

Effect of combined administration of GR127935 and imipramine in the mouse FST (Figure
5)

A range dose of imipramine (8, 16 and 32 mg/kg) co-administered with GR 127935 (or
vehicle) was tested in the forced swimming test. The two-way ANOVA analysis on the
immobility time revealed a significant effect of treatment (F37,=23.878; p<0.001) but
neither effect of pre-treatment (F17,=0.09; p=0.76) nor interaction between the two factors
(F372=0.60; p=0.62). At 8, 16 and 32 mg/kg imipramine significantly reduced the
immobility time (p<0.01 at 8 mg/kg and p<0.001 at higher doses). No differences were
obtained between groups that received imipramine alone or in combination with GR.
Effect of coadministration of antidepressant and GR 127935 on spontaneous locomotor
activity (Table 1)

Prior administration of GR 127935 (4 mg/kg) with citalopram, desipramine and imipramine

did not modify statistically the locomotor activity of mice compared to antidepressant
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alone. A decrease in the locomotor activity was obtained when GR 127935 was
coadministered with 16 mg/kg of paroxetine (p<0.05). Antidepressants were used at

doses that were devoid of psychostimulant activity.
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IV- Discussion

The present work was carried out to evaluate the antidepressant-like activity of local
infusion of 5-HT4g receptor agonist anpirtoline in various brain areas containing a high rate
of 5-HT4g receptors. The second part of the study was carried out to evaluate the
behavioural effects of conventional antidepressant drugs, SSRIs, NRIs and TCAs, when
combined with the 5-HT g receptor antagonist GR127935. Our results provide evidence
that activation of 5-HTg receptors located in both SN and CPu induce an antidepressant-
like effect in the mice FST and that the association of GR127935 with both SSRIs
(paroxetine and citalopram) significantly antagonized the antidepressant-like effect of
those drugs in the mice FST, whereas no change were obtained when GR127935 was
associated with imipramine or desipramine.

Previous studies have suggested that the antidepressant-like effect of selective serotonin
reuptake inhibitors could be mediated through 5-HT g receptor activation (Redrobe et al.
1996), as specific activation of this receptor type by a selective agonist such as RU
24969, CP 94253 or anpirtoline (Redrobe et al. 1996, Redrobe and Bourin 1999, O'Neill
and Conway 2001, Tatarczynska et al. 2005) led to an antidepressant-like effect in the
mice FST after systemic infusion. Also the constitutive lack (Gardier et al. 2001) of this
receptor antagonized the antidepressant-like effect of SSRIs. These results are surprising
since microdialysis studies have indicated that the inactivation of 5-HTg autoreceptors
strengthen the neurochemical activity of SSRIs (Cremers et al. 2000, Hervas et al. 2000,
Gardier et al. 2001, Malagie et al. 2001, Gardier et al. 2003, Stenfors et al. 2004).
Discrepencies between neurochemical and behavioural studies may account from the fact
that 5-HT release and antidepressant-like activity would not be mediated by the same 5-
HT4g receptors. (autoreceptors vs heteroreceptors). This appears to be confirmed by the

local infusion of anpirtoline; indeed, many studies have demonstrated that combined
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administration of [SSRI+5-HT g receptors antagonist] induce an elevation of 5-HT release
in both cortex and hippocampus (Gobert et al. 1997, Cremers et al. 2000, Hervas et al.
2000, Malagie et al. 2001, Stenfors et al. 2004) suggesting that 5-HT g receptors located
in these two brain areas are of the autoreceptor subtype. This is consistent with our
finding that demonstrates an absence of antidepressant-like effect when anpirtoline was
injected in these brain areas. On the other hand, it was demonstrated that local infusion of
5-HT1g agonist on both SN and striatum induce an increase in DA release (Benloucif and
Galloway 1991, Thorre et al. 1998, Yan and Yan 2001) suggesting therefore that 5-HT g
receptors in these brain areas are some heteroreceptors. Since we shown that local
infusion of anpirtoline in CPu and SN induce an AD-like effect, it could then be confirmed
that activation of 5-HTg heteroreceptors induce an antidepressant-like effect in the mice

FST.

Since it was demonstrated that GR127935 is a selective 5-HT+g receptor antagonist (De
Vries et al. 1997) our results provide evidences that the anti-mobility effect of GR127935,
when co-administrated with SSRIs, is only linked to its activity on 5-HT4g receptor and
could not be associated to an activity on 5-HT4a receptors. Indeed, although 5-HT4a
receptors agonists (flesinoxan, 8-OHDPAT) inhibit the firing rate of DRN 5-HT neurons,
they also produce a dose dependent increase in the firing rate of dopaminergic neurons in
the both ventral tegmental area (VTA) and/or the frontal cortex (Arborelius et al. 1993b,
Arborelius et al. 1993a, Lejeune and Millan 1998). However, in previous studies it was
described that pharmacological (WAY 100635 and NAN 190), or constitutive, inactivation
of 5-HTa receptor does not antagonize the antidepressant-like effect of SSRIs
(paroxetine, citalopram and fluvoxamine) in the mice FST (Redrobe et al. 1996, Guilloux
et al. 2006). Interestingly, it the study performed by Guilloux et al., the swimming duration
was increased suggesting that the increase in the firing of dopamine neurons following 5-

HT1a receptors activation is not necessary for the mediation of antidepressant-like effect
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of SSRIs in the mice FST. On the other hand, in this study, the mix 5-HT /18 receptors
antagonist pindolol antagonized the antidepressant-like effect of paroxetine in 5-HTqa
receptor knockout mice thus underlying the putative impact of 5-HT g receptor activation
in the mice FST. Considering that 5-HTg autoreceptor blockade would enhance the
neurobiochemical effects of antidepressant (Gobert et al. 1997, Cremers et al. 2000,
Malagie et al. 2001, Stenfors et al. 2004), we suggested that the opposite result obtained

in our behavioural study could be linked to the activity of GR127935 on heteroreceptors.

Taken together our results suggest that antidepressant-like effect of SSRIs in the mice
FST appears further to activation of 5-HTg receptors (and most likely 5-HTqg
heteroreceptors) which are, at least, located in both CPu and SN. Since we have
demonstrated that both dopamine depletion (Chenu et al. 2006) and 5-HTg receptor
blockade inhibit the antidepressant-like effect of SSRIs, it could be suggested that the
activation of 5-HTqg heteroreceptors by SSRIs induce an increase in dopaminergic
neurotransmission. This increase in dopaminergic neurotransmission is probably
responsible of the antidepressant-like effect of SSRIs in the mice FST.

It is also of interest to notice that both dopamine depletion and 5-HTg receptor blockade
are devoid of effect on imipramine and desipramine. It suggests that those drugs do not
involve the same final monoaminergic pathways for their antidepressant-like effect to

occur.
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Figure 1:

Effects of local perfusion of anpirtoline on the immobility time in the mice FST. Data were
analysed by a one way ANOVA followed by a Student Newman Keuls test when
necessary. Asterisks indicate significant difference between NaCl and anpirtoline treated
group. *p<0.05; ***p< 0.001. § indicate a significant difference between groups treated

with anpirtoline. §§p<0.01.

Figure 2:

Effects of paroxetine on immobility time in saline (®) and GR 127935 () pretreated mice
in the FST. Data were analysed by a two way ANOVA followed by a Student Newman
Keuls test when necessary. Asterisks indicate significant difference between NaCl x
paroxetine treated group and control. § indicate a significant difference between saline
and GR 127935 pretreated group. *p<0.05; ***p< 0.001, §§§p<0.001.

Figure 2:

Effects of citalopram on immobility time in saline (®) and GR 127935 () pretreated mice
in the FST. Data were analysed by a two way ANOVA followed by a Student Newman
Keuls test when necessary. Asterisks indicate significant difference between NaCl x
citalopram treated group and control. § indicate a significant difference between saline
and GR 127935 pretreated group. *p<0.05; **p<0.01, ***p< 0.001, §p<0.05 §§§p<0.001.
Figure 3:

Effects of desipramine on immobility time in saline (B) and GR 127935 () pretreated
mice in the FST. Data were analysed by a two way ANOVA followed by a Student
Newman Keuls test when necessary. Asterisks indicate significant difference between
NaCl x desipramine and control and GR 127935 x paroxetine treated group and control. §
indicate a significant difference between saline and GR 127935 pretreated group.

*p<0.05; **p<0.01, **p< 0.001, §p<0.05 §§§p<0.001.
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Figure 4:

Effects of imipramine on immobility time in saline (M) and GR 127935 (O) pretreated mice
in the FST. Data were analysed by a two way ANOVA followed by a Student Newman
Keuls test when necessary. Asterisks indicate significant difference between NaCl x
imipramine and control and GR 127935 x paroxetine treated group and control *p<0.05;
**p<0.01, ***p< 0.001. No significant differences were obtained between the NaCl and GR

127935 pretreated groups.

Table 1

Effect of antidepressants +/- GR127935 on the spontaneous locomotor activity of mice.
Data are expressed as mean of locomotor activity (xtSEM). All the statistical analyses
were calculated by Fisher t-test following significant one-way ANOVA (pre-treatment).

Asterisks show significant difference between GR and NaCl pre-treated animals (p<0.05).

158



Table 1:

Citalopram

Paroxetine

Desipramine

Imipramine

Dose AD alone AD + GR127935
4 mg/kg 223.3 +/-12.3 2251 +/-13.5
8 mgl/kg 252.9 +/-14.9 237.9 +/-12.7
16 mg/kg 309.8 +/- 28.2 254.7 +/- 18.7
4 mg/kg 225.6 +/-18.5 230.4 +/- 9.5

8 mgl/kg 262.3 +/- 20.2 242.2 +/-19.0
16 mg/kg 294.0 +/-15.3 237.9 +/-15.6 *
8 mg/kg 115.7 +/-12.5 107.0 +/-10.2
16 mg/kg 98.7 +/-10.9 107.3 +/-10.8
32 mg/kg 81.4 +/-12.3 96.4 +/- 8.7

8 mg/kg 143.1 +/-14.9 143.7 +/-11.3
16 mg/kg 129.2 +/- 15.6 124.8 +/- 8.9
32 mg/kg 136.8 +/-9.0 128.6 +/-12.8
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Résumé de I’étude n°5 :

La premiére partie de cette étude nous a permis de confirmer les résultats préalablement
obtenus ; en effet, 'administration d’anpirtoline dans le cortex et 'hippocampe ne permet
pas d’obtenir d’effet de type antidépresseur chez la souris. Les récepteurs situés dans ces
deux structures étant principalement des autorécepteurs, ces résultats sont compatibles
avec ceux de l'étude n°4. A linverse, I'administration d’anpirtoline dans le caudate
putamen et la substance noire entraine chez l'animal I'apparition d’'un effet de type
antidépresseur; confirmant notre hypothése selon laquelle [l'activation des
hétérorécepteurs est responsable de [I'apparition des effets comportementaux de
I'anpirtoline dans le FST chez la souris.

La seconde partie de I'étude a mis en évidence le fait que les effets comportementaux
des IRSSs (paroxétine et citalopram) dans le FST mais pas ceux de I'imipramine ni de la
désipramine sont transmis par I'activation des récepteurs 5-HTg. Compte tenu du profil
pharmacologique de ces différents produits, il semble probable que les effets des IRSSs
passent par l'activation indirecte des hétérorécepteurs 5-HT4g (consécutivement a
'augmentation des concentrations de sérotonine extracellulaire), alors que les effets de

l'imipramine et de la désipramine sont probablement plus liés a un effet noradrénergique.
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Etude n°6 :

Effet de la Iésion du systéme dopaminergique sur I'activité de différents antidépresseurs

dans le test de la nage forcée chez la souris.

Effect of antidepressant drugs on 6-OHDA treated mice in the FST

Franck CHENU, Eric DAILLY, Michel BOURIN

Publiés dans European Neuropsychopharmacology
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Objectif de I’étude n°6

Les résultats de I'étude n°5, ont mis en évidence que le blocage des récepteurs 5-HT g
par un antagoniste spécifique, le GR127935, entraine la disparition de [leffet
antidépresseur des IRSSs dans le test de la nage forcée chez la souris. A I'inverse, dans
le méme test, I'activation des hétérorécepteurs 5-HT4g par I'anpirtoline, permet I'apparition
d’un effet de type antidépresseur (étude n°4). De plus, nous avons également montré que
I'injection locale d’anpirtoline dans des aires cérébrales riches en dopamine (substance
noire et caudate putamen) permet d’entrainer un effet de type antidépresseur chez
lanimal. Il semble donc fortement probable que lors de l'administration d’IRSSs,
I'élévation de la concentration extracellulaire de sérotonine permette I'activation indirecte
des récepteurs 5-HT g situés sur les neurones GABAergiques dans le caudate putamen
et la substance noire, entrainant ainsi une diminution de la libération de GABA et une
désinhibition du relargage de dopamine (voir introduction) qui puisse étre responsable de
'apparition des effets comportementaux des IRSSs dans le FST.

Le but de I'étude n°6 est d’évaluer les effets résultants d’'une administration systémique
d’antidépresseurs chez des animaux dont le systéeme dopaminergique a été
préalablement Iésé a I'aide d’'une neurotoxine sélective, la 6-hydroxydopamine (6-OHDA).
L’étude n°5 ayant permis de mettre en évidence des profils d’action différents entre les
différents antidépresseurs testés (IRSS, tricyclique et IRN), nous avons donc décidé

d’utiliser les mémes antidépresseurs lors de I'étude n°6.
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KEYWORDS Abstract  There is growing evidence suggesting thal dopamine could be indirectly involved in
Bopamine; the appearance of behavioural effects of antidepressants, In this study, we induced a partial
Mice; {over 70E} and non-reversible depletion of dopamine-comtaining neurons n mice by Lo
F-HTuw; infusion of 6-0HDA, Then, wie compared the antidepressant-like effect of drugh (citalopram,
GOHDA: paroeeling, deslpramine and imipramine) with of withoul dopamine deplstion in the mics
FST: lorced swimming test, Our results clearly show that Lesion with &-0HDA dods ool modify the
Depietion response of mice to desipramine and imipramine. whereas dopamine depletion abolished the
antidepressant-like effect of citalopram and paroxeting. 1L could then be suggesied Lhat
antidepredaant-like sffect of ssleclive sevolomi reuplake inhibilons |paroxetine and cilals-
pram} in the mice F3T requires the activation of dopaminergic pathways Lo ocour
© 06 Elsevier BN, and ECMP. All rights reserved.
1. Introduction levels could mediate the antidepressant effect of drugs.

It 15 now well established that a local infusion of a selective
sermobonin reuptake inhibiters (S5R1) such as citalopram or
fluoketine induces an increase in dopamine retease in the
rat striatum (Bemdowcif and Galloway, 1981} and the rat
substantia migra (Thore et al., 1998). This increase in
dopamine release can alsa been oblalned further Lo local 5-
HT perfusion |n rat striatum (De Deurwaerdere et al., 1996),
nueleus accumbens [Hallbus et al., 1997), frontal cortesx
{lyer and Bradberry, 19%6) and substantia nigra (Thorre et
al., 1998). However, Lo the best of our knowladge it 15 not
clearly demonstrated whether this increase in dopamine

* Corresponding author, Tel.: <317 4041 28 53; fax- <13 24041 78
54,
E-mail adress: michel, bouringumiv-rantes. fr (M. Bouring

However, it has been shown that dopaminergic [igands
(agonist or antagonist) could modify the antidepressant-like
effect of 55R1s evaluated in the mice forced swimming test
{Renard et al., 2001), On the other hand it has also been
largely demonstrated that 5-HT receptor agonists as well
as decreasing 5-HT extracellular levels in mice hippocampus
(De Groote et al., 2002), mice striatum (D¢ Groate et al.,
2003b) and ot cortex (De Groote of al., 2003a) induce an
Increase in DA release in rat nucleus accumbens {Yan and
Yam, 2001), wentral tepmental area (Yan et al., 2004),
substantia migra (Thorre et al., 1998} striatum and frontal
cortex (lyer and Bradberry, 1996). This activity of 5-HTia
receplors agonist on mongaminge brain levels &5 assoclated
with an antidepressant-like effect in the mice {O'Neill and
Corway, 3001; Redrobe and Bourin, 1999, Tatarczynska ot
al., 2009} and the rat F5T {Tatarcrynaka &t al., 2004) or 15
able 1o potent such effect In mice [Devid et al., 2001;

924977815 - sew front matier © 2008 Elsevier BV, ard ECHR ALl rights reserved

dod: 10,1016/ ). curoneura. 1006, (4, D04
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Redrobe et al., 1996). Moreover, authors suggest that
antidepressant-like effects of S5R) {paraxeting) in the mice
forced swimming test require the activation of 5-HT.
hatargreceptors in order lo occwr (Gardler et al., 2001}
Interestingly these results wmrggest that indirect dopamine
neuratransmission activation (consecutivity ta the increase
in serotonin releass) could be necessary to obtain the
behavigural affects of 55Ris,

The present study was designed to tnvestigate the impact
of depaminerglc deplethan, further Lo infushn of 6-0HDA, on
the antidepressant-|ke effects of vartous drugs evaluated in
the mice forced swimming test. Antidepressant chosen
fncluded the selective serotonin reuptake inhibitors parox-
etine and cltalopram; the naradrenaling reuptake inhibitorn,
desipraming and the tricyclic antidepressant, imipramine,

1. Experimental procedures
.1, Animals

Male Swiss mice (Conbne d'clevage Janvier, Le Genest, France) 4
woeks old and ‘weighing 18--20 g at the sugery day woere housed in
groups of 18 per cage (40 ¢m < 18 cmo< A7 emj, in the standard
conditions of the anémal reom [20+ 1 °C, standard ght/dark cycle
Light on at 700k, off at 15:00 hj with free access o food and water
for a period of 1 week before wse, Each ewperimental group
consisted of naive mndomdy grouped mice of the same weight,
which were used only once. Al experiments woere performed within
the guidelines of the French Ministry of Agriculture for experiments
with labaraton animals (law 87 B4),

2.1, Drugs

Range doses (4-12 meglkg} of porowetine (GSK, Francej,
citalopram (Lundbeck, Denmarkj, desipramine (Sigma, France)
aned imipramdne (RBI, USA) were dissolved in distilied water and
admivisierad iraperitoneally (.p.) (25 miskg). Cnlerak hydrate
{400 myg tkg) was dissolved in distilled watar and injected |p, (5 milf
gl & Hydrosypdopamine (Sigma, France) was disalved in aacorbic
acld 0. 1% and adménistered by Lov. route.

1.3, Monoamines depletions

.31, Surgiesl procedures

All mice wene pre-treated 30 min prior to Lev administration
af §-0HDA (or vehicle) with |.p. injections of 70 me/ kg desipraming
HCL and 16 mg/kg of paroketineg HOL Lo holp to protect roradren.
aline (NA) and sorotondn §5-HT)-containing nedrors respectively.
They were then anaesthetised with chioral hydrate (400 mg/kg,
i) omd placed in on A5| stereotaxic nstrument (Bloseh, Crance)
fitteed with atraumatic sarbars. 6-0HDA dlssolved In 0.1% ascorble
acld was Injected using an infuskon pump (KDS Sclentific) at a Mow
rate af 0.2 plimin for 2.5 min, and the needle wad Lol In place Tor
a further 2 min before removal to prevent efflux of the injected
salution. Treated mice received a béiateral intracercbrovent foular
(e} injection of 10 to 30 pg of &OHDA; coordinates from
Bregma (mem); anterior = —0.b, lateral= + 1.2, ventral= —2.7. After
surgeny, a post-operative paried of 14 days was necessary o allow
the degeneration of DR-containing newrors (comesponding to the
delay of actien of §5,7-0HT, another nowotedn acting on 5-HT
system with similar mecharisn of action; Bjodslund ot al., 1975k
Control groups (sham) recsived §.cv perfusion of vehicle, [very
anbimals ware housed individuaily dueig 48 b past-surgeny; then
thary ware housed by grougs of 10 animals {each group=1 dose of
6-DHDA).

Afver these 14 days, 4 groups of 10 treated mice (recetving O,
10, 20 or 30 pg of &-0HDA& respectivety} were killed by cervical
dislocation to determine the dopamine depletion levets and the
seleclivity of action of the neurotoxin (HPLC brabn thsue
dosage). The brain sections were removed on a cold apparatus
iLeica) in the following order {mean weight +5.E8, In mg):
hypethalamus (8.8 = 0.3), hippocampas (22.9+0.7), striatum
(44.6 + 0.9 and cortes (177.2 = 1.2) {see Picture 1), Other groups
were uied for behavipurpl studies. Antidepressants were dis-
salved i distilied water and administered |.p. 10 min before Lhe
forced swimming test. The 30 g dode of &-DHDW was choden for
the behavi cural test becawse of the large decroase in dopamine it
Induces.

L.3.2. Determination of depletion level and selectivity of action
of &-CrHDA

The preparalion of samples and the HPLE analysls were fully
described In a recent methodological articlke (Dailly ot al., 2008).

1.4, Behavicural tests

L4, Memirement of immobility time in the forced swimming test

The forced swimméng tost employed was cssentially smilar to
that desoribed elsewhere (Porsolt et al.. 1977). Mico were
dropped individually Into glass cylinders (helght: 25 om, diameter:
10 em) containing 11 om water, maintained at 25=1 "C, and
remalned there for & min. A mouke was judged to be finmobile
when It floated In an upright position and made enly small
mavements to keep its head above water. Six mice were tested
simultancously, and the time of immobility was recorded during
the last 4 min of the &-min testing periad, thus after 2 min of
habitustion. The test wad performsd by the spmes well trained
waparimenters, blind to the treatment administerad. Antidepres-
sants wore injected lop. 30 min before the test. Results are
expressed 83 the immobility time during the 240-5 test perfod
imoan + 5. EM. ).

1.5, Data analysis and statistics

Statisticad anddyses were pordformed by the use of the
computer software SIGMASTAT. In behavioural tests, a two-way
AWV on the Immalsility time (TST) wed performed with the drug
treatment and the mongamine depletion {lesoned or sham) &
main facton followed by & Mewman—Heuls tedt. The depletion in
monoamine kvel wis analyzed by 3 anewsy AMOVA followed by
@ Mowman-Keuls test. Statistical significance was sot at
p-:-:l:l.l:ﬁ.

3. Results
3.1. Monoamines depletions

Only 3 doses were used for this trestment, higher doses
induced a high martality {over S0%).

3.1.1, Effect of 6-0HDA treatment on mongamines brain
levels in mice

In the hypothalomus all monoamines were decreased
further to the 6-OHDA treatment; however only DA
(Fiz3=15.6; p=<0.001) and S-HIAA (Fy =437, p<0.01)
levels were significantly decreased. The 04 level decrease
was dose dependent {not significant at 10 pg) and was
miaximum at the higher dose tested (30 pg:—77%; p<0.001)
compared to controls, The one-way ANOVA performed on MA
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NI T et {H s OF SR ) T OV I A S T e

HA DA 5-HIAA 5-HT
Hypothalams J485 (£ 107) 554 {4 63) 642 |+ 29) 1433 4 140
Hippotampus 583 [+45) ] A3 (+40) 585 {+10)
Striatum 340 (4 24) TIES [+ 428) 149 {4+ 13} 813 (4 33)
Cortex 508 {+23) 582 |+ 49) 159 (+ &) 703 (+34)

‘alaes afo cxprotsed a8 the mean < 5 E.6. (rg/g of wet tissie) of cach monoamine in cach brain area in =17 animals per groupl. HD=nat

ditecinble.

levals was significant [ Fy =3.79; p=0;05), bul the New-
man—keuls Pairwise Comparisan perfarmed failed to dem-
anstrate sigrificant difference between groups (Tables 1a
and b).

In the hippocarnpus DA levels were undetectable, but
the 6-0HDA perfusion induced & significant (Fq9=19.4;
p<0.001) dose dependent decreasa in MA (from 28% at 10
g, p<0.05% to 79% at 30 pg, p<0.001). 5-HT and 5-HiAA
levels were nob slgnificantly affected by monoamine
depletion.

In the strigtum, as in the hypothalamus, DA levels wene
dose dependently (except 10 pg) and significantly
{Fy79=15.83; p<0.001) decreased {p<0.001) such as HA
{F339=10.3; p<0.001). 5-HIAA levels were increased
{Fy%=4.95; p<0.01) further to Infusion of 20 and 30 pg
of G-0HDA { p-<0.0%) whereas 5-HT levels were not modified
{Fy.9o=1.08; p=0.37].

In the cortex, &-OHDA did not decrease 5-HT and 5-HIAA
levels; at higher doses (20 and 30 pg) both DA
(Fi25=10.99; p=<0.001) and MNA (F;;p=6.92; p=0.01)

Tabie 1b ¥ of bassl value of each monsamine in varous
brain areas further Lo treatment with &-0HDA

N 1A 5-HlAA 5-HT

Hypathatarms

108 W T e s

204 43 n N B4

30 g 83 vt s 82
Hippocompus

10 g s WD o 102

20 4 A D 119 W

30 g b & L wO 50 m
Striatim

10 48 9% &1 109 0

20 g i o G 148* 106

30 Fuares ki o 151 a7
Corfex

10 g G4 74 100 9

10 ug e L7 107 50

30 g [ X i 108 100

Voless are exprogted a8 peroentage of baal valie. Differences
bBebweon groups wore analyzod by a one-way AMNDVE fotlowed by
a Hewman-Keuls test If AMOVA was significont. *p<0.05,
ool and ““p<0.001 n comparion with sham operaled
group. ND=not detectable,

levels were decreased [maximwm 77 and 18% decrease,
respectively),

3.2, Behavioural test

3.12.1. Effect of paroxetine on &-OHDA-treated (30 ug)
and sham operated mice in the F5T

The two-way ANOMA performed revealed a significant
effect of bestment (Fy7=11.0; p=0.001} and interaction
[Fyrs=1.72; p=0.05y but not of lesion (F, y;=0.001;
p=0.97). Paroxetine dose dependently decreased the
immability time in the FST in sham operated mice, with
a statistically sigmificant decrease at 16 mg/kg (p<0.01}
indicating an AD-like effect. At the same dose paroxeline
did mot reduce Immobility time in &-OHDA-Lreated mice,
The antidepressant-like effect of 16 mg/kg of paroxetine
was significantly reduced by 6OHDA lesion {p<0.05)
[Fig. 1)

3.2.2, Effect of citalopram on & 0HDA-treated (30 pg) and
sham operated mice in the F5T

The two-way ANOVA revealed significant effect of both
leshon (F, y;=22.6; p<0.001), treatment (F;y:=8.03;
p=0.001) and interaction (Fypy=3.48; p<0.05). Citalo-
pram reduced immobility time i sham operated mice in a
dose dependent manner (p<0.01 at 8 and 16 mg/ kg but
was devoid of effect on dopamine depleted mice. More-

= Sham

= O G-OHDA, (30 1)

E

. £

el

20 -

E

L

T

1

o

la— Pui | PwE P8
Figure 1 Antidepredsant-like effect of paroxetine on Lhe F5T

i sham operated (W) and &-0HDA (O} treated mice (p=10 per
group). Data are expressed as mean of immobiity time (in
seconds) (S EM.). Msterisks show a significant difference
compared W conlrol group with same pre-Lreatment (welhicle or
&-0HDA), *p<0.01. § indhcale a significant. difference between
Sham and 6-OHDA lesioned mice. *p < 0.08,
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Figure 2  Antidepredsant-tke effect of cilalopram on Uhe FST

in sham operated (B) and &-0HDA (77) treated mice (p=10 per
group). Data are expressed as mean of fmmobility time fn
seconds) §£5.E.M. ). Astersks show a significant difference
ciwmpred (0 controd group with same pre-trealment fvehicle of
6-0HDA). =p-=0.0. 5 indicate a significant difference between
Sham and 6-0HDA lesioned mice. *p-0.05: ®p-0.0

over, the 6-0HDA lesion significantly antagonized the
behavioural effect consequently to the administration of
B and 16 mg'kg of citalopram (p<0.05 and p<0.01,
respectively) (Fig. 25,

3.1.3. Effect of desipramine on 6-OHDA-treated (30 pg)
and sham operated mice in the FST

The two-way ANOVA revealed significant effect of both
lestan (Fi =577 p<0.05) and treatment (Fqr=40.2;
p=0.001) but not of interaction suggesting therefore that
antidepresmant-llke effect of the drug is not slgnificantly
different in the wehicle and &-DHDA-trealed mice.
Desipramine reduced immobility time in sham operated
mice and & O0HDA-treated animals only at the higher
dose (p<0.01 n both groups at 37 mg/kg). At lower
doses desipramine was devoid of effect on both groups
{Fig. 3}

= Sham

" O G-DHDA (30 ug)
L
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Figure 3 Antideprestant-like effect of detipramine on Lhe
FST in sham operated (m) and &-0HDA (71} treated mice (n=10
per group). Data are expressed as mean of immobility Lme {in
seconds) (4 5.E.M,). Asternks show a significant difference
coempared (o control group with same pre-treabment. **p= 001
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Figure 4 Antldepressant-like effecl of imipramine on the F5T
in sham operated (B} and &-0H0A (O} treated mice {n= 10 per
group). Data are expressed as mean of immobilily time {in
seconds) {£5.E.M. ). Astertiks show a significant dillerence
compared Lo conlrol group with same pre-treatment. “p - 0.05;
“p<0.01,

1.2.4, Effect of imipramine on G-0HDA-treated (30 jug)
and sham operated mice in the F5T

The statistical anatysis only revealed a significant effect of
treatment [ Fy ¢y=20.7; p-0.001) suggesting therefore that
dopaminergic system depletion cid not change the beha-
vioural response of mice In the FST further to the
administration of Imipramine, In both groups Imipramine
Induced an antidepressant-like effect at 8 (p-0.05), 16
{p<0.01) and 32 (p=0.01) mg/ kg (Fig. 4).

4. Discussion

The behavioural results obtalned In the presenmt study
tndicate that 55Rk {paroxetine and citalopram), but not
desipraming and imipramine, lose thelr antidépressant-like
effect n 6-0HDA-treated mice

The &-OHDA treatment induces a non-reversible deple-
tion of both dopamine {J1% to 7TX) and noradrenaline
{17% to T9%). Dopaminergic and noradrenergic-containing
neurons being destroved by the neurotoxin treatment, the
loss of efficiency of 55Rk could then be associated to Lhe
decrease in dopamine levels as well as to the decrease in
noradrenaling levels, However, numerous studies deman
strate that specific depletion of noradrenergic system
{using D5P-4) does not madify the antidepressant-like
effect of inositol [Einat et al., 2001}, wenlafaxine
{Redrobe ot al., 1998) and flucoetine [Gavioli ot al.,
J004) i the mice FAT. In these studies, DSP-4 was used at
the dose of 50 mg/kg and induced a higher depletion in
noradrenaline levels than the depletion obtained Turther
to the administration of &-0HDA (Dallly =t al., 2006}
Moreover, in the present study we aiso demonstraie that
the moradrenaline reuptake inhibitor desipramine s still
efficient by producing antidepressant-like effect in &
OHDA-lesloned mice (Fig. 3), suggesting therefore that
noradrenaline reuptake bockade can still mediate an
antidepressant-like effect (even i noradrenergic system
5 partially depleted by neurctoxin treatment). Taken
together, these results seem Lo indicate that the loss of
efficiency of 35RE oblained in the mice forced swimming
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test after infusion of 6-OHDA is onby linked to dopaminer-
gic nedrons destruction,

There &5 substantial evidence that 55815 Increase dopa-
mine extracellular levels In rat substantia nigra (Thorre et
al., 1998), and prefrontal cortex (Poxzi et al., 199%: Tanda
&t al., 1994}, Thiz effect of 5585 probably appears further
to an Indirect activation of postsynaptic receptors ensulng
fram facilltated serolonergic neurotransmission in the
brain (Goodwin, 19 Stanford, 199%%) smnce such effect
can be mimicked by the local infuslon of 5-HT In fronksl
cortex {lyer and Bradberry, 1996) and substantis migra
{Tharre et al., 1998). However the augmentation effect of
55815 on dopamine [evels in the prefrontal cortex of rats
can alsa be obtaired in PCPA pre-troated antimals suggest-
ing therefore that 55Ris (fluoxetine and citalopram) could
exarl a direct effect on dopamine reiease [Pozzl et al.,
1999}, Nonetheless 5 also presumable that dopamine
release In the prefrontal comtex comes from noradrena-
line-containing neurons because Devoto’s team have
largely demanstrated thal a co-release of dopamine and
noradrenaline from noradrenergic neurons occurs in the
cerebral cortex (Devoto et al., 2001, 2003, 2005). Then
the effect of 358k on dopamine levels in the cerebral
cortex could be linked to an inhibitory effect on nor-
adrenaline reuptake transporters. Bul, even il the increase
in dopaminge releass appears to be fundamental for
mediation of antidepressant-like effect of S5Ris (parox-
stine and citalopram being devoid of effect on dopamine
depleted mice, Figs. 1 and Z), it appears that activation of
dopaming relsate must be Indirect because 55Rls are
devoid of antidepresant-like effect en PCPA (tryplophan
hydroxylase inhibitor) treated rats (Page et al., 1999) and
mice (Redrobe et al., 2005), Behavioural effects of
selective serotorin reuptake inhibltors in the mice FST
could then be mediated by indirect activation of 5-HT
heteroreceptors which would nduce an elevation of
dopamine release., Among all 5-HT receptors subtypes
indirectly activated by S5Rls, 5-HT, and 5-HT.p receplor
subtypes are strongly invoived in mediation of dopamine
release. it has then been demonstrated that 5-HT.,
receplors agonist {flesinoxan) even if inhibiting the firing
rate of 5:-HT newrons in the DRM {which is in line with data
showing a tonic activation of 5-HT., autoreceptars in the
rat DRN; Haddjeri ot al., 2004), It also increases dose
dependently the firing rate of dopaminergic neurons in the
VTA (Lejeune and Millan, 1998). It has also been deman-
strated that another 5-HT, receptors agonist, 8-OH-DPAT,
is able Lo Increase firing rate of dopaminergic neurons in
both WTA and frontal cortex (Arborelius et al., 1993a b).
However, In @ recent study we have found that pharma-
cological, or comstitutive, blockade of 5-HT., receplor
does not antagonize the antidepressant-like effect of 558k
(parawetinej; on the opposite, the swimming duration is
increased (Guitloux et al., in press). Suggesting therefore
that activation of 5MT,, receptors, even if increasing
daparminergic neurons firieg, & not necessary for Lhe
mediation of antidepressant-like effect of 55Rks in the
mice F5T. On the other hand, the mix 5-HT 4 receptors
antagonist pindolol antagonizes the antidepressant-like
effect of paroxetine in 5-HT,, receptor knockout mice
thus suggesting the impact of 5-HT s receptor activation in
the mice F5T. Such as serotonin infusion, the local infusion

of 5HTs receptor agonist also induces an increase in
dopaminge release in rat nucleus accumbens (Yan and Yan,
2001), ventral tegmental area (Yan et al., 2004), sub-
stantia nigra (Tharre et al., 1998) striatum and frontal
cortex (kyer and Bradberry, 1996). This leads us to
hypothesize that activation of this serolonln receplor
subtype could mediate the antidepressant-like effects of
55Rls In the mice forced swimming best. Moreaved, It has
been found that 5-HT.x receptor agonists {such as anpirto-
lire, RU 24969 and CP 94253} exert an antidepressant-like
effect in the mice FST (O"Neill and Conway, 2001; Redrobe
and Bourin, 1999; Talarcrynska =t al., 2005} or can be
used Lo potent the effect of antidepressants fn this test
[David et al., 2007; Redrobe et al., 1995), It has alse been
demanstrated that the pharmacological blockade, or the
corstitutive lack, of this receptors is associated with the
loss of efficlency of $5RIs in the same test (Bourin et al.,
1998; Gardier &t al.. 2001). On the other hand authass
have recently found that in the mice tail suspension test,
55RIz are efficient In 5-HTp receptors knockout mice (lew
doses of fluoxeting are potentiated compared to control
animals} (Mayorgs et al., 2001). This difference seems (o
indicate that these two tests do not involve the same
postsynaptic receptors activation.

In conclusion, our results suggest that the antidepres-
sant-like effect of SSRis in the mice FST might be due to
indirect excitatory effect of drugs on dopaminergic
neurans and are probably mediated by the activation of
5-HT s postsynaptics receptors (heteroreceptors); whereas
different monoaminergic systems are implicated in the
mediation of behavioural effects of Iimipramine and
desipramine,. Taken together, these results would indicate
that in the mice F5T, but not In the TST, antidepressant-
like affect of 558k could be madiated by the activatlon of
5-HTyp receptors, and therefore by an increase in dopa-
mine levels in the mice forced swimming test, whereas
imipramine and desipramine effects could be mediabed by
others receplon.

Appendix A. Brain dissection

Step 1 The brain is removed from the cranium and rapidiy
placed on a cool apparatus {Leica) maintained at
— 8 "C; ventral section is pleced upside down on the
top in order to detect easily the wpothalamus area
which is then removed wsing a micro dissecting
tweezer, The hypothalams s circled by a dotted
line on pécture 1.

Step 1 Cerebellum is removed with a scalpel blade
{picture 2},

Step 3 The brain is cut following the anteraposterior
axts. Each hall brain is then placed as shown on
plicture 4.

Step 4 A small incision i perfermed on the basis of
corpus cailosum (between corpus callosum and
cortex). The half brain is then laid on the cold
plate (lateral cartex facing the plate} following
the black arrow on picture 4. Pictures 5, & and 7
represent the right half braln (the part which i on
the left on picture 4).The other hall brabn s
symmetric to the right one (hippocampus would
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Picture 1

then e on the right, stristum and carpus callosum
an the Left).

Step 5 Remowal of corpus callosum, The corpus callosum
(slightly white) is just localized on the top of the
striatum (gray with some striae} and must be
remaved carafully {picture 5).

Step & The hippocampus and striatum are then remowved
using a micro dissecting tweezer. The hippocampas
loaks like a “crescent”, whereas the striatum is ke
a “bowl”,

Step 7 What is left then on the cold plate is the cortex.
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Résumé de I’étude n°6

Le prétraitement des souris par 6-OHDA a permis d’obtenir une déplétion partielle en
dopamine dans I'’hypothalamus (-77%; p<0.001), le striatum (-71%; p<0.001) et le cortex
(-77%; p<0.001). Dans r'hippocampe les concentrations de dopamine ne sont pas
détectables. Cette déplétion en dopamine s’accompagne de la disparition de I'activité
antidépressive des IRSSs (citalopram et paroxétine), suggérant ainsi qu’'une activation
des systémes de neurotransmission dopaminergique a la suite de 'administration d’IRSSs
est nécessaire pour obtenir les effets de ces molécules dans le FST.

A Tinverse, l'activité de I'imipramine et de la désipramine n’est pas modifiée par une
déplétion en dopamine, suggérant donc que les voies de neurotransmission impliquées
dans I'apparition des effets thérapeutiques de ces différentes molécules ne sont pas les
mémes Ces résultats sont donc en accord avec ceux de I'étude précédente montrant que

les récepteurs 5-HT g ne sont impliqués que dans les effets des IRSSs.
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Etude n°7 :

Effet d’'une déplétion en sérotonine sur les effets dans le FST du citalopram et de la

paroxétine
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Objectif de I’étude n°7:

Dans l'étude n°6, nous avons démontré qu’une lésion du systéme dopaminergique
s’accompagne d’une disparition de I'effet antidépresseur du citalopram et de la paroxétine
dans le FST chez la souris ; suggérant ainsi que I'administration d’IRSSs induit une
activation des systémes de neurotransmission dopaminergiques nécessaires a
I'apparition de leurs effets.

Toutefois, bien que cette étude montre le role prépondérant de la dopamine dans l'activité
des IRSSs, elle ne permet pas de déterminer le type d’activation nécessaire. Deux
mécanismes d’actions principaux peuvent étre proposés : une activation indirecte de la
voie dopaminergique (via une augmentation de la libération de sérotonine qui entraine
une activation des récepteurs sérotoninergiques situés sur les neurones
dopaminergiques) ou bien une activation directe (fixation des antidépresseurs sur les
transporteurs dopaminergiques). L’objectif de cette étude est de définir le type d’activation
nécessaire.

Nous avons réalisé une déplétion du systéme sérotoninergique avec du p-CPA.
L’inhibition de la tryptophane hydroxylase permet de bloquer la synthése de la sérotonine
et donc d’entrainer une déplétion en monoamine tout en conservant l'intégrité des
neurones (et donc des transporteurs de la sérotonine). Le p-CPA a été administré
pendant 3 jours consécutifs (72, 48 et 24H avant le test) a la dose de 300 mg/kg.

Chez des animaux ainsi prétraités I'administration d’IRSS ne permet pas d’augmenter les
concentrations extracellulaires de sérotonine.

La dose de p-CPA a utiliser a été définie lors de la réalisation de I'étude n°3 pour laquelle

nous avons établit une relation effet-dose pour le p-CPA et le DSP-4.
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Résultats de I’étude 7 :
Effet de I'administration de p-CPA sur 'activité du citalopram dans le FST chez la souris

L’ANOVA a deux facteurs met en évidence l'existence d'un facteur prétraitement
(F1,72=37,60 ; p<0.001), d'un facteur traitement (F37,=4,56; p<0.01) et une intéraction
significative entre ces deux facteurs (F372=6,29 ; p<0,001). Ces résultats montrent que le
prétraitement par le p-CPA empéche I'apparition de I'effet de type antidépresseur du
citalopram dans le FST (p<0.001 a 4 et 8 mg/kg ; p<0.01 a 16 mg/kg), alors que cet effet
est présent dans les groupes prétraités avec le véhicule (p<0.001 a 4 et 8 mg/kg ; p<0.01

a 16 mg/kg).

B Contréle
O p-CPA

£3% 558 3%

o 1

B

Temps d'immabilité (sec)
]

o

Hall Cital 4 Cital® Cital 18

Figure 11 : Effet de l'administration de p-CPA (i.p.72, 48, 24h avant le test) et de
citalopram (i.p. 30min avant le test) sur le temps d’immobilité chez les souris dans le FST.

Les résultats sont exprimés en moyenne (+ ESM) du temps d'immobilité (en secondes) des souris (n=10).
L’'analyse statistique est réalisée par une ANOVA a deux facteurs suivie d’un test de Student Newman
Keuls (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0,001 versus groupe controle et $p<0.05, $$p<0.01, $$$p<0,001 animaux

déplétés en sérotonine versus animaux non déplétés).
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Effet de I'administration de p-CPA sur l'activité de la paroxétine dans le FST chez la

souris

L’ANOVA a deux facteurs met en évidence l'existence d'un facteur prétraitement
(F172=20,26 ; p<0.001), d’'un facteur traitement (F372=5,10; p<0.01) et une interaction
statistiquement significative entre ces deux facteurs (F37,=6,64; p<0,001). Quand
administrée seule, la paroxétine induit un effet de type antidépresseur a 8 et 16 mg/kg
(p<0.001 et p<0.01 respectivement). A l'inverse, la paroxétine est dépourvue d’effet chez
les souris prétraitées par p-CPA, quelque soit la dose d’antidépresseur considéré. Aux
deux doses actives, le prétraitement par p-CPA empéche l'apparition des effets de la

paroxétine.(p<0.001 a 8 mg/kg et p<0.05 a 16 mg/kg).
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Figure 12 : Effet de I'administration de p-CPA (i.p. 72, 48, 24h avant le test) et de
paroxétine (i.p. 30min avant le test) sur le temps d’immobilité chez les souris dans le FST.

Les résultats sont exprimés en moyenne (+ ESM) du temps d’'immobilité (en secondes) des souris (n=10).
L’'analyse statistique est réalisée par une ANOVA a deux facteurs suivie d’un test de Student Newman
Keuls (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0,001 versus groupe controle et $p<0.05, $$p<0.01, $$$p<0,001 animaux

déplétés en sérotonine versus animaux non déplétés).
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Résumé de I’étude n°7 :

Dans cette étude nous avons montré que les IRSSs sont dépourvus d’effet dans le FST
chez des souris préalablement traitées par du p-CPA ; démontrant ainsi que I'activation
du systéme dopaminergique nécessaire pour obtenir I'apparition de l'effet de type
antidépresseur de ces substances (voir étude n°6) passe par une élévation des
concentrations extracellulaires de sérotonine. Le niveau de déplétion en sérotonine a éteé
vérifié a la suite du test pour confirmer I'activité du p-CPA (résultats non montrés). Nos
résultats sont en accord avec ceux montrant une disparition des effets de la fluoxétine
dans le FST chez la Souris (Redrobe et al., 2005) et le Rat prétraités par du p-CPA (Page
et al., 1999).

Parmis les 14 sous-types de récepteurs sérotoninergiques indirectement activés par
'administration systémique d’IRSSs, deux sont particuliérement impliqués dans la
modulation du relargage de la dopamine, les récepteurs 5-HTqa et 5-HT4g. Lors d’une
étude réalisée récemment en collaboration avec le laboratoire du Pr Alain Gardier
(Guilloux et al., 2006), il a été démontré que les effets des IRSSs (paroxétine) sont
toujours présents chez des souris knockout pour le géne codant pour le récepteur 5-HT
et que 'absence de ce récepteur permet une potentialisation des effets de la paroxétine.
Suggérant ainsi que l'activation du récepteur 5-HT4a n'est pas nécessaire a I'apparition
des effets des IRSSs dans le FST, contrairement a l'activation du récepteur 5-HT g qui est
primordiale.

En 2001 une équipe américaine a démontré que l'absence de récepteur 5-HTqa
empéchait I'apparition des effets de la fluoxétine dans le TST, alors que I'absence de
récepteur 5-HT4g potentialisait les effets de la paroxétine et de la fluoxétine (Mayorga et
al., 2001). Ces résultats sont trés intéressants, car ils sous-entendent que, selon le test
auxquels sont soumis les animaux, I'apparition de I'effet antidépresseur ne nécessite pas

I'activation de la méme voie monoaminergique.
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Etude n°8 :

Effet de deux tests comportementaux (FST et TST) sur les concentrations tissulaires
monoaminergiques (5-HT, 5-HIAA, NA et DA) dans différentes structures cérébrales

(hypothalamus, hippocampe, striatum et cortex).
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Objectif de I’étude 8 :

Le test comportemental utilisé pour la réalisation de cette thése (le FST), permet de
mettre en évidence le profil antidépresseur de certaines molécules. Bien que ce test soit
largement utilisé lors des études précliniques, il n'existe aucune étude permettant
d’expliquer pourquoi les antidépresseurs, a l'inverse des autres substances, modifient le
comportement de I'animal. En effet, bien que les systémes monoaminergiques (5-HT, NA
et DA) aient largement été étudiés dans la neurobiologie de la dépression, les
changements neurochimiques qui ont lieu lors d’'une exposition de l'animal a un test
comportemental (FST et TST) n’ont pas encore été étudiés de fagon précise (les seules
études disponibles portent sur le cerveau entier Renard et al., 2003). De plus, comme
nous I'avons évoqué précédemment, il semble que les deux tests les plus utilisés (FST et
TST) ne mettent pas en jeu les mémes mécanismes neurochimiques. Afin d’essayer de
mieux comprendre ces tests, nous avons mesuré les variations en monoamines dans
quatre régions cérébrales (hypothalamus, hippocampe, striatum et cortex) avant et aprés
une exposition aux tests. Ces quatre structures sont largement reconnues comme étant
impliquées dans les troubles de I'humeur et dans la réponse aux antidépresseurs. Le
métabolite de la 5-HT, le 5-HIAA a permis aprés dosage de mesurer ['activité
monoaminergique dans ces quatre structures. Le rapport 5-HIAA/5-HT, « turnover » ou
taux de renouvellement de la 5-HT a été calculés afin de servir d'index de l'activité de la

5-HT aprés exposition aux tests.
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Résultats de I’étude 8 :

Concentrations de 5-HT dans les quatre structures étudiées

Les deux tests comportementaux induisent une diminution des concentrations tissulaires
de sérotonine dans [I'hypothalamus (p<0,05 et p<0,01 dans le FST et le TST
respectivement) et une augmentation dans le cortex (p<0,05) en comparaison avec des
souris naives non testées. La concentration de seérotonine est augmentée (non
significativement) dans I'hippocampe et le striatum chez des souris testées dans le FST.
A l'inverse, les concentrations de sérotonine dans ces deux aires cérébrales ont tendance
a diminuer chez les souris testées dans le TST (non significatif). La concentration de
sérotonine tissulaire dans I'hippocampe et le striatum est statistiquement plus élevée chez

les souris testées dans le FST que chez les souris testées dans le TST.
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Figure 13 : Effet d’'une exposition des animaux au FST et au TST sur la concentration de
5-HT dans quatre structures cérébrales (hypothalamus, hippocampe, striatum et cortex).

Les résultats sont exprimés sous forme de moyenne + ESM (ng/g) avec n=10. L’analyse statistique est
réalisée grace a un test de Student Newman Keuls. * indique une différence significative animaux testés
versus animaux non testés, $ indique une différence significative entre les groupes testés (FST versus TST)
(* p<0,05 ; **p<0,01 ; ***p<0,001 ;$ p<0,05 ; $$p<0,01 ; $$$p<0,001).
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Concentrations de 5-HIAA dans les quatre structures étudiées

Le FST entraine une diminution de la concentration hypothalamique de 5-HIAA, et une
élévation de la concentration de 5-HIAA dans le cortex en comparaison avec des souris
naives non testées (p<0.05). La concentration de 5-HIAA dans le striatum et le cortex est
augmentée chez les souris ayant été testées dans le TST (p<0,001 et p<0.05). A
inverse, la concentration de 5-HIAA dans I'hippocampe diminue significativement chez
des souris testées dans le TST en comparaison avec des souris naives non testées
(p<0,05). Les concentrations de 5-HIAA sont significativement différentes entre les
animaux testés dans le FST et ceux testés dans le TST dans I'hippocampe,

I'hypothalamus et le striatum (p<0,05 ; p<0,01 et p<0,001 respectivement).
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Figure 14 : Effet d’'une exposition des animaux au FST et au TST sur la concentration de
5-HIAA dans quatre structures cérébrales (hypothalamus, hippocampe, striatum et
cortex).

Les résultats sont exprimés sous forme de moyenne + ESM (ng/g) avec n=10. L’analyse statistique est
réalisée grace a un test de Student Newman Keuls. * indique une différence significative animaux testés
versus animaux non testés, $ indique une différence significative entre les groupes testés (FST versus TST)
(* p<0,05 ; **p<0,01 ; ***p<0,001 ;$ p<0,05 ; $$p<0,01 ; $$$p<0,001).
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Mesure du taux de renouvellement de la 5-HT dans les quatre structures étudiées

Le rapport 5-HIAA/5-HT ou taux de renouvellement sérotoninergique n’est modifié dans
aucune structure aprés le FST. Ce rapport augmente significativement dans le striatum et

I'hypothalamus aprés un TST.

Taux de
renouvellement Hypothalamus Hippocampe Striatum Cortex
5-HT
Avant test 0,84 £ 0,13 1,41 £ 0,19 0,25 £ 0,02 0,40 £ 0,03
Aprés FST 0,67 + 0,03 - | 1,18£0,09 0,18 £ 0,01 o | 0,42+ 0,02
A pd ﬁ z
"S w 8 w
Aprés TST 1,26 + 0,09** 2,34 £ 0,55 0,78 £ 0,04*** | | 0,39 £ 0,02

Tableau 6: Taux de renouvellement de la 5-HT avant et aprés une exposition des
animaux au FST et au TST dans quatre structures cérébrales (hypothalamus,
hippocampe, striatum et cortex).

Les résultats sont exprimés sous forme de moyenne £+ ESM avec n=10. L’analyse statistique est réalisée

grace a un test de Student Newman Keuls pour comparer les groupes deux a deux (NS: non significatif).

Concentrations de NA dans les quatre structures étudiées

La concentration de NA dans I'hypothalamus, I'hippocampe, le striatum et le cortex reste
inchangée chez des souris qui ont été testées dans le FST en comparaison avec des
souris naives non testées. En revanche, la concentration de NA dans I'hippocampe et le
cortex est significativement modifiée chez des souris testées dans le TST en comparaison
avec des souris naives non testées ; on observe une diminution de la concentration de

NA dans I'hippocampe (p<0,05) et une augmentation dans le cortex (p<0,01).
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Concentration : :
de NA (ng/g) Hypothalamus | Hippocampe Striatum Cortex
Avant test 3148 + 142 465 + 30 195 + 25 324 + 20
Aprés FST 3068 + 122 454 + 27 o | 16513 354 £ 15 -
z s z s
& =4
Aprés TST 2717 + 248 347 % 29* 242 + 24 449 + 32**

Tableau 7 : Effet d’'une exposition des animaux au FST et au TST sur la concentration de
NA dans quatre structures cérébrales (hypothalamus, hippocampe, striatum et cortex).

Les résultats sont exprimés sous forme de moyenne + ESM (ng/g) avec n=10. L’analyse statistique est
réalisée grace a un test de Student Newman Keuls. * indique une différence significative entre les animaux

testés et les animaux non testés (* p<0,05 ; **p<0,01 ; ***p<0,001 ; NS : Non Significatif)

Concentrations de DA dans les quatre structures étudiées

La concentration de DA dans I'hippocampe est trop faible pour étre détectée par notre
méthode de dosage. Quelque soit l'aire cérébrale considérée, aucun de ces tests

n’entraine de variation de la concentration tissulaire de dopamine.

Concentration . :
de DA (ng/g) Hypothalamus | Hippocampe Striatum Cortex
Avant test 380 £ 20 ND 6392 + 488 526 + 31
Apres FST 346 + 42 ND 6279 + 404 550 + 20
Z Z Z
w w (2]
Aprés TST 312+22 ND 5597 + 479 625 + 54

Tableau 8 : Effet d’'une exposition des animaux au FST et au TST sur la concentration de
DA dans quatre structures cérébrales (hypothalamus, hippocampe, striatum et cortex).

Les résultats sont exprimés sous forme de moyenne + ESM (ng/g) avec n=10. L’analyse statistique est

réalisée grace a un test de Student Newman Keuls. (NS : Non Significatif)
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Résumé de I’étude 8 :

L’exposition des souris a un FST entraine des changements dans les concentrations
tissulaires monoaminergiques. La concentration de 5-HT est significativement diminuée
dans l'hypothalamus et augmentée dans le cortex. Dans ces méme structures, le
métabolite de la 5-HT, le 5-HIAA, est également diminué significativement. La diminution
simultanée de la concentration de 5-HT et de son métabolite font qu’il N’y a aucune
modification du taux de renouvellement de la 5-HT dans ces aires cérébrales en
comparaison a des souris non testées ; suggérant ainsi que le FST n’entraine pas de
modification du métabolisme de la sérotonine. Ces travaux n’ont pas mis en évidence de
modification des concentrations tissulaires de noradrénaline et de dopamine aprés un
FST.

A linverse, I'exposition des animaux au TST entraine une augmentation du taux de
renouvellement de la sérotonine suggérant une modification du métabolisme
sérotoninergique. Cette modification s’accompagne de changements dans les

concentrations extracellulaires de noradrénaline dans I'’hippocampe et le cortex.

Les modifications physiologiques induites par les tests comportementaux permettent

certainement d’expliquer les différences observées sur le plan comportemental.
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Etude n°9 :

Evaluation de l'effet antidépresseur résultant de la coadministration d’'un IRSS avec un

antagoniste des récepteurs NK1 dans le FST chez la souris

Antidepressant-like activity of Selective Serotonin Reuptake Inhibitors combined with a

NK1 receptor antagonist in the mouse Forced Swimming Test

Chenu F", Guiard BP?', Bourin M', Gardier AM>.

Publié dans Behavioural Brain Research

186



Objectif de I’étude n°9 :

Cette étude a été réalisée en collaboration avec le Laboratoire du Pr Alain Gardier. Le but
de cette étude était de confirmer des résultats de microdialyse qui montraient que
'administration combinée d’un antidépresseur (IRSS) et d’'un antagoniste des récepteurs
NK1 (GR205171) potentialise le relargage de sérotonine dans le cortex frontal de souris
(Guiard et al., 2004; Guiard et al., 2006).

Toutefois, cette étude présente également un intérét dans la détermination des voies
monoaminergiques impliquées dans l'apparition de I'effet antidépresseur des IRSSs dans
le FST.

En effet, des études réalisées in-vitro sur des coupes d’hippocampe de rats ont mis en
évidence que [I'administration de sérotonine permet de diminuer le relargage
d’acétylcholine, et que cet effet de la sérotonine dépend de l'activation du récepteur 5-
HT1s (Maura and Raiteri, 1986; Maura et al., 1989). A l'inverse, les études in-vivo de
microdialyse ont mis en évidence que l'administration d’IRSS se traduit par une
augmentation du relargage d’acétylcholine dans le cortex frontal de rat et que cet effet
peut étre antagonisé par I'administration d’'un antagoniste des récepteurs 5-HTg (Consolo
et al., 1996). Une explication possible pour justifier la différence entre les études in-vitro et
in-vivo est I'activation des récepteurs 5-HT g situés sur les neurones GABAergiques qui
peut entrainer une désinhibition du systéeme cholinergique. Par conséquent, il semble
possible que le blocage de l'effet antidépresseur de la paroxétine et du citalopram lors de
la coadministration avec un antagoniste des récepteurs 5-HTg (le GR127935, voir étude
n°5) ne soit pas seulement lié a une activité sur la dopamine, mais soit également lié a
une diminution du relargage d’acétylcholine.

Or en 1996, il a été démontré que l'administration d'IRSS permet I'activation des
récepteurs 5-HT,a situés sur les neurones contenant la substance P ; cette activation
entraine une augmentation du relargage de substance P ; ce qui permet une activation
des récepteurs NK1 responsables d'une augmentation de la neurotransmission
cholinergique (Feuerstein et al., 1996a).

Par conséquent, les coadministrations [IRSS + antagoniste des récepteurs NK1] et [IRSS
+ antagoniste des récepteurs 5-HTg] permettent de produire les mémes effets sur la
libération d’acétylcholine (blocage de I'augmentation de la libération d’acéthylcholine) et
de sérotonine (potentialisation de 'augmentation de 5-HT extracellulaire).

Dans cette étude, nous avons donc réalisé des coadministrations [antidépresseur +

antagoniste des récepteurs NK1 (GR205171)] nous permettant, méme si ce n’était pas
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'objectif initial de cette étude, d'évaluer les effets comportementaux résultant de
'absence d’augmentation de relargage d’acétylcholine lors d’un traitement par

antidépresseur dans le FST chez la souris.
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Alstraet

Subsmnoe P antagonists of the neurokinin-1 moeptor type {NE 1) have growing intesest s mew sntidepressant theraples. It has been postolaed
that tsese dmgs exent (hix puistive thempeotic effect without direct inleractions with serotonin (5-HT) nevrons. b Jine with ihis assumption,
previons ingmeeseheal fn vive microdial ysis expenments provide devidence it the WK1 recepror aniagonssis dic ot change basal comical 5-HT
levels. However, we found it increases in cortical 5-HT overfiow cansed by sysiemic ingection of the selective senoionin reuptale inhilbdior
(S5RI}. perometine was mgher in freely moving (CS5TBLAGxT Mevi NK1 /- muotanis than in wild-type NKls's mice [17]. More secenily, o
phanmacalogical study hes led to o similar conclusion soce GR203171, a NK1 receptor antagonisl, potenfiated paroxetine-induced increases in
cortieal 5-HT dinlysate following its scude systemmde of intm-raphe sdmimdsiration to wild-type méce [25]. In the present stody. we ested whetler
an acute combMnmation of S5KI and NK1 recepior antagonist coall chsplay amdepressant-like activity nsing the forced swimming fesi in Swiss
trdce. We Toutid that i inghe sysiermne dose of GRI0OSIT1 (10 and 30mgikg, 1p ) bad o0 ellect by isell, However, it slectively posentialed the
antick pressant-like activity of suhsctive doses of fwo serotonergic amtidepressanl dmgs, citaloprom and paroxetine (withoul psychomatos stimola
actvity), but pot thar of noradrenaline reopiake inkibiior, desiprapdne. In sgreement with newrochemdeal duta, the present stady confioms it
co-admipstrarion of a NK1 receptor antagomast with an antidepressant drag sech = a 55K1 may have a theragentic polemtial to improve the
treamnenl of major depressive ¢pisodes in huumn compuared 1 S5RI alooe
2006 Elsevier BV, All rights reserved.

Kewwpeds Pomed swimming test; Mouse, NK1 eeplor antagosisy, Selective semtonin reaptake inbshitor, Substance P

L. Intreduction

To the present knowledge, antidepressant drugs used in
the treatment of major depressive disorders are believed to
act on the central moncaminergic systems mainly serotonin
(S-twdroxyiryplomime, 5:HT') and norsdrenoline (NA) synap-

AbFrwviations CNS, coniral pervous sysicmm, DRMN, donsal rl.ph-: Al s,
15-HT et eatrcelliibar levals of 3 HT.FYT, Fonced esdnnmng tasl | KT, Knock
wit; L, Bocus cosrabeny; NE L pourokinin | meceplon. MA, sordmenabise, S5R0,
selective serotonin reapiske mhubion, NRL somsdrenalin opiake inhibaioms,
5P, substanon P 5-HT, se 3 THT dnil sy [
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¢ neurolransmissions. Selective serolomn reuptake inhibiloss
(55RIs paroxetine. fuoxeiing, citalopram, escitalopram. fu-
voxamine, sertealine) and noradrenaline reuptake inhibitoss
(NRIs: reboxeting, desipramine) are the most common pre-
scribed antidepressant drugs [37]. They exert their therapeutic
effects by increasing availsbality of SHT and MA neurotrans-
millers in the synapses of different imbic arets including the
frontal cortex. Although S5R1s and NR1s are effective intreatlng
nost depressive epasndes, 8 significant proportion of depressed
patients do mot display signs of meod mprovement until 2-3
weeks nfter the sturt of the trestment [3]. Furthermore, aboul
ome third of these patienis show only partial oF no response 1o
the treatment [36]. In additlon, some side eifects are reporied
during the chronic frestment such ss pain weight and sexusl
dysfunction [ 16.53]. Thos, multiple strategies are in progress to
improve the activity of these conventional antidepressant drugs
(for reviews, saa [2.52])
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Substance P (5P, 2 member of tachykinin family, & widely
digtribiiterd within the brain amnd exerts its biologieal effects
muinly through the activation of the G protein-coupled nea-
rokinin 1 (INK 1 receptor [51]. During the past 10 years, elinical
frials carried out in depressed patients revealed a putative new
class of amtidepressant drugs known as the WK1 receptor antag-
onists. Initial phase 1T studies of the NK1 receéplor anfagonisis
MEGES, L759274 and CP122721 have reported a higher rate
of symptoms remission than that of paroxetine, fluoxetine or
placebo [14.31,32). However, these compounds exhibit the same
delay of therapeutic effects as SSREs (for review, see [36]) A
recent clindcal study has compared the elfects of a NK1 receptor
antgonist alone and citalopram of anxiety sYmploms in social
phobda [18] and demonsteated that short-term administration of
either GR20S1TI or citalopram similarly sllevisted social nnx-
iety. Despite these encouraging results, a progressive decreased
interest for NKI receptor spagonism in the treatment of major
depression is observed. This lack of inferest is most likely due
b the fact that approximately half of the antidepressant elinical
frials performed with NK1 receptor antagonists failed to differ-
entiste these new drugs from placebo or comparatoes [29.39.42]

Alhough the antidepressant properties of NEKI1 receptor
antagonists were first attributed o a new mechanism, without
interfering with ceniral monoamine systems [31], varlous pre-
clinical spproaches have revealed that MK recoptor antagonists
can modulate both 3-HT and NA neurotransmission in the brain
(for reviews, see [1.4,19,24]). For example, it was réparted that
the: genatic insctivation of NK1 receplors causes o funclionz]
desensitisation of 3-HT 1A awtoreceplors md alphio-2 sdreno-
ceptovs | 17,28,50] a5 observed with SSRIs and NRIs [33.45]. As
o direct consequence, micredialysis experiments have demon-
strated that the Increase in cortical extracellular 5-HT and NA.
levels imduced by paroxetine o desipramine respectively, were
higher in NK1—7/— KO mice than in their wild-1ype littermates
[17,28]. Likewise, paroxetine-imduced increase in cortical [5-
HTlext was potentinted in wild-type mice receiving 8 single
or repeatiad admimistration (for 3 weeks) of the NK1 receptor
artagonist, GRA0S1TL [22,25] sugpesting thal NK1 receptor
antagonism may strengthen the antidepressant-like activity of
S5R1s, This, hypothesis postulates that a high levels of [ 5-HT ext
ol serotonergic nerve lerminals, would predict o high degree of
anticdepressant effect by stimulating post-synaptic 3-HT receptor
sub-types in brvin regions imvolved in moed disonders, Interest-
inghy, many studies demonstrated the antidepressant-like effect
of various NK1 receptor antagonists given slone in both the
forced swimming test [ 13,57 ] and the tail suspension test | 55].
However, 1o our knowladge, no combinabion siwdies have been
performesd using co-adininistration of NK1 receplor antagonist
and antidepressant drugs.

Thus, the present study was simed o evaluate the
antidepressant-like efects of paroxetine, citalopram and the NR 1
desipramine in assocution with & non peptidic, selective and
beain penetrant NEK |1 recepior antagenist GR205171 [46), using
the mouse forced swimming test (FSTL This behavioural test is
one of e most widely wsed preclinieal paradigois for predicting
antidepressant-like actvity of drags atter their acute administra-
tion [£1] alone ar in combination.

L Maderiel apd medhods
21, Amimals

Slale Swims m(ﬂﬂzd'ﬂﬂ:ﬁumlﬂ: Lz Gened, France) 4 weeks ald
and weighing 20+ 723 o the tealmant day were bousad in greape of 15 per
cape (ilem = 2Mom = ITomb in the sandanl conditions of ihe anemal room
(20 ok |0, stamdard lightfdark cycle light om at 700 b, off & 1500 hi with free
moens io food and wales for a penind of | wock befoe use. Bach evpensmcntal
grap consisied of nave randomly gouped mice of | e sme weight, whichwens
used only oace {evalustion of lncomotor acervity o fomced swimming test). Al
exporments were porformssd within e guidebises of e Fanch Minkry of
Agricabture for experiments with labormory amimals (law 27 848),

22 Drugyand freatsen

CIRZOFITL aml parenctise lvidnlbaride were genemug gilts from Gles-
oSmilliEline laboralory (Hadow, UK, and cilalopmm Iideobeonsde. fmim
Lundbock iCopenbagen. Denimark). Raspe doses of S5R1e - 16 naglig) and
ithat o deabpramive HCL -8 mg'kgh (Sagma, France) were dissolved dn NaCl
5% and sderinatered istraperitoseally {0p.) 25 mifg) 30 min before fostng
ORZESITE (10 mnd 30 mgfkg) was dissobred i NeC1 009% aml injected ip
(25 mbegh 1 Fmin beloes belavioursd e,

iy st ive o of anlidegmossant drmge icitalopram, desipraming and
parvseting) wate ¢o. adimiaddined with GHR205 17§ these doss woro Sefioed e
day of tea. Dhoses of GRS T] were chosn seconding o onr previous pésuls
we have already d that ths compound adnnistered by an intragen
temcal roule al the does of 3hngy b mece, was able o modly the contml
S-HT nenrcersnsmission [15], and vesed the effevts ol ceatrslly adminisised
wibslance P [23]

2.3, Belwrwiournl texts

2.3t Measuremend of locomotor avivety momce (5

Antmals {nine mice per grosp) were kepl m the darkeard toul-rooim at leasl
I before fhe tesd for habitusation Afler injection (pretreatment andior tnead-
mew ), mice wene meplaced in dhair holifng cages for the redguined inpedion-tes)
Imberval. anad thon individually tramifared o il sctimeter for s 10 man test
These amnmls were different from those used m the forced seimmang best. The
sponmnenus aoinily of nerve anmmals was recorded umng a phoioeloctne sctime
ter (05YE, Laval Frisce). This actimeler consists of o dainless shoel apparalis
contEning imnipaenl cages i whach e animals borizontal sctivity is mea-
wurandl by Bighe b oo bed 10 g plodo-elecing cell. Resulic ane on pressed as
s b ol Bl b booken diceg the 10 ims fos peood {imean = 5 BB
for each groap.

132 Measurermen of iwomobiliny time in Me oo nedeoming dest (45

That foscad switnming bes employed wus sssatially simbar oo e descabad
clewhes |40]. Boefly, mice wer dropped wndividuslly inte glas cylim
dems (haighi: o, dismeter 10 oo cnntniming 10cm water, muintamned at
255 1°C, and romained theeo for 6 min. A mose was jodged to be fmime
bile wien i fioated in an opright pesiton and made only small miensns o
K 31 head whove Woler. Sin mncd St besbid dinillassoicly, and fle Hind
of immobility was meandod diriig Use last 4 min of b b mis lesting penod,
s affer 2 min of hebitustion. The test was perfomed by the same well traped
CLper hiind i the adminiscred. Hesdts o o prssed asihe
Immmckilily lime during b 2805 et pesiodd dmean = SEM.) for the 10 moe
ieated im each group

24, Swtistical amafyres

Stariatical smalyes were pedfomesd using the compuier softwame Sigmasial
{Systat sofrwane, Edmth, Germany) A two-way ANCVA on the immebil
ity tiew (FST) of the locomotor mriviy was perfonmd with - teatmen
and ircatment as main factors. In cake of significan istemction facior {pee-
Ireatiment ~ thebmest], AMNOVA was followed by a Mewman-Keuls st imul-

190



258 F- (e et ial & By

B semve Dovs

| Pr-cusiye Aors

= Premwsiman « TR {05 mglg)
B Frw maateunel = O (36 g

EFFECT OF COADMIMISTRATION OF CITALDPRAM AKD
GRECEITY N THE MIGE FET (nai)

imimickility trme (s6c)

TEG A

Viehicle  Citnloprasm 4  Citalopram 8 Citalopram 18
ig. |, Imtemction of sbaditve dowes of citalspmm ond GR205171 (14 and
Fig e

i mgkghin mace FST. All grougs comssted of 10 mice. Results ar expressed os
sl smmobdlioy thme = 5 EM. [ indicate o significass diference with comml
gioup recepdang the same teatnwnt (Mall or ORI0FITE, Aderisks show a
wignificant diffepnce companed 1 group receiving same Jusd of atidepresant.
et on; Wp b, "peons, ™ patdl],

Eiple pairwise compansn), I case of mgnifcas cffec of pre-tsabiment sndior
Uresimesl fuctom fadlboul sgsificant «lecd of inlemction), medni wamn conl-
jpécted 1o thir own control vy & Mewnsan-Fauls piat boc bedl. Statistical gt
Reance wan setat poil0f

A Hesulis
A1 The forced swinmmeng fest

In all groups, GRIOSET] was found 10 be devoid of
artidepressant-like activity by itsell in Swiss mice FST sinoe
it did not stenificantly modified the immobility Hime as com-
pared o the MaCl-treated control proup (Figs. 1-3: p>04
each grouph,

EFFECT OF COADMBISTRATION OF PARCKETINE AND
GRZOSITY N THE MICE FST (nett}

i,
2304 o
1
v v ’
0 ! 1

Immobildy time {sec)
&

50—

Vehicls Paopeting 4 Paroeetine B Parcagling 18

Fig. 2. Imicnction of subsciive doses of paroxctine and GRIVFIT] (140 und
M mg/kgin mace FFT.All grougs coasisted of 10 mice, Results are expressed as
mean immobility time £ 5. E M. | indicate 3 sigmficass difference wath comimi
group moctving the same trodtimont (NaCl or GR205171). Astermks show a
significant difference compared to groap recerving s dose of antidepresant.
Ip<n0s; Mapeol, Mpenm); peoos

b 72 (2004 ) 2 56243

L P ks
= Prw umtreme = GH {10 mgeg)
B ey irnabrrwast & GH {30 Mgk

EFFECT OF COADMINIETRATION OF DESIPRAMBE AND
GREOSITY IN THE MICE FST [n=13)

"
=1

immabaity time (sec)
3 g

150

Fig. 3 Intoraction of sebaciive dosew of dosipramine and QR265171 (10 and
Wvmg gy in e FET. Al grosps comsisied off 10 mive. Resalis are expresel s
gt i mmechility time = 5EM l incate a significant differeace wilh conbral
o pecdiving tel i Inatimest (N1 of GRIOSITL). Tp<0nl

Do @

A, Effect of combined adnndstration af GRIGSIT and
sub-gcfive doses of citalopram in the mouse FST

The mweo-way ANOVA  (pre-treatment < treatment) pee-
formed revealed significant main effects of pre-treatment (saline
or citalopram: Fogy=11.56; pa{l001), trestment (saline or
GR205171: Fa gy =7.75 p <0001 and an interaction between
the two factons (Fy g = 2,92 p<(.05). Citalopram given alone
imduced a significant antidepressant-like effect o1 16 mpfkg
(p=(L01}, bot not af lower doses (4 and 8 mgfg) a5 comparad
1o the vehicle-treated control group (Fig. 1.

The lowest dose of GRA5171 (10 mpfog ) did not modif'y the
immaobility time in mice when combined with mactive doses of
the S5R1,

However, the highest dose of GRI0O51T1 (30mpkg) co-
administered with inactive doses of cilalopram induced an
antidepreszant-|ike effect { in companson with the P
dose of GR205171 given alane (p <0001 The NK1 receptor
antagonist akso stgnificantly enhanced the antidepressant-like
effect of citalopram alone 4 and 8 mpke (p <001 and p<005,

respectively.

1.2, Effect of combined adranistration of GRIOIIT and
subgetive doses of paroyetin in the mouse FAT

The two-way ANOVA performed revealed significant main
effects of pre-lreatment (salme o paroxeting: Fax = 15.18;
<001} and trestment (saline or GR2051TL: Fag =388,
p=005), by npo iMoraction between fhe two  factors
(Fyg =0891; p=04T), Paroxctine given alme induced a
significant anfidepressant-like effect at 16mpkg (p<00H1),
but not at bower doses (4 and $mgfkg) as compared to the
vighicle-trested comtrol group (Fig. 2% The co-admimstration
of GRXI5171 iat both doses) and paroxetme (4 and 8 mg/kg)
induced an antidepressant-like effect when compared to the cor-
responding doses of GR203171 alone, Interestingly, the NK1
receptor antagonist (10 and 30mgfke) significantly enhanced
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thie antidopressant-like effect of paroxetine only when the SSRI
wis given al the dose of 8 mgikg (p<0.05 in comparison 1o the
corresponding doses of paroxetine alonel.

413, Effect of combined adwministration of GRI0517) and
subactive doses af desipraming in the mowuse FST

The two-wuy ANOVA performed did not reveal signiflcan
effects of prefreatrment (saline or desipramine; Fyg = 2157,
p=1L12), treatment {saline or GRI0DS1TL; Fag =177, p=0.18)
nar interaction between these two factors (Fyg) = (0L86. p=0.49)
suggesting that GR2I05171 did not potentiate the antidepressant-
like effect of subactive doses of desipramine (2 and 4 mg/kg)in
the mouse FST. Desipramine given alone induced a signifleant
antidepressant-like effect al 8 mg'kg only (p<0.001) (Fig. 3).

2.2, Measurement of locomoter aeivity

20, Effect of GRIOFIZT on spontaneour locomater
ackivity of antidepressant drugs

GR20S171 (Lirand 30 mpfeg) was tested alone o in combina-
lion with variows antidepressant drugs in the locomotor activity
wpparptiss in order to test whether or not the vanation i the
immability time evaluated i the mouse FST could be linked to
o modefication of the antidepressant-like effect of dregs rather
than a modification of the spontaneous keomaotor setivity.

322, GRIOFITL piven alons

The results showed that GRIES51T] did not induce any psy-
chostimulant effects af the doses emploved (Table 1) At the
oppaosite, when given alone, GR205171 (10mghkz ) significantly
decreased the locomator activity inmice ( Faie= 273 p<05)

2.3, Clialopram

The two-way AMOVA revealed significant effects of bolh pre-
treatment (Fy73=8.54; p<0001) and trestment (F5.72 =7.02;
pelfly Mctors, bt no interaction between the two fac-
toes (Fyra=144; p=023) Thos [Cital 8+NaClL [Ciral

4+GRI0] and [Cital §+GRI0] induced a psychostimulant
effect in companison with their own contral ([NaCl+ NaCl)
wnd [NaCl + GR10], respectively ). However, although these data
wiould represent a confounding factor in the interpretation of our
resufis, we have reported im the present study that the shovermen-
ticmedd combinations did not produce aptidepressant-like effects.
Comversely, sl the highest dose lested GR203171 decrensed
the lecomaotor activity when co-administerad with citalopram
dmghkg (p<0.05) suggesting therefore that the cnhancement
of the mobdlity time of mice obtained in the FST, following
combined adminisiration, was ooly linked 1o an ephancement of
antidepressant-like activiey of the SSRI cllalopram.

324, Puroweline

The two-way ANOVA perfornved revealed signilicant effects
of hoth pre-treatment (Fas2=3.57: p<005) and treatment
(Fazr=5.64; p<0,00) factors, but no inferaction between the
twio factars (F) 72 = 1.56; p=0.19)1 When combined writh parox-
etme 4 mpke, GRIOS1TI (10 mpkel moreased the locomator
petivity (p< 0057, and the effect of treatment revealed » signif-
canl sedative effect of [Prx 4+ GR30], when comparad to [Prx
4+ NaCl] {p<(0.05). The enlhancement of the snfidepressant-like
sctivity of paroxetine 8 mgfkg by GR205171 was not associated
with chonges in the spontanecus locomoetor activity.

325, Desipraming

The two-way ANCVA performed revealed significant effects
of both pre-trestment (Fsy3=10.33: p<il001) amd treatment
(273 =5.13; p<0.01) factors, but no interaction between the
b factors {Fy 72=1.56; p=0.50). Thues, desipramine 4 mg/kg
inchwced a sedative effect when given abone (p <0015 The koo
modor senvity of mice was ol decreased further o admin-
stration of GRIG1T] {in combination with desipramine).
The shsence of enhancement of antidepressant-like sctivity of
desipramine could then not be linked 10 a sedative effect of the
NEKIL receptor antagosnist,

Pre-treatmen + GRIDSITI (10 Pre-treament + QN5 171 (20)

Takde |
Biffect of two doses of (FR2051T1 on the spoutaseons comotor sctsvity of antllepressants
ﬁ-u--lmlmem Dioees imafke s Pre-tmatmem alone
Vehiche {Nall) BSRE 136
ASRT
Citallospram
4 W0Te4L2312
& FLIEES G
Parvaeiine
& 2023+ 184
] X504+ 1610
MR
Dmr:lm.l:
2 15044131
4 1206+ 0.9

198+ 128 1532287
AT =118 15125 11)
E T T 182.1£314
IR0 £ 25T 133.0 £ 152°
1132 30,8 1TTe L343
B3 121 1107 £ 104
([ B NCRESEE]

Effect of co- sdminisition of antidepres=nts and GHI051T] on spontancous locometor scinaly. Al groupe consst of nine moce. Dala we exprosscd s nember
ol biyghe beaims brokes dunag (he 10-min teatlag pedod. All Uhe statistacal analyses were calenlated by Nowman-Keuls et folloning significia ANCOVA. Asemoks

indicale Eiference bety l= peverving dpoe + OR2S51TE and

ls pecerving | pre in-n_ll;'pirll.llil [Cra im bold indicale Eiferene

betwesn amimds raceiviag (Antidepressad £ GRI0FET1) and animals peoriving (NaCl £ GR205 171 ip< 005
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4. Discussion

The present sindy was cartied out 0 evaluale the
antidepressant-=like activity of the comventional anfidepres-
sant drugs, SSRE amwd NRIs, when combined with the
NEK1 recepior antagonist GRI05171. Our results provide evi-
dence that the sssociation of both paroxeiine ard chalopeam,
but not desipramine, with GRI0S1T] produced a significant
antidepressant-like effect in the mouse FST, whereas, cach phar-
macological agent given separafely had no activity. The polen-
tisted efficacy of this combination suggests that the blockade of
two distinet turpets, the S-HT transporter and the NK1 receptor,
may improve the treatment of depressive eplsodes in lnmans.

4.1, NK! recepior auiagendsts alome

A dysregulation of the SP nesrolransiission in Hmbic stmic-
tures has heen proposed to play a role in stress-relatied paradigms
and disorders. Accordingly, SP and its prelemred NKI1 recep-
tors have been identified within the regions of CNS that are
traditionally associated with stress (RN, LC. frontal cortes,
hippocampus, anygdala) (for review, see [1]). Acute or chronic
siressars are also known to mcresse SP content in Lthess brain
regiore [15,31,54], Moreover, in guinea-pigs, cenfral infuslon
of 5P agonists causes long lasting andible siress vocalizations
which can be abotished by pretreatment with NK1 receptor
antagonists oF antidepressant drugs such s imdpramine or Hu-
oxetine [31)- Together. these preclinical dma raize interesting
suestions. regarding the potative role of SP and related-NK1
receptors i the pathophysiology of depression and its interae-
tiom with central monoamenergic systems. Hese it was shown
that GR25171 (10 and 30 mpfg, Lp) per se, did nol produce
antidepressant-like activity in the mouse FST (Figs. 1-3). Even
IFGRMISITL alone temded to decrease the spontanecns loco-
modor activity (Table 1), the lack of antidepressant-lTike effect
could probobly not be related to 3 sedative activity since it
was demonstrated that many antidepressant drugs with seda-
tive effects fsuch as imipramine, desipramine and cloniding
exhibit an antidepressant-like sctivity in the mice FST [14,27],
Contrasting with the present findings, it was previously shown
that a single admmistration of various NK | receptor antagonists
was reported o reduce the tinse of unmobdlity o mice ((57)
GRXS5171 30 mpdke, ip), rats ([13]: CPO6345 5 mpike, ip)
and gerbils ([35]: MEESD, LT42604 and LT33060 10 make,
p.o., CP9%M and CPI22721 30 mpdcg, poo.) submitted to FST.
Species differences need to be considered, in the pharmacol-
gy of the antagonists, prven that many of the compounds hiave
reduced affinity for the rodent NK1 recepion, anxd thus offen
require high doses 1o observe an effect [46.47]. Discrepancies
may also be attributed o methodological considerations such
az distinet ttme mterval between dreg administration and the
test itself (30 and 15 min), the level of stress between species or
the use of différent strams of moe smoee genotype is an impor-
tant factor determining sensitivity fo antidepressant druegs in
behavioural lests [7,14.44). For example, Swiss mice are the
most sensitive strain to detect antidepressant-like activity aof
S5RI or SNRI n the FST. Fmally, #t can be assumed that m our

experunenial conditions, a single administration of GRI05171
is nol sulficient o induce an antidepressant-like effect Nev-
ertheless, the lack of anfidepressant-like activily of GRI05171
reported here is consistent with i wvo and i vitre dota show-
ing that an seute administration of NK1 receptor antagonist did
not modify the spomtaneous fiting of DRN 5-HT neurons amd
the basal extracelluler concentration of S-HT ([5-HT Jext) in the:
frontal cortex of mice [22,25.57] or rals{12.26.34,38], Thus,
although the behavioural effects of NK1 receptor antagonists
remam somewhnt equivecal, there is now a large body of evi-
dence sugpesting that scute NK1 receptor antagonism: does not
mashify 5-HT neurolrarsnussion within bram regmons involved
in mood disondears.

4.2 NK{ recepior antagonist i combination

4.2.1. With selective serolonin reuptake mhilnior

Tt was shown here that a single intraperitoneal administration
of the S8R1s eitalopram and parcxetine {16 mp/kg), decreased
the time of immobility in the moose FET as compared tothe con-
trol group receiving vehicle alone (Figs: 1 and 30, Surprisingly,
lower doses have failad o produce antidepressant-like effects
and these resulls diverge from previous dose-response stdies
performed in ithe mouse FST [14]. Such differences likely resull
from different factors (housing conditions, testing procedures)
knowmn 1o alter the sensitivity 1o 55RIs [6,40]. Nevertheless,
the inain findme of the present stedy 15 the significant rédie-
tion of time-of imosobility when subactive doses of cilalpopram
{4 and § mpkg) and GR205171 (30 maikg) were combined as
compared to the corresponding proups of mice rested either
with citalopram alone (p<(L0] and p<{.05, respectively) or
GRYS1ITI (30mpkp) alone (p<000] and p<0.01, respec-
tively) (Fig. 1). Similarly, a significant redoction of the time of
immobility was obtained from the association of the sabactive
doge of parcetine (8 mpfkg) with GR205171 (10 and 30mptkg)
as compared 1o the comesponding groups of mice treated either
with parcxeting alome (p < 005 for each dose of GRZOS1171) or
GRM5171 alone {p <005 and p <0401, respectively) (Fig. 2).
It is noteworthy that the combination of SSRIs and GR2O5171
didl pot produce psychomotor stimulant effects as compared 10
SSRI alone (Tahle 1), soggesting that the effects observed in
the mouse FST are speciflcally relsted to antidepressant-like
actavaty, The neurochemical changes that coubd underlie these
behavicural effects remain unclesr snd likely complex. Never-
theless, since an increass in 5-HT availabdlity sf nerve terminals
is essentinl for antidepressant-like efficacy, we conld mier that
the eombrnationof SSR1s and NK 1 receptor antagonist have pro-
dced an enhancement of 3-HT neurotransmission in the brain
reglons imvolved in mood disorders. In line with this assumption,
promsing results were initially described by using o microdial-
ysis approach in freely moving mice [25].

An important question mased by these microdiabysiz and
betuvioural results concems the mechansm of action of NKI1
receptor antagonists and whether these pharmacclogical agents
act ¥is o commaon folecular trpel slmilar o SSRE? We pre-
viously demonstrated that NK1 receptor antagonists act by
stimulating the relesse of 5-HT ot nerve terminals rather than
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inhibiting its reaptake [ 23] In agreement, recent in vitro obser-
valions using human neocortical synaplosomes mdicsted that
the selective blockads of NK1 receptors did not affect basal
5-HT uptake or the mhibition of 5-HT optake induced by the
SSRI fluveramine [35] sugesting that NK1 receptor antago-
nists do not mterfere with the 3-HT transporter protein. Reverse
microcialysis experimenis with local intra-raphe injection of
MK receptor antaponist sugrested that (he main ineraction sike
Iretween Substance P-crglc and serotonergic systems is located
in the dorsal raphe mucleus (RN) indicating that serotonin
pathways are playing a critical robe in the potentiation of the
unticdepressani-like activity, These results strongly supgest that
co-administration of SSRLand a NK1 recaplor antagonist cin
entance 5.1 neorotransmission presumably through a lower
inhubitory feedback control of the serotonergic neurons by 5«
HT1A sutoreceptors [ 24, 25]

So far, two mechamsms can be proposed: NK1 receplor
antagonists may reduce SSRI-induced activation of the negative
feerdback oo 5-HT system. Otherwise, an effective clearance of
3HT from the synapse may mask the incredse in 3-HT release
induced by NK1 receptor antagonists alone. inthese conditions,
SSRIs mupht unvel the sctivity of NK1 receplon antagonists by
preventing the 5-HT reuplake process,

4.2.2. With selective noradrenalin renplake infibitor

In agreement with our previous dose-response study per-
formed in Swiss mbee [14], 1 was shown hete that a slngle
pdminkstration of the SINRI, desipramine at the dose of B mg/kg.
iy diecreased the lime of immobility in the mouse FST as com-
pared to the control groap receiving vehicle alone (Fig, 33, In
addition, GR205171 (10 and 30meke, ip.) failed o potenti-
pte the antidepressant-like activity of subactive doses (2 and
4 mg/kg, ip.)of desipramine (Fig. 33, Although this effect could
be related 1o a sedative activity of GR205171, we have shiwn
that addition of the NK1 receplor antagonist did not modify
desipramine-indoced decrease in spontaneous [Doomotor activ-
ity (Table 1), It would be a relevant interest todetermine whether
o mot a pharmacological inactivation of NK1 receptors could
enfonce the antidepressant-like activity of mn active dose of
desipramine, To our knowledge, no experiments have exam-
ined the newrochemical and hehavioural changes produced by
the associstion of SNR1s and NK1 receptor antagonisis. There-
fore, alibough previous observations have reported that the basal
corfical efflux of noradrenaline increasad two 1o four-fokd in
WK1 —/— mice compared to NK1+%+ mice, the net incresse in
noradrenaling cfffux in the cerebral cortex following injection of
desipramune did not differ in NK1-/— and NK1+'+ penotype
mice [28].

Taken together. our results interestingly suggesi that o change
in basal 5-HT nearotransm ission is probably necessary (o obtain
an augmentation effect of WK1 receptor antagonist on activity

of antidepressant drugs.
5, Conclusion

In conchasion, the present behavioural dats in response to
the co-admmistration of S5R1s with a NK| receptor antagonis!

paralleled changes measured in cortical [5-HTJext [24]. Tt is
mteresting 1o node that small molecubes with dual NK1 antago-
nism and serotonin reuptake inhibition properties (NK1/SSRI
exhibit a robust neurochemical and antidepressant-like activities
in animal models [48.4%). This new potentiating antidepressant
strategy showhd now srouse psychiatrists towards clinbcal tri-
uls 1o defermine the extend io which this chronle combinaiion
would display sdvantages over existing therapies with comven-
Honal antidepressant drogs, perticularly fo reduce the long delay
of action and resistant rate of depressed patients fo the SSR s I is
alse inferesting 1o note that many sugmentation stratepies have
been proposed 1o enhance the effects of currently prescribed
antidepressant diigs. The most commaonly used augimenling
agents (lithium and busplrone; for review, see [300) have also
been demosstrating a5 being augmenting agenits in the moase
FST [%.43] and in intracerebral microdialysis studies in rodents
[£.11,20,21]. Consequently, these findings suggest that correda-
tion between microdislysis and FST data had a predictive value
on ¢linical results.
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Résumé de I’étude n°9

Dans cette étude, nous avons mis en évidence une potentialisation des effets de type
antidépresseur de la paroxétine et du citalopram lors de la coadministration avec un
antagoniste des récepteurs NK1, le GR 205171. Les résultats obtenus dans cette étude
sont conformes a ceux obtenus lors des travaux de microdialyse : la potentialisation des
effets neurochimiques des IRSSs est associée a une potentialisation de leurs effets
comportementaux. Le développement des antagonistes des récepteurs NK1 en tant
gu’'antidépresseur ayant été abandonné pour cause de manque d’efficacité (en
monothérapie), ces résultats peuvent relancer I'intérét du développement de ces produits
sous forme de coadministration.

La potentialisation de l'activité antidépressive des IRSSs par le GR205171 montre que
laugmentation de la concentration extracellulaire d’acéthylcholine induite par
'administration d'IRSSs n’est pas nécessaire a I'apparition de leur effet antidépresseur.
En effet, cette augmentation du relargage d’acétylcholine n’est pas présente lorsque les
IRSSs sont coadministrés avec un antagoniste des récepteurs NK1. De ce fait, I'absence
d’effet de la paroxétine et du citalopram lors de la coadministration avec le GR127935, ne
peut étre liée a un effet de I'antagoniste des récepteurs 5-HT g sur la neurotransmission

cholinergique.
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4.0 DISCUSSION GENERALE
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L’objectif de ce travail était d’étudier I'implication du récepteur 5-HT g dans I'apparition de
I'effet antidépresseur des IRSSs dans le FST en démontrant le réle joué par l'activation
des hétérorécepteurs 5-HT1g. Dans un second temps, nous avons cherché a localiser au
niveau ceérébral les récepteurs 5-HT4g dont [l'activation par un agoniste sélectif,
I'anpirtoline, permet d’obtenir un effet anti-immobilité dans le FST ; puis nous avons
déterminé les voies monoaminergiques dont l'activation est nécessaire pour obtenir les

effets thérapeutiques des IRSSs.

4.1 Récepteur 5-HT 5 et effet antidépresseur

Plusieurs études ont mis en évidence que I'anpirtoline administrée par voie systémique
permet d'induire un effet de type antidépresseur chez des souris Swiss dans le FST
(Redrobe and Bourin, 1999; O'Neill and Conway, 2001). Utilisée a dose subactive les
agonistes des récepteurs 5-HT g (anpirtoline ou RU24969) permettent de potentialiser les
effets comportementaux de différents antidépresseurs appartenant a différentes classes
(imipramine, maprotiline, venlafaxine, fluvoxamine et sertraline) dans le FST chez la
Souris (Redrobe et al., 1996; David et al., 2001). De fagon surprenante, ces résultats sont
obtenus alors que dans le méme temps les agonistes des récepteurs 5-HT g induisent
des effets neurochimiques opposés a ceux des antidépresseurs : diminution du relargage,
de la synthése et de l'activité électrique des neurones sérotoninergiques. Par consequent
si sur le plan comportemental les agonistes des récepteurs 5-HTg permettent d’'induire un
effet anti-immobilité comparable a celui des antidépresseurs, ils s’opposent a leurs effets
physiologiques. Nous avons donc eémis I'hypothése que l'activité de I'anpirtoline est liee a
'activation des hétérorécepteurs 5-HTg. L’'absence de ligands spécifique pour les
hétérorécepteurs nous a amené a développer une technique nous permettant de n’activer
que les récepteurs 5-HT4g postsynaptiques (hétérorécepteurs). En effet, 'administration
de 5,7-DHT (22,8ug) entraine une destruction des neurones sérotoninergiques ; d’ou
également une destruction des autorécepteurs 5-HTqg. L’administration d’un agoniste
sélectif, 'anpirtoline, permet alors de n’activer que les hétérorécepteurs 5-HTg chez des
souris préalablement prétraitées par cette neurotoxine. Bien que I'anpirtoline posséde une
affinité pour les récepteurs 5-HTg, 5-HT1a et 5-HT, (Ki respectifs de 28 nM, 151 nM et
1,48 uM ; Metzenauer et al., 1992), I'effet antidépresseur observé dans le FST ne peut
étre lié qu’a l'activation du récepteur 1B, puisque cet effet antidépresseur induit par

'administration d’'une dose active d’anpirtoline est absent chez les souris mutantes
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privées du récepteur 5-HT4g alors qu’il est présent chez leurs congéneres non mutées
(étude n°4). La conservation de cet effet chez les animaux dont le systéme
sérotoninergique a été préalablement Iésé (prétraitement par 5,7-DHT) démontre avec
certitude [I'implication des récepteurs 5-HTg situés sur des neurones non
sérotoninergiques (hétérorécepteurs). Il est intéressant de noter également que
I’hypofonctionnement du systéme sérotoninergique provoqué par la 5,7-DHT entraine une
potentialisation des effets de I'anpirtoline (diminution de plus forte amplitude du temps
d'immobilité de 15% par rapport aux animaux non Iésés) ainsi qu'une diminution de la
dose minimale active dans le test (4 mg/kg au lieu de 8 mg/kg).

La premiere hypothése permettant d’expliquer cette potentialisation des effets de
'anpirtoline serait que la destruction des terminaisons neuronales sérotoninergiques
présynaptiques par la 5,7-DHT s’accompagne d'une augmentation du nombre
d’hétérorécepteurs 5-HT4g, signifiant une « upregulation » (préalablement décrite par
Manrique et al., 1993). La seconde hypothése possible, serait une hypersensibilité des
récepteurs consécutive a [I'hypofonctionnement du systéeme sérotoninergique,
correspondant a une augmentation de leur activité intrinséque (décrite chez les rats Iésés
avec de la 5,7-DHT par Nelson et al., 1978; Eide et al., 1988). L’hypothése la plus
probable permettant d’expliquer la potentialisation de I'effet antidépresseur est la variation
d’activité intrinséque. En effet, la |ésion maximale observée dans nos études est d’environ
75% et une étude a montré que I’ « upregulation » du récepteur 5-HTg n’apparait qu’a
partir de 95% de déplétion (Compan et al., 1998).

Dans une seconde série d’expérimentation, nous avons réalisé une administration locale
d’anpirtoline (10 et 20 ug par souris) chez des animaux vigiles que nous avons ensuite
directement soumis a un test comportemental (FST). Lorsqu’'un agoniste des récepteurs
5-HT+1g (I'anpirtoline) est injecté dans les aires cérébrales riches en sérotonine
(hippocampe et cortex) et donc en autorécepteurs, aucune diminution du temps
d'immobilité n'est observée. Bien qu’aucune « cartographie » ne soit disponible pour
différencier la localisation des autorécepteurs et des hétérorécepteurs, les études de
microdialyse montrent que [I'élévation de 5-HT extracellulaire induite par les IRSSs
(citalopram, fluoxétine, fluvoxamine ou paroxétine) dans I'hippocampe et le cortex est
potentialisée par des antagonistes des récepteurs 5-HTg (GR127935, SB224289 ou AR-
A000002), démontrant ainsi qu'’il s’agit d’autorécepteurs (Gobert et al., 1997; Cremers et
al., 2000a; Hervas et al., 2000; Malagie et al., 2001; Stenfors et al., 2004). A l'inverse,
lorsque l'anpirtoline est administrée dans des aires cérébrales riches en neurones

dopaminergiques et en interneurones GABAergiques (substance noire et caudate
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putamen), I'activation des récepteurs 5-HTg (hétérorécepteurs) permet une augmentation
du temps de nage ; confirmant ainsi les résultats obtenus aprés l'injection de la 5,7-DHT.
Une des limites de cette étude est 'absence de détermination de la zone de diffusion de
'anpirtoline. En effet, il aurait été intéressant d’injecter de I'anpirtoline radiomarquée puis
de réaliser des coupes cérébrales afin de vérifier que les effets comportementaux sont
bien associés a une localisation de I'anpirtoline dans l'aire cérébrale étudiée. Toutefois,
compte tenu du faible volume injecté (0,4 puL par coté) et de I'absence de temps de
latence entre la fin de l'injection et le début du test, nous pouvons supposer que la
diffusion est négligeable ; ce qui est confirmée par 'absence d’effet de I'anpirtoline aprés
injection corticale et hippocampique (le produit ne diffuse pas dans les zones cérébrales
permettant d’obtenir un effet).

Les résultats montrant un effet de Il'anpirtoline chez les souris prétraitées par la
neurotoxine sont d’autant plus intéressants que l'utilisation de 5,7-DHT chez lI'animal
permet de se rapprocher des modifications physiologiques générées par la dépression
(i.e. diminution des concentrations cérébrales de sérotonine). Or nous avons montré
qu’'une diminution des concentrations tissulaires de sérotonine s’accompagne d’une
disparition des effets des IRSSs (paroxétine et citalopram) dans le FST aprés
administration aigué (voir étude n°8).

Il semble donc possible que l'utilisation d’agonistes des récepteurs 5-HT g permette une
réponse plus rapide des patients dans le traitement de la dépression en comparaison aux
traitements par IRSSs. L’hypofonctionnement du systéme sérotoninergique chez les
personnes souffrant de dépression pouvant étre associé a une augmentation d’activité

intrinséque des récepteurs postsynaptiques.

Cette étude nous a également permis de constater un changement de la dose minimale
active d’anpirtoline dans le FST entre les animaux non opérés (4 mg/kg) et les animaux
opérés-non-lésés (8 mg/kg). L’analyse de la bibliographie nous a permis de constater que
l'isolement des souris (i.e. pendant 15 jours dans le cas de la 5,7-DHT) diminue les effets
d’'une dose aigué d’anpirtoline et d'IRSSs (Rilke et al., 2001). Nous avons donc décidé
pour la suite des expérimentations de placer les souris en cage individuelle pendant une
durée de 6 jours apres la chirurgie puis de les replacer par cage de 6 animaux jusqu’au
jour du test.
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4.2 Implication du récepteur 5-HT4g dans I'apparition de I'effet de

type antidépresseur des IRSSs

Lors de I'administration d’antidépresseurs, les effets de ces médicaments sur l'activité
pré-synaptique peuvent étre déterminés a l'aide de la technique de microdialyse intra-
cérébrale. A linverse, les tests comportementaux sont le reflet de Il'activation des
récepteurs postsynaptiques. D'ou l'intérét de ces tests dans la détermination du
mécanisme d’action des antidépresseurs. Toutefois, lors de I'administration d’IRSSs, la
réponse observée est la résultante de [lactivation de plusieurs systémes car
laugmentation de sérotonine entraine ['activation indirecte des 14 sous types de
récepteurs sérotoninergiques (Barnes and Sharp, 1999) et donc I'activation des différents
systémes monoaminergiques. Parmis ces 14 sous types de récepteurs, le récepteur 5-
HT4g pourrait jouer un réle primordial dans I'apparition de I'effet de type antidépresseur
des IRSSs dans le FST. En effet, deux études réalisées précédemment nous avaient
permis d’émettre '’hypothése selon laquelle les effets des IRSSs dans le FST seraient liés
a lactivation des hétérorécepteurs 5-HTqg (Trillat et al., 1998; Gardier et al., 2001).
Cependant, dans une étude publiée en 2001, les auteurs montrent que le blocage du
récepteur 5-HT g (blocage pharmacologique et constitutif) permet une potentialisation des
effets de la fluoxétine (a dose subactive) dans le test de suspension caudale (Mayorga et
al., 2001). Bien que n’excluant pas que la différence observée puisse étre liée au test
choisi, les auteurs avaient suggérés que I'absence d’effet des IRSSs dans le FST que
nous avions obtenu provenait de la souche de souris utilisée (129/Sv). En effet, dans
'étude n°1, nous avons démontré que le choix de la souche de souris a utiliser est
primordial puisque des résultats obtenus avec une souche donnée ne sont pas forcément
reproductibles avec une autre souche de souris. Par conséquent, 'ensemble des travaux
présentés ici a donc été effectué chez des souris Swiss, que nous avons démontré étre la
souche la plus adaptée pour la mise en évidence d’une activité antidépressive dans le
FST. Seule I'étude n°4 n’a pas été réalisée chez ces animaux. En effet, dans cette étude
une partie des expérimentations ayant été réalisée chez des animaux mutants
n’exprimant pas le géne codant pour le récepteur 5-HT4g, il était donc nécessaire d’utiliser
comme contrdle des souris ayant le méme fond génétique (129/Sv).

Les études d’interactions entre le GR 127935 (antagoniste sélectif des récepteurs 5-HT g,
De Vries et al.,, 1997) et les antidépresseurs (imipramine, désipramine, paroxétine et
citalopram) chez des souris Swiss ont confirmé nos résultats préliminaires obtenus chez

des souris 129/Sv nous permettant ainsi de démontrer avec certitude que le blocage
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pharmacologique du récepteur 5-HTz entraine la disparition des propriétés
antidépressives des inhibiteurs de recapture sélectifs de la sérotonine dans le test de la
nage forcée chez la souris ; suggérant ainsi que la différence entre nos données et celles
de Mayorga et al. vient du test choisi. Il est également intéressant de noter que dans cette
étude, Mayorga et al. ont démontré que le blocage pharmacologique du récepteur 5-HT
(a l'aide d’un antagoniste spécifique, le WAY 100635) antagonise I'effet anti-immobilité de
la fluoxétine dans le TST, alors que dans le FST I'absence de récepteurs 5-HTa (souris
mutées génétiquement) induit une potentialisation de l'effet antidépresseur de la
paroxétine utilisée a dose active (Guilloux et al., 2006).

Cette différence entre le FST et le TST est également retrouvée au niveau
neurochimique, puisque le TST entraine une modification du taux de renouvellement de la
sérotonine dans [I'hypothalamus et le striatum ainsi qu’'une modification des
concentrations tissulaires de noradrénaline ; alors que ces changements ne sont pas
retrouvés aprés un FST ; suggérant que les deux tests ne mettent pas en jeu les mémes
mécanismes physiologiques. Cette différence dans les modifications neurochimiques est
en accord avec le fait que les modeéles animaux de dépression ne permettent pas
seulement de mettre en évidence I'activité antidépressive de nouvelles molécules, mais
peuvent également étre utilisés pour déterminer les mécanismes d’action de ces
substances (voir notre étude n°1 : Bourin et al., 2005) en faisant varier le test, les souches
de souris et en coadministrant des ligands spécifiques.

Il est intéressant de noter que cette différence entre les deux tests peut avoir un impact
sur la capacité des molécules a montrer un effet de type antidépresseur. Ainsi, lors de la
réalisation d’'un test de la nage forcée, les concentrations basales de sérotonine sont
augmentées dans le cortex (p<0.05), 'hippocampe et le striatum (NS). Cette élévation
des concentrations tissulaire de 5-HT pourrait donc masquer les effets de faible doses
d'IRSSs dans ce test; les fortes doses restant pour leur part active. A linverse, les
concentrations de 5-HT sont diminués dans I'hippocampe et le striatum de souris aprés
exposition a un test de suspension caudale ; 'administration d’'une faible dose d'IRSS
s’oppose donc a I'effet du test sur les concentrations tissulaires de sérotonine. Ceci est en
accord avec les résultats montrant que I'administration d’'une dose unique de citalopram
('IRSS le plus sélectif pour le transporteur a la sérotonine ; cf Figure 8) induit un effet de
type antidépresseur dans le FST chez les souris Swiss a partir de 8 mg/kg (voir le tableau
récapitulatif de I'étude n°2) alors que ce produit est actif dans le TST a partir de 2 mg/kg

chez la méme souche de souris (Ripoll et al., 2003).
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Des travaux réalisés chez le rat ont quant a eux mis en évidence que la coadministration
d’'imipramine, de désipramine ou de moclobémide avec un antagoniste des récepteurs 5-
HT4s (GR127935 ou SB216641) permet la potentialisation des effets de doses subactives
de ces antidépresseurs (Tatarczynska et al., 2004a) mais ne permet pas de potentialiser
les effets d’'une dose subactive de citalopram. La différence entre nos résultats (absence
de potentialisation des effets de l'imipramine et de la désipramine) et ceux obtenus par
Tatarczynska et al. peut s’expliquer par I'espéce animale utilisée (Souris versus Rat) ou

bien également par la dose de GR127935 administrée (4 mg/kg versus 10 et 20 mg/kg).

4.3 Voies monoaminergiques impliquées dans le mécanisme
d’action des IRSSs

Nous avons démontré que l'activation indirecte des hétérorécepteurs 5-HT4g par les
IRSSs permet I'apparition de l'activité antidépressive de ces molécules. Ces récepteurs
jouant un réle sur Tlactivité des neurones GABAergiques, glutamatergiques,
cholinergiques et dopaminergiques, nous avons voulu déterminer le(s)quel(s) de ces
systemes étai(en)t impliqué(s) dans l'effet anti-immobilité des antidépresseurs dans le
FST.

Systéme dopaminergique :

De plus en plus d’études ont mis en évidence l'implication du systéeme dopaminergique
aussi bien dans la dépression que dans son traitement (Dailly et al., 2004) ; il a ainsi été
suggéré que l'altération du systeme dopaminergique pourrait jouer un réle important dans
la dépression. Lors d’études précédentes réalisées au sein du laboratoire, il a été
démontré que l'utilisation de ligands dopaminergiques permet de moduler la réponse au
traitement par antidépresseurs dans le FST et dans le TST (Renard et al., 2001). De
méme, une augmentation du relargage de la dopamine dans le cortex préfrontal (Tanda et
al., 1994; Pozzi et al., 1999) et la substance noire (Thorre et al., 1998) est observée chez
le Rat aprés administration d’IRSSs. Afin de déterminer quel pouvait étre le réle précis de
la dopamine dans l'apparition des effets comportementaux des antidépresseurs, nous
avons étudié les effets de la paroxétine, du citalopram, de la désipramine et de
l'imipramine chez des animaux déplétés en dopamine (prétraitement par de la 6-OHDA).
Nous avons ainsi pu mettre en évidence que la Iésion du systéme dopaminergique

entraine la disparition des propriétés anti-immobilité des IRSSs dans le test de la nage
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forcée. L'augmentation de la neurotransmission dopaminergique observée suite a
'administration de ces antidépresseurs est donc nécessaire a I'apparition de leur activité
antidépressive. La lésion par la 6-OHDA entraine également une lésion du systéme
noradrénergique qui pourrait expliquer la perte d’activité des IRSSs dans le FST.
Toutefois, cette explication semble peu probable du fait de la faible Iésion du systéme
noradrénergique et de la conservation de I'activité antidépressive de la désipramine qui
agit en inhibant le recaptage de cette monoamine. De plus, il a été montré que la lésion
du systéme noradrénergique a l‘aide de DSP-4 ne modifie pas l'activité¢ d’'un autre
antidépresseur, la fluoxétine (Gavioli et al., 2004). Par conséquent, la perte d’efficacité
des IRSSs dans le FST chez des animaux prétraités par la 6-OHDA est uniquement liée a

la destruction des neurones dopaminergiques.

La similitude des résultats obtenus aprés administration soit de GR127935 soit de la 6-
OHDA (i.e. conservation des effets de I'imipramine et de la désipramine mais pas des
IRSSs) confirme le lien existant entre les récepteurs 5-HT g et la dopamine (voir tableau
5). Nous pouvons donc conclure que I'administration d’IRSS entraine une augmentation
de la libération de sérotonine qui entraine une activation des récepteurs 5-HTqg
permettant ainsi une diminution du relargage de GABA et une activation de la
neurotransmission dopaminergique (désinhibition) et donc l'apparition des effets des
IRSSs. Ces résultats sont en accord avec I'apparition d’'un effet antidépresseur suite a
l'injection locale d’anpirtoline dans la substance noire et le caudate putamen ; ces aires

cérébrales étant riches en dopamine et en GABA.

Systéme cholinergique :

Lors d'un traitement par un IRSS, [laugmentation de la neurotransmission
sérotoninergique s’accompagne d’'une augmentation de la libération d’acétylcholine
(Maura and Raiteri, 1986; Cassel et al., 1995; Feuerstein et al., 1996a). Cet effet des
IRSSs sur la neurotransmission cholinergique est dépendant des récepteurs 5-HTqg
(désinhibition cholinergique suite a la diminution du relargage de GABA) et des récepteurs
NK1 (augmentation du relargage de substance P suite a l'activation des récepteurs 5-
HT2) (Feuerstein et al., 1996a). Par conséquent, la coadministration de GR127935 (ou de
GR205171) avec un IRSS limite 'augmentation de la neurotransmission cholinergique qui
serait observée si I'RSS avait été administré seul. Contrairement a ce qui est observé

lors de I'administration de I'antagoniste des récepteurs 5-HT g, le GR205171 permet de
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potentialiser les effets de la paroxétine et du citalopram dans le FST. Les résultats
obtenus dans I'étude n°9 démontrent ainsi que 'augmentation de la neurotransmission
cholinergique observée suite a 'administration systémique d’IRSSs n’est pas nécessaire

a I'apparition de I'effet anti-immobilité dans le test de la nage forcée chez la souris.

4.4 Différence de profil entre les antidépresseurs

De facon surprenante, dans ces expérimentations la désipramine et limipramine
présentent des profils d’actions distincts de ceux des IRSSs ; suggérant ainsi I'implication
de voies monoaminergiques postsynaptiques différentes. En effet, la déplétion en
dopamine et I'utilisation d’antagonistes des récepteurs 5-HTg permettent d’antagoniser
les effets des IRSSs mais pas de la désipramine ni de l'imipramine. De méme, le
GR205171 (antagoniste des récepteurs NK1) permet la potentialisation des effets de la
paroxétine et du citalopram, mais pas de I'imipramine. Bien que ces produits présentent
tous une activité dans le FST chez la souris (pour revue voir (Petit-Demouliere et al.,
2005), les voies monoaminergiques impliquées semblent différentes. Compte tenu de la
forte affinité de ces produits pour les transporteurs de la noradrénaline, il est possible que
ces produits exercent leurs effets dans le FST par une augmentation de la
neurotransmission noradrénergique (pour les affinités respectives de ces produits pour les
transporteurs a la sérotonine et a la noradrénaline voir Frazer, 2001). Ceci serait en
accord avec des résultats préliminaires obtenus au sein du laboratoire qui montrent que le
prétraitement par p-CPA ne modifie pas de facon significative I'effet anti-immobilité de
I'imipramine et de la désipramine. La composante noradrénergique étant plus importante
que la composante sérotoninergique lors de l'utilisation de ces produits, leurs effets ne
peuvent donc pas étre antagonisés par le GR127935.

Ces travaux posent une question quant a I'implication du systéme noradrénergique dans
le mécanisme d’action des IRSSs. En effet, comme nous I'avons montré dans la partie
analyse bibliographique, I'administration d’agonistes des récepteurs 5-HTg, de sérotonine
ou d’'IRSSs, s’accompagne d’'une augmentation du relargage de la dopamine dans
différentes aires cérébrales; or il a été démontré que [Il'augmentation de
neurotransmission dopaminergique dans le noyau accumbens entraine une augmentation
du relargage de noradrénaline (Vanderschuren et al., 1999). De récents travaux ont
également mis en évidence que les effets du CP94253 (agoniste des récepteurs 5-HT )

peuvent étre antagonisés par lidazoxan, un antagoniste des récepteurs a;
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noradrénergiques (Tatarczynska et al., 2005). Ceci suggére, méme si aucune donnée n’a
encore été publiée, que [ladministration d'un antagoniste des récepteurs a;
noradrénergiques pourrait permettre d’antagoniser les effets des IRSSs, alors qu’il a été
montré que les agonistes des récepteurs a, noradrénergiques (i.e. la clonidine) exercent
une activité de type antidépresseur, ou peuvent étre utilisés pour potentialiser les effets
comportementaux d’autres antidépresseurs (Malinge et al., 1988; Bourin et al., 1991;
Bourin et al., 1996). Ceci est en accord avec une étude récente qui met en évidence une
disparition des effets des IRSSs (fluoxétine, sertraline et paroxétine) dans le TST chez
des souris mutées ne pouvant plus synthétiser de noradrénaline (mutation du géne

codant pour la dopamine R3-hydroxylase).
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Figure 15: Représentation schématique des voies monoaminergiques postsynaptiques
impliquées dans le mécanisme d’action des IRSSs.
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L’administration d’'un IRSS induit une augmentation du relargage de 5-HT et
'activation des récepteurs 5-HTqg situés sur les neurones GABAergiques et
dopaminergiques
L’activation du récepteur 5-HTg GABAergique entraine une diminution du
relargage de GABA responsable d’'une désinhibition de la neurotransmission
DAergique
La neurotransmission dopaminergique est donc soumise a 2 composantes :

» excitatrice via le GABA

» inhibitrice via le récepteur 5-HT4g situé sur les neurones dopaminergiques
La résultante est une augmentation du relargage de DA
L’augmentation de la libération de DA entraine une augmentation de la libération
de NA

L’augmentation de la neurotransmission noradrénergique induit un effet
antidépresseur
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Grace a ce travail, nous avons tenté de comprendre les mécanismes neurobiologiques
qui sont mis en ceuvre dans le FST aprés une administration d’IRSS pour induire un effet
de type antidépresseur.

A la fin de ce travail, nous pouvons conclure que I'effet de type antidépresseur des IRSSs
dans le FST, aprés administration par voie intra-péritonéale, est induit par I'activation de
récepteurs 5-HT4g présents au niveau du caudate putamen et de la substance noire sur
des neurones GABAergiques. L’activation de ces récepteurs permet une diminution du
relargage de GABA et une désinhibition des voies dopaminergiques. La dopamine est
donc un facteur limitant dans I'activité des IRSSs dans le FST.

Les antidépresseurs permettant d’inhiber la recapture de la noradrénaline (imipramine et
désipramine) conservant une activité chez les animaux déplétés en dopamine, il apparait
que si les voies noradrénergiques sont impliquées dans [lapparition de [leffet
antidépresseur des IRSSs dans le FST, cette implication est consécutive a 'augmentation
de la neurotransmission dopaminergique.

Afin de confirmer cet effet des IRSSs sur les neurones noradrénergiques, il serait
intéressant de mettre en place des études électrophysiologiques et/ou de microdialyse
pour observer l'effet local d’agonistes des récepteurs 5-HT4g sur l'activité des neurones
noradrénergiques chez des animaux contréles et déplétés en dopamine. De méme, il
serait également intéressant d’évaluer I'effet antidépresseur dans le FST des IRSSs et de
I'anpirtoline chez des animaux déplétés en noradrénaline. Ceci nécessite la mise en place
d’'une méthode de déplétion avec le 6-OHDA en protégeant le systéeme dopaminergique,
le DSP-4 (neurotoxine spécifique du systéme noradrénergique), ne permettant qu'une

déplétion des fibres issues du Locus Coeruleus.
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Keywaords ABSTRACT
mnlidepressan
dulnmm;. - The rdaticnzhip between depression and dopamine deficiency o the mesolimbic
dopamine pathway has been hypothesized for many years. The experimental studies with
animal models of depression and the human studies implicate the mwle of the
dopamine system in depression. Not coly do dopaminergic receplor agonists, bot
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also antagonists such as olaneaping exhibit antidepressant effects associated with
sinndard antidepressants In pathents with reatment-resistant  depression. This

paradogical result sugpests that forther investigations are necessary o undecstand
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INTRODUCTION
The moncarnine by pothests based on the deficiency of

one ar other monoimines 15 comimonly evoked to explain
the physiopathology of depression. This hypothests,
inttially basesd on ooradrenalioe and serctonin defici-
ency, s extended to dopamine. The implication of
dopamine was suggesied eardler by clinteal observations,
Thus, depression 5 & common disturbance in schizo-
phrenta and Parkinson's disease which are pathologies
known o present with o dopamilne central svsiem
dyshunction [1.2], Moreover, there are similarities
betwoen symptoms of Parkinson's disease, schizophrenia
and depression. Some symptoms of depresston such
a3 anhadonta (mability o expedence peasure) and
decreased motor ackivity are also observed in schizo-
phrenta [3.4]. The symptoms of Parkinson's disease such
as pewchomotor retardation and diminished motivation
are comimon in depressed patients [S)]. Biochemical
evidence in patients with depression is derived from the
study of homwvanillic achd, a dopamine metabaolite,
Reduced venoarteral plasma concentration gradients af
homovanillic acld were found i depressed patients [6],
This ltkely huplication of dopamine tn depressive illoess
wag also proved by the techolque of acute tyrosine
depletion [7). Tyrosine b the precursor of doparmine
synthests and resuhs of pewropsychological esy of

the role played by dopaming in depression.

healthy volunbesrs with a reduction In tyrostie avatlab-
ity to the brain parallelsd those reported in previous
investigations of unipolar depression, All thess resulis
aie consistent with the hypothests of a role of dopamine
in depression phy=siopathology. To understand this role,
data concerning dopamine corcbral  pathways
receptors are shortly reviewed, From these elements.
the reladonships between dopamine, depression and
antidepressants are examined,

DOPAMINE PATHWAYS AND
RECEPTORS IN THE CENTRAL NERVOUS
SYSTEM

Four main dopamtnergic pathways were identified with-
in the central oervous system. The ventral tegmental
area is the place of arigin of two projection pathways
towards the cortex (the mesocortical pathiway) amd the
limbic aren ithe mesolimbic pathway); the hypothalamus
is the place of origin of a projection towards the plooitary
gland which controls prolacttn secretfon (the {ubere-
infidibalar patbway) and o dopaminergic propction
extends from the substantia nigre o the strigum (the
olgrestriatal pathway) the degeneration of which is
imipliciited i Parkineon's dissase,

Dstrng these pathways, dopamine receptors are located.
Eive genes encodlng dopaunine receptors were bdentified.
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These receptors are divided in two subfamilies: the Dy-like
receptor subsypes ([ and Dy coupled with the Gs protein
activate adenylyl cyclase and the Dy-like subfamily {05,
D, and 1) coupled with G progetns inhibic sdenylate
cyclase [8]. Iy and D dopamine receptors are the most
abundant subtypes in the central nervous system, but [y
dopamine receptor 13 te most widespeead. [y mRNA was
fownd o the striatem. ooclers accumbens. alfactory
mbercule. bypothalamus and thalamas, In other ancas
such as substantia nigra pars reticola with oumerous
bimading sttes for the [y dopamine recepior, oo mENA was
detected. suggesting that in these arcas the Dy dopamine
receptar |= present in projections ooly [9). The Dy
dopamine receptor 1% expressed at muoch Fower level than
the [y dopamitine receptor and e distribution is Rmbed o
the hippocampus and thalsmes (the lateral mamillary
iisclens and the parafescioular nidleus of the thalamus),
The Dy dopamlue receptor s located malnly o the
stristum, olfactory tuberoule, nuclews accumbens, the
substantia nigra pars compacts, the ventral tegmental
area and the pliuttary gland, Dy dopamine receplors ire
pre- and postsynapie receplors contrary o Dy-like
receptors which are mainly post-synaptic receptors [9].
D, dopaiming receptors were found with a low expression
ir the baszal ganglta and a higher expresston in the frontal
cortex, medullay, amygdala, hypothalames and mesen-
cephalon. However, this high expression is weak In
comparison with other dopamine recepeors [9]. Dy
dopismine receptors are expressed o the limbic area
{muclens accumbens, olfactory tubercule and tslands of
Callefa) and at a lower [evel in the striatum [9]. The Dy
dopismine receptors exist as autoreceptors that mhibit
neurenal dopamine synthesis and post-synaptic recep-
tors, Thess receptons by negatively regulating dopamineg
neuronal ctlvity andfor by post-synapic action exhibic
an inhibitory infuence oo lecomotor activity [10]

The genethe techobques for begatively modulating
depamine receptor expression sich as knockout antmals
and antisense technology showed that the disruption of
O, Dy, D dopamine receptor functions mvolved an
Iicrease or an improvement n the bebaviotral activity
of anlmals Ccontrary o the results observed with the
disruption of Dy, D, dopamine receptor functions,
Althoagh these results have to be interpreted with
cattton as a compegsitory mechanism could develop,
these observations suggest that the most sbunsdant
depamine recepiors Dy and [, are lnvelved in positive
rejitlation of bebavioural activity whereas the Dy, Dy Dy
receptors dre nhibitory by likely negative modulation of
Dy andfor D, receptor fnctbon i some cases | 10].

E. Diaifly et al

Mumerous smdiss investipated the role of different
5HT receptors in the control of brain dopamioe trans-
mizsion. This relationship between serotomin and dop-
amine systems  was  demonstrated by microdialysis
smdles, This, the serotoninerglc sumulatton of the
prefrontal cortex [11], the striatum [12.13] or the
nuclens accumbens [ 14.15] potently releases dopamine,
The increase of dopaming release in the prefrontal and
frontal cortex by action of 3-HTy, agonists was shown
by different authors [16,17]. Lejeuns and Miflan [18]
demonstraied that the selective activation of 3-HT;4
receptors also ellcits an mcrease in the ventral tegmental
area dopaminergic owtput. In vivo, 5-HT,y receptors
have been shown to underfle the 3-HT-imdaced inhibd-
tom of GABAg receptor-medated fnhibliory post-sviap-
e potentials ln dopemine neurones of the rot mid-bram
[19]. T wivo, the selective aetivation of 3-HT 5 ceceplonr:
does ot cactse a slgnificant change n the bassl acthvity
of dopamine newrones fn the ventral tegmentsl srea,
suggesting that 5-HTyy receptors do ool play a rele n
the control of the mesoltmbbe dopamine system [20].
However, the mtrastriatal administrstion of & 5-HTy
receplor agonist induces a sgnificant increase of dop-
amine level [21]. Similarly, the 5-HT moduline which s
a 5-HTypp recepior endogemous modulator, increass
the release of dopamine in the stristum alter direct
adminbtration 0 this area [21]. An nhibitory action of
S-HT on dopamine neurones in the ventral tegmental
area conld be exerted through 5-FIT: receptors and more
precisely the 5-HTi receptors which play a prominent
role in the control of mesocorticolimble  dopamine
pothways: 5-HTxw receptor agonists decrease, whereas
5-HT ;- receptor antagontsts enhance mesocortbcolimbic
dopamine fenction [22]. This controd b also dependent
on adenosine. Thus, the adepostne-dopamibne interac.
tions modulate dopamimergic funcion in the basal
ganglia where the mesolimbe, nigrostriatal dopamine
pathweays lead o, The ntesraction betwesn sdenosine
Asa and dopamime [ recepiors and betweon adeno-
sine A and dopamine D receptors regulate different
GABAerglc neurones i the bazal panglia [23]

DOPAMINE AND DEPRESSION

Increseshg evidence rom baman aod aobmal studies
sugpest & relatonghip between dopamine transmission
in the central nervous svstem and depresston. [n
depressed patlents, 4 compensatory up-regulation of D,
receptor density was observed b the basal gangliaf
cerebellim in comparizon with healthy subjects accord-
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ing to the hypothesis of an association between depres-
sion and a deficiency of dopamine transmission [24).
Surprisingly, an up-regulabion of dopamine transporter
which results bn 8 more effective re-upiake of dopamine
Inte the pre-symaptc newrenes was found 0 depressed
patients [25]. The expected result was a down-regulation
of dopamine transporter bn depressed patbents o oom-
pensate the defictency of dopamine transmission. The
attthors explain this unexpected resalt by alteration of
dopamine ransporier which would be pimary to the
compensatory mechanism and would fead w low toitra-
synaptic dopamine conceniration. Anhedonia 15 a fre-
guent symptom of depresston and It b5 commonly
hvpothestaed that anhedonia b associated with a dyvs-
function of the dopaminergic rewdard svstem [26]
Indeed, this sysem i functonslly and snastomlcally
closely connectad with the Jopamine mesolbinbic path-
way, A dvsfunction of both ascending dopamibergtc
pathways It therefore expected o cause anhedonts,
However, this hypothests b not supported by experi-
metts showing that dopaminergic dyvslunction is assocl-
ated with & disorder of motivation rather than
anhedonta [27].

The animal models of depression also suggest an
implication of dopamine n the physiopathology ol
depression. The foroed swimming test in an animal
miodel wis used to predict the antidepressant activity of
drugs. With this model, Cervo o al. | 28] showed that the
miesdimbic dopaminergic system has a permissive role in
the effect of destpramine, as the antidepressant-ltke effect
of desipramine was reduced after the admindstration of
sulpiride bilaterally into the nuclens sccumbens. An
indirect effect of dopaminergic system in the antidepres-
sant-like activity of sslective serotodiin re-uptake inhib-
itors was alio shown by Renard et al. [29] in the mice
forced swimiming test, as the antidepressant-like effect of
selective serotonin re-uptake inhibitors was modulated
by agonists and antagontsts of dopamdne receptors. The
chronlc mild stress-induced anhedonia is another andmial
model of depression. The behavioural and biodhemical
changes asoctated with the chrenic mild stress are a
decrease In Dy/Dy receptor blodng n the oudeus
accumbens [30] and a functional subsensitivity to the
rewarding and lecomotor stbmubant effects of the Dy /0y
agontt quinpirole admintstersd systemibcally or within
the pucleus accumbens [31). Other studies in rodents
demonsrated that exposure to stress decreases levels of
briln-derived newrotrophic Gictor b braln reghons asso-
clated with depresston [32]. Moreover, a lnk exist
between dopainine system and brain-dedved neuro-

trophic factor, a5 It appears that the bram-derived
pruratrophic factor controls the expression of Dy recep-
tor geoe [33), These results suggest the neurotrophic
hypathests of depeession implicates also the depamines-
Blo systen,

DOPAMINE AND ANTIDEPRESSANTS

The relattonship between dopamine and depression was
confirmed by the [act that antidepressants act oo the
dopamipne svstem. Stedies on animal models sugpest
that antidepressants enhance neurctransmission in the
dopamine mesolimble system [34,35] More precisely.
chronke restment with antidepressant drogs ndoce. pre-
synaptic dopamine receplor subsensitvity and/or post-
synuptic dopambne receptor supersensitivity which could
be medisted by the tnhibitton of melatomin-lndiced
effects [36). In the frontal cortex of mts, antidepressints
such as desipramine, o potent nbibior of the noradren-
aline re-uptake carrier, Increases exiracellulsr concen-
trattoms of dopamioe by preventing the dopamine
reepgptitke lnto noradrenergle nerones [37.38), Fluoge
dne, a8 selective serotonin re-uptake nhibigor ko
increases the extracellular dogamne concentration in
the prefrontal cortex by & mechanizm not dependent on
serotonin | 19], However, depletion of serotonin preven-
ted the antidepressani-like effect of flioxetne but not
destpramine in the rat forced swimming test [40]. Thus,
this elevated extracellular concentration of dopamine in
the frontal cortex plays a role in the antidepressant-like
effect of destpramine but & insufiicient o explain the
antidepressant-like cliect of fluoxeting in the forced
swimming test,

Elements to understand the elfect of anndepressants
sich as the selective serofonin re-uptake inhibltor s
given by the study of the mechanism which links
serotonin and dopamine systems. The indirect action of
serotonin re-upiake fohibitors on dopemine ransmission
partly explains the delay before appearance of a thera-
peatic effect of serotonin re-uptake inhibltors. Indeed.
Prisco and Espostio [41] showed that Guoxetine inhtbits
dopaminerghc function e venotral tegmental area by
enhancing the synaptic levels of serotonin which posstbly
acts through 5-HTaeay receptors. Chronic flusxetine
aid mdrebstration induce tolersnee o s hibttory effect on
dopaminerglc activity, possibly as a conzequence of the
down-regulation of 5-HT.pos recepror, From this result,
the delay before appearance of an antidepressant dlect
with feoxetine could parly be attriboted to the defay
before emergence of a tolecance to the inhibition of
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mesocorticolimbic ransmission of dopamine becanse of
the action of serotonin on the 5-HT; recoptors, The
adenosine receptors are other potential targets to moda-
late dopamine function and consequentdy to obtain the
antidepresant effect. Thus, an antédepressant-like effect
of adenosine Ay, recoptor antagonist was found in the
forced swimming test and waes preventad by admintstra-
ton of halopertdol, a dopamine [y receptor antagondst,
suggesting that the mtldepressant-like effect of adenosine
A 5 receptor antagonists was mediated by an increase in
dopaminergic transmission [42].

A direct rather than an indirect action of drugs oo the
dopamine system coeld alse constimte another strategy
o obdaln s antidepressant effect, This, the antidepres-
saimt- [tke acthvity of bupropien which was presented as a
selective inhibitor of dopamine uptake by blocking the
dopainine transporter was demonstrated B abmal
models of depression such s the forced swhmming
test [43]. However, this pharmacologleal mechanism
remalng guestionable as the cooupancy ol dopamine
trapsporter sites by bupropton is low durtng clmbcal
treatment, sugpgesting that another mechantsm could
take part in the antidepressant offect of bupropion [44).
However, the antdepressant-like effect of & pure dop-
amine re-uptake iohibitor GBERE 12783 in the forced
swimming test seems to depend on the sthmulation of
dopaminergic system and particilarly Dy but oot Dy
dopamine receprors [45). Other antidepressanis capable
of increasing the dopamine extracellilar concentrations
were developed but with an unspecific action for the
dopamine sistem. Thus, moclobemide, o reversihle
monoamine  oxidase A inhibitor [46], and DOV
21-947, an iohibitor of serotonin noradrenaline and
dopamine re-uptake [47] can baduce an increase of
extracellular dopamine concentrations, The development
of this lest antideprossant acting on serotonin, norad-
renaline and dopamine systems was based oo the
hypothests that dopamine has a pvotal role in depres-
ston and that a broad antidepressant spectrum will
produce a more rapld ooset ol acton andfor higher
effleacy than apents tabibiting the re-uptake of serotonln
ancdfor porwdrenalioe [458]. This lvpothests is consstent
with results previously presented concerning the delay
before appearance of the antldepressant effect Indwced
with a selectbve serotonin re-uptake inhibitor,

According to the bypothesis of the dopamine systern
deficiency in depression, the correction of this deficlency
by direct agonists of dopamine receplors coald constinte
o therapeutic strategy. Thes, pramipesole, a D7D,
agonist, reversed the effects of chronic mild stress [49],

E. Diaifly et al

This strategy was evaluated in the mouse forced swim-
ming test by adding dopamine agonists (o selective
serobomin reuptake nhibitors [29]. The antidepressant-
like efiect of citalopram, Auvexamine and paroxetins ks
poteptiated when pre-treated with a Dy-spectfic agondst
{SKF 38393}, a [); agonist {bromocriptine), a L), agomnist
(12 128 9075 and a 1)y antagenist (SCH 23390%, This
last result with a Dy antagonist can be explaied
accordimg to the hypothesis of a moncamine deficency
in depression by blockade of pre-synaptic receptor which
prevents the mbibitory feadback mediated by this recep-
tor. This hypothesis is substantiated by Cho et al. [50]
who showed that 3CH 33390 induces an mcrease of the
firiog rate of dopamine, This assectation of antidepres-
sants snd drugs acting on the dopamine system was also
investigated tn humans. In the treatment of refractory
depresgon. a potential benefit of the additton of caberg-
oline, a dopamine agonist, with minalcipean, a serotondn
norsdrenaline re-uptake nhibitor was found [51]. How-
ever, this result concerns culy two case reports, Simi-
lary, a clinicil lmprovement b the treatment of resistant
depression was found by adding amantedine, which b
known to exhibit effect at the lvel of dopaminergic
system, with standard antldepressant treatments but m
an open study [52]. Another case report also indicates
that the addition of w dopamine agonist, bromocriptine,
to a standand antidepressant, Imipramine, mproved
dopressive symptoms in @ woman  with  relractory
depression [ 53], These results have o be conlirmed by
double-blind controlled trials. The antidepressant effect
of pramipexole which exerted an antidepeessant offea in
bipeslar and treatrment-resistant depression in open trials
[34.55] and case reports [56] was investigated m
patlemts with treatment-resistant bpolar depression by
a randoratzed, double-bind, placebo controlled trtal [57].
The authors of this study concluded that pramipexole
added 0 mood stabilimers was effective smong pattents
with bipolar depression but karger randomizsd controlled
trials are needed to affirm these initial observations. All
these results indicate the potential benefic of the stimu-
latton of the dopaminergic system i resstant depresston.

According 1o these results, the blockade of the
dopaminerglc system by antipsychotic drugs contribute
i the emergence of depressive symproms. This hypothe-
a5 wae conflnmed by Bressan et al. [55] in schizophirensc
pattents treated by typicul antipsychotic drugs, They
forenid that the degres of striatal degamine D) recepior
blockade induced by typieal smtbpeychotic treatment was
directly correlated with the presence and severity of
depresdve symplomy i schizophrenis. Bowever, clanza.
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pine which b5 an atvpial antpsychotic has a greater
therapeutic activity in depressive symptoms accompanmy -
ing schizophrenta than halopenidol [59]. Atypécal anti-
psvchotics have & 5-HT - antagontstlc activity contrary
w typloal antipsychotic, This actvity coubd explabn thag
these compounds can opposite to the decreaise of dop-
amine mesolimblc ransmibssion and present o greater
antdepressant  activity  than  cypical  angipsychotics
according to the hypothesis of monoamine defictency n
depression. Surprismgly. the combination of an atypical
anfipeychotic olansapine, with a selective serotontn
re-uptake nhibttor, ficoxetine demonstrated clinical
elficacy In a double-blind cdinical irial in patients
presenting  with reastment-resistant  depresston  [60].
The amtagoaistie activity of olangapie [or dopamine
receptor could appear lnconststent with the theory ol
monoamlnge defickency. However, a large increase af
extracellular dopamine concentration In rat prefrontal
cortex was observed when olunzapine was administersd
in combination with Huoxetine [61]. The additiin of
3-HT s¢ antagonist to selective serotonin reuplake bnhib-
ftor alo produced & potentistion of sdective srolonin
reuptake inhibitor-induced incremses at the hippocamgpal
seratonin [evel. Moreover, the antidepressant-Iike effsct of
fluoxetine = enbanced in the tall suspension test with a
line of 5Ty receptor-null mutant mice, All these
resilis sipgpest the Impact of a 5-HT - antagonist activity
o reinforce the antidepressant effect of selective sevotonin
reuptake nhibitor [62], Ancther explanation could be
that a reduction of functional dopamine activity could
have an antidepressant effoct In certain subtypes of
depression. This hypothesis 5 conststent with the anti-
depressant properties of roxindole, a dopamine mato-
receptor agontst as soch an agontst reduces the firlng
rate, &5 well ag synthests and release In dopaminergic
neurones through a negative feedback mechanism via
stimulation of autoreceptors [63]. Similarly. the efficocy
of pramipexole, a dopamine agontst which demonstrated
its antidepressant activity [57)] cannot be enly attriboted
to the stimulation of dopaminergic system by pramipex-
oleag this dricg stirmuabates [ post-synapthe receptors only
af high doses, but stimadatss the dopamine Dy pre-
synaptic autorecepiors which decrease dopamine trans-
misston. at low doses [b4].

CONCLUSION

This review mdicates that the dopamine systern plays

a role o the physdopathology of depression and
constitutes one of the potential targets of antidepres-

sants, However, the therapeutic strategy which would
consest to oarect o dopamine deficiency by dopamine
receptor agonist could not be efficient m all the forms
of depression. A previous case report [53] Hlustrates
this ldea. The additon of bomocripdne 2.5-5 mgfday
with imipramine tmproved the depressive symptoms of
a patient with refractory depresston but the clinical
status remuroed o the origmal level when dose was
increased to 15 mg/day, Thus, an overstmulation of
the dopamine system could also be detrimental for
depressive patbenis. This sogpestion 13 only based on
the results of a case report but emphasizes that further
investigations are pecessary to understand the exsct

role played by dogamine n depression.
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5-HT, Receptor: A Targel for Antidepressant Drugs?

Franck Chenuo,” Eric Dailly,” and Michel Bourin®*
'Neurohislogie de 'anxidté e de la dépression, Faculté de Médecine, 44035 Nantes, France
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ABSTRALCT It is generally accepted that about fwo thirds of patients treated for depression respend

anly after several weeks (2 10 B weeks) whilst a third do not respond at all, A depressed patient’s response
i o Hesmenn B delined by @t least 50% seducton of the symiptons evaliated onoa standaid irsmmment
ite., Hamilon Depresston Rating Scalel, Thus, a response 1o an antidepresant weaiment cannot be
considered as a remission. Remission can take many months tooccur. 1 is then cructal to find new targets
for antidepressints development or co-administration srategies in order to reduce the long delay in onset
of actbon and bvgrov e the eiliclency of curment reatiments, Accordimg wothedr mechandsm of action, curen
antidepresiants induce an increase tn demtontn andfor roradrenaline newnotnsmission by ncreastng the
monoamine. extraceilular level available im the synaptic cleft. it s then highly possible that the
anlidepresant efiect depends on the synaptic receptoris) activated, In the case of serotonergic compounds,
14 subtypes of receptors colld be stimalated, In this short review, we focus on the fmpact of 5-HT 5
receptor activation in the mediation of antidepressant-like effect, Drug Dey, Res 65:141-146, 2005,
& 2005 Wiley-Liss, Inc.

Key words: 5-HT 5 receptors, antidepressant augrentition sirategy

INTRODUCTION

Many studies indicate that 5-HTyy and 5-HTyp
autoreceptors are involved in the mechanism of action
of antidepressants and in their long delay In onset of
action; thus it is cormonly sugge:ited b time for
anbdepressant-like effect to occur & lnked to desens-
tzation of ane or both 5-HT autoreceptor subbypes
[Dremeneov et al., 2000; Hen, 1992; Pineyro and
Blier, 1996 Sayer ef al., 19899], However, even if
5-HT;y recepior hlockade hus been largely investigated
as i polent augmentatony stmbegy, ﬁ-pﬂ.'ia“}' ]!r; the
use of pindolol, only a few studies are available
about the mplicaton of 3HTy receptors in mood
disorders.

& M5 Wiley-Liss, Inc.

5-HT iy RECEFTORS: A SHORT REVIEW
5-HTyp Receptors: Human or Rodents?

5-HTp receptor hud first been claimed to only
exist in rotents (mice, rats) [Pedige ot al, 1981] bat
more tecent studies, using & genetic approach, have
provided the evidence that the 5HTg receptor is

-

we e Michel Boutn, Neunbiooge de
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Vel, 44035 Mantes Cedes, France,
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hemologuous to the human 5-HTypp receptor [Adham
etal, 1992 Boess and Martin, 1994; Hartig et al,, 1996,
Hoyer and Martin, 1997]. The human receptor
contuing 4 sdditional amino scid residues. compared
with the rodent one (390 v 3586 [Adham et ol 1952
Demehyshyn el al., 1992, Hamblin et al., 1992; Jin
et al, 1992 Maroteaus et al, 1962 Veldman and
Bienkowsld, 19692; Voigt et al., 1991 Weinshank ot al.,
1992]). Both receplors are coupled Evely to an
adenylate cyclase via o G protein [Pindly and
Ellq.'luulus 1990 Hamblin and Metealf, 1991 Hibert
etal., 1991 Maroteaus et al,, 1982, Seuwen ot al., 1958,
Tmm[llg-hallmmr et al, 1992 Numerows studies
hove also demonstrated that pharmacological differ
emces between these 2 receprors are essentislly linked
to the replacement of threonine {in 5-HT pg receptor)
by aspargine (5-HTyn receptor] in the seventh
transmembrane domain of the recoptor. This modifica-
ton is responsible for the alfinity of 5-HTg receptor
for B-\hh.w_En (i, propranclal: [Meteall et al., 1992
Gics-:lll:u:rg et al, 1952; Parker et al., 15993]),

5-HT,y Receplors: Physiological Involvement

It has been demonstrated that 5-HTyy receptors
are implicated in the control of aggression [de Almeida
and Miceek 2002; Dirks et al, 3001 Cever 19506
Saundou et al,, 199471, of sleepiness [Boutrel et al., 1964,
Monaci et al., 20081 motor behaviour [Geyer 1956
Millan et al., 2003, Skingle et al,, 1996{, sppetite [De
Vry and Schreibver 2000; Lee and Simansky 1997 Lucas
et al, 199% Simansky and Nicklous 2002} aniety
[Frances et ol., 1900ab; Lin and Parsons 3002 drog
abuse [Preegalindld et al, 2003]; sexual behavior
[Hillegaart and Ablenius 1995); and thermoregulation
[Hagan et al, 1997].

5-HTis Receptors: Pharmacological Involvement

In the CNS, 5-HTy receptors are both pre-
synaptic and postsynaptic, Presynaptic receptors are
located on  serotonergic neurons  (autoreceptors),
whereas postsynaptic ones are [ound on non-serolo-
nergie neurons (heteroreceptorst. 5-HTy mutorecep-
bors are imobed in the control of 3-HT release in
various forebrain areas [de Groote et al,, 2002ak,
2003a.b; Hjorth and Tao, 1991; Knobelman et al., 2000;
Martin el al, 1992, Roberls et al, 2000, Sharp et al,,
19849] as well as in 5-HT synthesis [Hjorth et al,, 1995],
When located on non-serottninergie neorons, 5-HTyp
receplors act as terminal heteroreceptors controlling
the release of other neurotransmitters such as d.upa-
mine [ Benloneil et al., 1993; Galloway et al,, 1993; Yan
and Yan, 2001al, 'p_lutan'u:n‘n: [ Boeijinga and Bodddeke
15836, Murﬂnu.lh-u ot al, 1908], acetylcholine |Manra

el al, 1989), and CABA [Feuentein o al,
Peruzed and Dut 2004; Yan and Yan, 2000hi,

Location and Gene Expression

In situ hybridization shows expression of mRNA
encoding for 53-HTys receptor in cells of the dorsal amd
median raphe nuclel, consistent with data shewing that
the 5-HT; 5 receplor acty a8 an auboreceptor on 5-HT
terminals; expression of 5-HTyg receplor encoding
mBNA is also detected in various brain areas such as
the CAl region of the hippocampris, the striabam, the
liyer 4 of the cerebral cortex, and the cerebellum
{Purkinje cells).

In situ hybridization histochemistry also demon-
strates the presence of 5-HTp receplor mBNA in rat
trigeminal and dovsal root ganglia, in line with the well-
established exstence of pm:}m:jpr:ic B-HTyg receptors
| uige:mina] Absers in the spin caudal nesclens of the
trigeminal nerve and primary afferent Ghers in the
dorsal horn of the spinal cord, respectively.

159,

5-HT g RECEPTORS: A POTENT TARGET FOR NEW
ANTIDEPRESSANT DRUGS

The monoamine hypothesis of depression sug-
5;!5 that this disease is linked to 4 hypofanctivaning of

central moncaminergic system:  serotonin - and
norsdremaline [Coppen, 1967, Duman <t al, 1997].
Depression  trenbments  (physical:  electroconvulsive
shocks or chemieal: antidepressant drugst have been
developed in order to enhance the moncaminergic
bransmission inereasing monoamine release, dﬂ:‘mmuﬁ.
moncanine reuptake or metabolism, However, even
these treatments induce amelioration of a depressed
state, they are not sufficient, particulirly since approxi-
mately 30% of patients are non-responders to the
current treatments and there is a long delay of setion
necessary for AD elfects to appear (25 weeks), In the
Lt llﬁ:nrh: TTHRITY au.gmcnf:lhun strategics have heen
developed to potentiate the activity of anbdepressant
drugs or to reduce their Jong onset of action by
on different targets, such as co-administration wi
lithium, anti-epileptics, or NK1 receplor antagonists.

Several authors [Davidson and Stamford, 1995;
des Memtigny and Bher, 1891; Dremencov et al., 2000;
Hein, 1992; Pineyro and Blier, 1996; Sayer ot al,, 1999]
have demonstrated that the long delay of ackion of AD
was linked o the time necessary for 5-HT), pre.
synaptic receplor desensilization to ocour, Thus, many
augrnentition strategies using 5-HTy, recoptor nnla.gﬂ-
nists have been developed, According to the ohserva.
tion that activation of both 5-HT,, and 5-HTy
receplors inluces o decrease in 5-HT neurotransmis-
sion (5-HT, receptor activation reduces neural firing
and 5-HT;p activation decreases 5-HT releass), it
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would have been highly presumable that 5-HTyg
receptor blockade would inerease therapeatic effects
of S5RIs. Preclinical data clearly demanstrato that the
absenes, or blockade, of 5-HTyy receptors potentiates
the increase in the 5-HT extrocellulir lovel {evaluated
by mierodialysls intracerebral in vive In the medial
prefrontal cortex and in the hippocampus) induced by a
single Lg;l administration of selective serotonin rewp-
tuke inhibitors (SSRIs) [de Groote et al | 2002a; Gobert
et al, 1997; Malagie et al, 2001, 2002] whereas 3-HTyp
receplors  anlagonisls  are devolil of effects when
admintsterad alone, [t has besn suggested that this lack
of efficiency could be attributed to the involvement of
5-HTm receptor in the raphe nucleus [Roberts et al,,
L6, which would counteract ph ieal effects
in forebrain areas. This last esplanation is then not
valuable since Hjorth et al. (20001 have demonsirated
that NAS-151 (5-HT g receptor antagonist) is devoid of
effect om [5-HTlgc fevels in rat frontal coitex when
srdministered svstemically or locally. This suggests tho
5-HTyp receptors antagonists are devodd of effect on
basal eonditions in both hippoearpus and cortex [ Adell
et al, 2001; de Groote et al, 2002a.b, 2008, Gardier
et of., 2000; Enobelman et al, 2000, Roberts et al,
2000). Recent studies demonsirate that the activity of
5-HTyy receplors could be impn.m:d l'ly an  albos-
terie modulator (5-HT modulin, # & then possible
thit 5-HT mexdulin eficiency is dependent on the 5-HT
release. These npeurchiochemical data lead s to
think that 5-HTp receptors antagonists and com-

unds acting on the 5-HT modulin hinding site could
E: of significant iterest in the trestment of mood
disorders.

However, this increass in extracellular 5-HT level
abiained fulhn'ing a eg-administration of & SSA1 and a
G-HTyp receplor antagonist is associated with a loss of
the AD-like properties of SSKI evaluated in mice
forved swinming test (FST) [Gardier ot al. 2001].
Adthough  #t  hos  been  demonstrated  that  in
rats 5-HTyp rr:\.:'pmrs antagonists (SE 216641 and
GH 127935} can be wsed o augment the behavoral
elfects of imipramine, desipramine, and moclobemide
[Tatarczynska et al., 2002, 2004}, the same team has
also shown that 5-HTg receplor ints fail ko
potentate the effects of citalopraen [ Tatarcoynska et al.,
D00 Tt has been also demonstrated that 5-HTp
receptor agonisks exert an Al-like effect in behavioural
tests [O'Neill and Comway, 2001; Bedrobe and Bourin,
1944 or con be used to augment the effect of an
antidepressant [David et al, 2001; Redrobe et al,
L9096} even if 5-HT receploss & treatment
{general or local adminisiration) induces a decrease
in 5-HT outflow in mice striatum [de Groote of al.,
203al, mat hippocampus [Hjorth and  Tao, 1991,

Martin et al, 1992; Sharp et al, 1859] mice
hippocampus [de Groote et al, 2002a], mice cortex
[de Groote of al, 2002h; 2003al, mice stristum
[Enobelman et o, 20001, and guinea pig cortex
[Robrerts et al, 3000]. Taken t er, these resulis
suggest thal an ADClike effect can be obtained even If
extracellular 5-HT levek are decreased whereas usually
antidepressant drugs are effoctive because they in-
creage serotomergic neurotransmmission [Preskorn, 1994,
Wong et al., 19951,

A confirmation of these vesulls would indicate
that 5-HTyp postsynaptic receplors are highly impli-
eated in the mediation of an antidepressant-like effect
of S5R1s.

CONCLUSION

It is suggested that 5-H Ty postsynaptic receptors
{heteroreceptors: artivation mediates the behavioural
AD-like effects of 55B1s in animal models of depres-
sion {and probably in bhuman), whereas 5-HTg
presynaptie receplors (suloreceptors) Umit their neu-
robiochemical effects. Therefore, two different strate-
gies could be developed. The first one would be the co-
administration of & selective 5-HT,g presynaptic
receptor antagonist together with an SSRI drug, in
order o a the 5-HT release (as already
suggested by Moret and Briley [2000]). The second
strategy womld be to administrate o 5-HT s agondst that
could directly activate postsynaptic receptors  and
mayhe decrease the |ungwnn.uft Frl:uil‘cnrt:iuu of SSHI
antidepressants, As 5-HT postsynaptic receplors are
localed on non-serolonergle pearons, this would
e that serotonin may not be the final common
pathway of the mechanism of action of S5R1s. Indeed,
antidepressant-like effects can only be triggered when
other(s! moncaminergic systemls) (via 5-HT)y auto-
receptor activation) are activated, Considering the
bocation of 5-HTyp heteroreceptors (GABAergic, glu-
tamatergie, cholinergic, and dup:lmlnergt REUrcns
and based on the fact that amang these, only dopamine
has already been volved in depressive states |Dailly
et al, 2004], we hypnl‘j;:simd that antlrln.-]'rr,sssnt-]i]m
effect of S5R1s might be mediated by the sctivation
of 5HTig heteroreceptors located on dopaminergie
nenmons. I eonfirmed, this l'l.l'_\-’:H)I‘J'IEﬂJ:i. would ﬂfl-li.l.l:l
the contradictory results of the sugmentation of AD
effects of 5K 1s L:, pindolol; since pi'.ni:l.u!ul isa5-HTy,
and 5-HT, g recepors antagonist, its co-administration
with SSRIs induces a potentiation of estracellular
SHT inerease but the the ihic benefit is oot
clear. Based on our hypothesis, this lick of efficiency
E:iﬂ;: linked to the 5-HTyy postsynaptic receptor
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Absiraci: In the last decule, many sugmentation drnbegros have been developed o incrense the activity of anbidepressan
drags of o feduce their long onset of action by acting on dafferent torpets. One of the firsl angmentation strategy wed i
peychintric disorders is condministraion of lithimm aml sntidepreszand drugs How wver, the andedsyving mechosiom of se-
tiom ivvolved m ihe potentistory effect of lnkaam s still umdenr and many ypolhesss hnve been seggested sisch as activ-
ity on BOMF, ACTH, thryrold homwones and serotonin aemrotrmnemiencn. ALl these systeme bomg embodded in esch
other, we focusel on the 3-HT mewrorunsmission-incrsaee indoced by lithium restment. Based on neurobiochemical and
Inehervioral resulis we tned o betler undendamd fs mechanien of action and we conchuded that effect of Hthoom on S-10T
nerotransmiesaen coald be laked to o partinl agemst sctivaty on 3-HT  omtorecepions, of te o medulatory actsvity on
lhese recepiors, Jocatid in the cortcal area in the case of 3 short term irsatmsent, or in tee hippocanipus in the caee of
lemg term iretiment. We also suggested thai the anti-manac effict of Hthsimm was Bnked 1o s acteaty on 3-HT 5 recep-

tors, oocirring s inse on 3-HT )y posteymajrac (heteroroepiors on dopamnerge pathways) receplon levole:
Koy Words: Luhoum, Antsdepressant, FST, serotonmy, 5-HT'p receptor, mechumsm of sction

INTHRODUCTION

Lithmum (L1} has been widely used alone or n combuna-
tion with other antidepressints (AD) i order to el unapo-
I wned'or bipolar disorders and to prevent antidepressan re-
sistance m petient. It newrobwochemical mechansm of ac-
tscnn ks shill unclear, mmny hypotheses are evoked mul pre-
clinacal data exhibit vanious mechanizms of action

Cluucal and prechoical studies have shown that the effect
of lithium on serotomn (3-HT) fimetion may ocour at multi-
ple bevels such os serctommn symthesis [1-4]. vanintion on se-
redonin turnover |5, 6] and lsthium has besn imvolved in the
appearance of the 3-HT svndrome [7, Bl All these papers
report @n incresse m 5-HT neurctransmassion [3, 7, 9151
But thus actovity of hithmm could not be nked 10 8 decrepse
of 3-HT metabetiam [16] nor to an activity on 5-HT2 re-
ceptors [17] Yet it seems to be possible that this mcrease in
S5-HT reurctransmission could be related 1o an antsgoast
setion of Bihsum on $-HT, ors, and mamnly at 5-
HTy autoreceptor level [18-21] since it hos been demon-
strated that lithnm did not abler phannacological response o
the admimstration of & 51T, receptor agonist [22], Moneo-
wer, getivity of postsynaptic: 5-HT o, receptors i limbic areas
wits proved 1o be enbanced [23] The effect of lithsum on 5-
HT . presymaptic autoreceptors, would result in an increase
in 5-HT release; sutereceptors being largely implicated as
beimg responsitde for the long delay of action of seleative
SN mﬁc mihibitors (SSR1s), and 0a o limiting fac-
tor m their pewtic effect, therapeutical effect appears
oy after their desensiizaton [11, 24)

*Address cormespomdence §o lhis mthor o the Newrobiologie de 1 aoose et
de in depression. Facnise de Mddecme, | nse Gaston Weil, 44055 Nmtes
Cetlex, PFrance: Tel- + 35 L4004 1.28.35; Faee = 55,2400 L. 28.56;

Evmmmil: mche] bourin @univ.nmes
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In betavioural paychopharmacology, menerous wnd vari-
o teats have been wsed to demorsirate the mgmentation
effect of lithwim on the asbidepiessanl-like (AD-Lke) effect
of varsous drogs. However, it appeans. that the forced swim-
ming test is the most commondy used m proclimeal stodies
and o s a very essy suidable test o predict mntidepressant
activity as well as to n:;lﬂa'm the mechaniam of action impli-
cated i the AD-like effect; that 3 why we focus on this test
to exhibat mechamsm of action of lithiun i serolonmengic
pathoways (for & review of activity of emidepressant on the
FST. see [25]).

There is prowing evadence to suggest that lithium acts at
the serotominergic presynaptic receptor level to morese the
antidepressant activity of ADs This activity of Lt re-
sults in an mercase m S-HT release This effect could be
linked to a decrease 1n the sensitivity of presynaptc 5-HT
receptors resulting ina decrease of ther inhubstory properties
[11.21,24]

THE NEUROBIOCHEMICAL EFFECTS OF LITHIUM

It has bean reported that a long term treatment {3 weoeks)
wﬁﬁﬂmmmmedﬂuehm?l*iﬂel of tmsue 5-HT con-
centration i the hy but the same reatment was
devord of effect on 3-HT concentrations i fromtal cortex of
rats [26] The meresse oblamed m the hippocampus was
simitlar to that obtamed following a 3 week trestment with
desipramine (10 mgbg/day | or escitalopram (10 mg /b day)
[26] Thi: sugpests that heppocampos, bat ol eotex, was
uwodved in Jong term Inbiom treatment efscts. Moreover,
an elecineal stmulation of dorsal raphe muiclens increased
the release of 5-HT (34 fold more) on the short treatment
group, bul was devoid of effect on the long term trestinent
ome [14] These results are in accordance with those of Bap-
tstn ef ol [9). which demonstrated an enbancement of the
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mph:tumw effect on [53-HT)p- levels i the penformeal
s, bt mot m the hippocampas. following. & sub-
r;.u'omc treatment with Inthmem.

Muraki ef af. [22], mvestigated the effect of citalopram
{SSRT) on medion profrontal cortex (mFPFC) [5-HT |- levels
following & subchmonie (1 week) hthnmm dist reatment. The
subehmome lithaum (reatment group showed & significantly
hagher besal levels of extracelhilar 5-HT compared to control
group; tine this mdieates that Ithien potentiates the nesuro-
oehemical effect of an acule dose of SSR1 on the mPFC
An acute dose of 5-HT,,, sgonist (MKC-242) induced a de-
crease i S-HT release m both groups; this decrease oould
not be counteracted by mereasing lithium doses, suggesting
that Inthmen and MEC-242 do not act on the same neceptors
Thes was albready supgested w 19559, when the same lean
[27] ahowed that the belavioural effects of MKC-242 were
enhanced followmg a subchronse (1 weck) lthivm treatmert
Then, we could conchude that Lithwan may exert 15 phanns-
cological effect via 5-HT = autcrecepton

Cordesro of of. [ 28] studied the inpact of fihim on the
mocukation of the r.xptuulun of mANA coding for vesioular
moncamine ramsporter 2 (VAT m mt bramn, theer resulis
showed an inersmse of mENA of 30 to 100% m the mphe
muelei, the ventral tegmental srea, and the substantia mgra,
winch are the bran ereas contaimng the most of 5-HT 5 ne-
peptors [29-31] remnforcmg the uvolvement of 5-HT,, re-
coptors in the medsation of hthium effect

There was o effect of co-admmistration of calopram
{acute t and lithmm {subchronse) on | 3-HT ]z diabysate levels
in the luppocampos [32], but the effect of & chronie sdmin-
stration of citalopram on [5-HT |- kvels could be potenti-
ated by subelwome Ithium (alwsye in the hippocampas),
suspesting that in the case of a chronic treatment, Lithoom
effects were olfamed via hippocampal 3-HT o, autoreceptors
(5-HT pewwons from median raphe muclens ), whereas in the
case of an acute weatment, cortical 5-HT; autorecepors.
(cBorsal rapise mucleus nmervation) are uvolved [33], In thes
last stucky, Mumki ef af. showed that subchronsc Jishum in-
creased basal extracellular 3-HT level, but the percentage of
incresse i mPFC [S-HT] obtamed on soute injection of
citalopram were the same in control and Li-treated mis, this
15 m Ime with the hypothess that hthnm effects were ob-
tatnied following & 5-HT, receplon desemmiization, becaise
vthers studien demonstrates no statistically differences m 5-
HT extracellular cortical levels [ollowing an scute sdmini-
stwtion of 55R1 oo wild-type and 5-HT |y receptons knockou
mice [ 14, 35]

Some effects of lithion appenr immedsately after 1ts ad-
minsiration and are probably medisted via collular mecla-
usms {actvity directly on 5-HT 5 receptors), whereas others
only appear, or dissppear, after several dave (weeks) of
treatment, those are probably linked w0 a modulator activity
of lithium on gene exwession. Thus, long-term lithmm
tr:ﬂl:mn:ll was ilso associated with e merease m SHT

m i cortieal regions [35, 37] which could
m:pllm ths of Iithmim sctrvity n these areas following a
clronse admmistration by courderacting its neurobiodienical
effects (tha merease m 3-HT release bomg masked by an
merease in its upinke ). This effect of Li on 5-HT tramsporters
does not appear m others bram arens, explaming wly fiol-

A Trsrid sl Bourian

lowang & chronie eabment, only hippocampal {amd not comi-
calh 5-HT levals wene changed, At the opposite, arachidomc
acyd meorporation was unchanged in most of the cortical
areas of mts bt was changed w luppocampal tssues fol-
lowing i week of a LiC'l diet in rass [38]. Thie indicates that
thesa two brams arcas sre differentially regulmted further
Lithiman treatment. In the case of a subclronic reatment, both
located receptors could be ivolved i lithnm effects [22,
39].

Gambarans &f of [40] demonstrated tha cheonic wreat-
ment with lithnmm, mduces a decrease in dopamine extracel-
ludar ([DAle-) level evabluted m the nucleus acoumbens,
and that the merease i [DA]z- followng & cocame admini-
stration, was sigmficantly lower m hitoum: trested ammals.
Mdore recently, Kitnicl of ol [41] demomstrated thit a sub-
chromie treatment with lithium induced an increass in ex-
tracelhiar serctomn levels m mPFCx whereas MA and DA
were (not statistecally spmificantly) decressed. These resulis
were corsitert with the findings of Carli er af [42] which
demomstrated an mcreass In DA tramsporter uptakoe sites.
According 1o the Gact that 5-HT, heteroreceptor stamulation
indices an increase i DA relsase [43-46], the activity of
Iithiem on this receptor could explan the decreass m DA
levels. Since ot his been demonstrated that caudate pulamen

ine levels wers furtiver a1 acute irestm ent
ﬂﬂﬂdm ] wmnm of Ithmmm on D Jev-
ebs, and so on 5-HT,y beteroreceptors, were obtamed only
after a chrome reatment [47].

Carli & af. [36] also demonstrated thal a cluome trea-
ment with Inhium mdoced an increass i SHTT binding
gites in bramn areas conmamme nerve tenmimals, whereas oo
Mmdﬂﬁwﬂmmmuﬂlﬂhﬂ Nao
vanation mn 5-HT, binding sites wis obtained, even if an
incresme of sdemylate ovelnse sctieity was demonstrated
These two vanations should be conssdered & compersatory
mechaniams pursuant 1o the actrviry of [thinm on 5-HT .y
recepbors

THE EFFECT OF LITHIUM IN THE FORCED
SWINDMING TEST

The mouse foreed swmnming test & an scoute beluyioml
teat, which predicts the efficacy of AD treatment [48]; the
model 1s sensitive to a wide range of ewrent AL reatments,
eluding tcvelic mtidepressants, selective serotonin reup-
take intubitors. monoamime oxidase mhibitors, dopamine
reuptake mhibitors mnd stypical anbdepressamt | for Teview,
[25]5, Moreover, FST has alo been used to investigate the
mechanism of action of dinaps. This is why we
estimate that it 18 the best test to mmbyze the AD-like effect
of lthoen Yet this test 15 abo @ weful model, relstively
simple to perform and reliable across laboratones. The test
uwolves placme mice mdvicunlly mto glass cylmders
{hesght: 25 ¢m, dmameter: 10 em) conteinmg 10 cm water,
migirained at 23-25°C, and remained there for 6 min. Alter
an mutial phese of viporowm activity, swmmming attempts
cease and the animal adopts & charscteniste mmmobile pos-
ture. A MOUBE Was | fia b smmobale whien it (oated in
an upright postion and made only small movements to kaep
its head wbove water, The time of ummebilsty was reconded
churing the last 4-min of the G-min festing period, this after 2
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mu of habiteation. The test must be perfomeed by the same
well tramed experimenters, blind to the trestment adminss-
tered. Anbdepressant dougs decrease the dumation of mmo-
bality time.

Indeed, it has been demonstruted that sdmmstration of
Iithnem alose (30 muiles. before testing) was capable of
reducing immobility time at 2, 4 and & mEghg [49] but the
serme team demonstrated thet hthiom alone was devoid of
effect when admuustered 45 mun before testog (540, 51 In
this kast stady, it was also demonstrated that
with & subactive dose of lsthium (1 mEqgkg) potentintes the
AD-dike effect of numerozs dnggs, such as ieyelios antide-

(my e, sercbonm selectiv | e infib-
E:ﬂtﬂﬂ chaiupmmpu'mm {Tuscoatiog mﬂm&‘;kmmt.
MAD mbwbtors {moclobemde), and styvpical mbdepressants
{iprindole, frazodone and mianserin bt was. devoad of aug-
menstation ¢ffoct on dnags that do not act on serotoninergi:
patbways (MA uptake mhabilors; désipramine, maproliline
and viloxazme, or dopamme uptake inhibitor: bupropion)
Rudrobe efal . 1998 [51]. also showed a potentmtory affect
ol acute lithuum on an acute dose of venlalaxine (NA and 5-
HT wtake inhibitor) Kitams efaf [52] also demonstrated
that & chrome (15 day) eo-admumistration of imrpramine {10
g ) and bibium (100 mgde po ) induces an AlD-like
effect in the FST in rat, whersas chrome lithiom and mi-
pramine alooe were devoid of effect (an acube dose of mmi-
pramine, 30 mpke sgnificantly reduces inmobility tune
FST). Theae results suggest that the augmentation of AD-like
effect m the mouse forced swimming teat by lithimm was vie
5-HT mecharmsms, especually wvin 5-HT\p autoreceplors,
which beve already been mvolved in the potentiation mochsa-
it}

It has been demorsteated thar the absence of 3-HT 5 re-
ceptors i kmockout mice, or ther blockade by aselective 5.
HTp receptor antagomst (O0R 127935) potentiates the in-
crease in the mramlhn]m'iu'umm bovels induced by a sin-
gle mitra- p-} admmistreton of 55RIs m mice
[34, 35, 53-55] mun.[: ﬂ.rm S8R (parometine, flooxetine
and fuvosamine) aml 5-HT,5 receptor antagosists (G
127935 and NAS-181) becawse 5-HI; receptors locally
comrol 5-HT release [56-58], however, these mng.uw; are
devond of effect under basal conditions i cortical and
camipal areas [59-61] this » confirmed by the fact that basal
extracelhilar S-HT levels did not sgrmficantly differ between
wild-tvpe and knodc-oul mice [35] However, il has been
recently shown that sn acute or & chrome trestment with o
tew 5-HT,p receplor antagonis! méresses the extracelhilar
levels of serotonin i guinea pig cortex [62]. Some authors
sugpest thet 5-HT , receptor antagonists acts via MEN [59,
63) wheress DREN would be under 5-HT,p regulation [64-
7], This explams the potertiation of the effect of 551 on
hippocampal b not on corbical moncamine levels [34] At
the opposite 5-HT 1y receplor agonsts are able o decreme 5-
HT melerse in hoth raphe mucled and are reversad by 5-HT
recoptor antmgonists [59, 61, 65 68]

These data st that activation of 5-HT 5 sutorecep-
tors bmits the o nfSER.[uman}'mfruHThwﬂ.uu
semofonergic neve terminals manly located in the hippo-
camps, the cortes anmd i the striatum in varioms species [64,
65-73). A chrome restment usmg SSRI (Lo pamxetine for
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21 daysd indhices a desermitization of mt MEN, hippocam-
pus, hvpethalamus: and cortical 5-HT i receptons [58]

Surprwangly, it was fousd that thes nerease mexiracel-
Iudar 3HT levels measured imtra-hippocampal i vive
microdiabyss technique 10 aw froeky mm'lrgpamm was
ot comelsed with an merease of the anndepressmi-like
EAD-like ) activity, whsch was evaluated by using the forced
swimmung test (FST) m mice [60)] At the oppoaite, SSRI-
inchuced decrease m mnmobility i e FST 35 absent n 5-
HT 5 knockou mice amd blocked by GR 127935 m wild-
type suzgesting therefore that actvation of postsynaptic 5-

HTp heteroreceptors mediabes the antidepresant-like effects
of 85H1s

Acconding 16 these sulis, 8 appeas el even il the
blockade of 5-HT 5 mtoreceptors potentiates the pouroduo-
chemical effects of S3RIs (in the mcrodishyeis expenments ),
it akse induoes an mbibition of ther therapeutical effects (in
the FST), probably through the blockade of posteynapéic 5-
HT: receptors. Activetion of posisynaptie 5-HT,; recepiors
hias been uvolved i the control of vanous behavions such as
BIEssIviry [74-76], sleepiness [77], motor behavior [74, 78]
and appetite [79, 80). Tt 1s alse well ennhlished that 5-HT
receptor agonists coilld nduce an antickepressant like effect
in animals (8] | and subactive doses of these eould
be wsed to potentiate AD-like effect of subactive doses of
antidepressant drugs [82, 3] This AD-like effeot should be
linked to 5-HT,p het winch are located on do-
paminTEic [84], ghutamatergic [SS] cholmergic [B6, 87| and

QAR Nergio neurons [B8]. However, Tatarceymaka of af. [89]
showed that subactive doses of 5-HT,x recepior antagonsis
could be used to potentmte subsctve doses of “non SSRI™
anhidepressants w1 rats  (iepraming,  moclobemide  and
désipramine), Thesa kmd of differences berween mis and
mice have already been observed m behavicural potentiation
studies; it wis shown that pindolol enhanced the AD-hke
effect of vanous SSRI i mice [51, 83, 940), while it failed o
potentiate SSRI im mts [91_ 92).

In adduicn, other studies demonstrate that lithium was
ahle to enhance the anb-immobility effects of the 5-HT,,
receptor agonist gepirons in the FST |49, 93] and of ipaaapi-
rone in the TST [94], tus confirming the neurobsochemical
resulis of Murak ef af, [22, 27] indscating that hthum does
ot ael on S-HT . recepiors. Moreover, Munaki ef al. results
shown that lithmm does not act on 5-HT,, premmaptc re-
ceptors (changes in extracellular 5-HT levels 2 measurad by
microdmlbysis being comsidered due w changes m 5-HT asto-
meceptor petivity) wheress behavioml studies [49, 93, 94]
clearly demonstrate thet ihnen does not act on postsynapac
5-HT 4, reseplors (the Al-like effect of these substonce be-
ing mediated vie posteymaptic receplors) It has also been
ahown that co-admimstration of the non selective SHT
rmqmrigmLKU 249659, and hthmm mduces udmm-:
in the mmobility time in the FST i mice ¢-25%, [18]);, the
same resulis were obimined uming a more selecove 5-HT
receptor agonist, aygimsline, e decreases mmmobality tme
was potentiated by 43%6 [18] It is highly pesaible, that the
AD-like potrvity of 5-HT 3 receptor sgomsts coudd be linked
b their achvily on postsymaple newrons, which s commssterit
with the fact that lithium coulid be used m an sugmentation
stratepy because of its activity on S-HT, sutoreceptors.
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Taken together, tlese remults seem (o mdicate tha lithium
only blocks 5-HT p autoreceptors, but 1 devoid of effiect on
postsyTapie receptors (the antagomism on these receptors
would have induced o decresse in the AD-hke effect). This
activity on autopsceptors 18 confirmed by the incresse in [5-
mhMEhMMdnmmomlvstl}uum Homwaver,
neurobiochermiical shudes exhabit an actwvity of Hthsam o
brain dopaminengic levels, this activity should be Imked to
AT ActvIty on postsyraptie 5-HT,; tecepions. Thos, if ssems
mare vahsable to conclude that bibuum does not aet as o 5-
HTpy recephor amtagoniss, but as a 5-HT . partal agonist, or
s a modulatory apem of S-HT ;. receptor actvaty, It would
bz really mteresting to confinm ties hypothesis by using mi-
erodialysis on mice following admimstration of an soufe
dose of a 5-HT 4 receptor antagonnt. with co-admmastration
of i ranjge of doses of Inhium,

CONCLUSION

We poatulited that Bithuum treatment mohsces g desemsiti-
zation of 5-HTp recaptors, and that such desemsitization
followng acute and chromo trestment does not exert effects
on the aame brion arca. [1 appears that scute treatment with
Inthmm induces & desenmstization of 5-HT)y ularwrg;g
located m the cortex. mdicating that descnsitization a
serotoninergic sfferents from dorsal rephe mucles, wheress
chrome lithsum treatment ishsees & desersitization of 5-HT
nerves from median raphe nucless vig hippocampal 5-HT o
wilorecsptons, e desersilimtion of dorsal rphe mackens
afferents bemg coumteracted by an menease in S-HT tram-
porters bimding sites. Tius explamation 18 m e with the
finsckings of Saumlmeka ered. [25) who demonstrated that the
mechian raphe mecleus is involved in behavioral effeots in-
duced by & chromse treatment, whereas the dorsal raphe nu-
eleus 1 involved i acute treatments, soggesting at DRN 5-
HT, autoreceptors are a limiting fisctor om trestment intia-
teom,

It appears that short-term treatment with lithium: should
be effectrve at the bepinmng of an anfidepressant stratopy
(by polentsatig the incieise in 3-HT L, wherdas s effecl in
resisiant dopreasion was linked 1o the increase in the binding
sites of enbdepressant drugs (5-HT tmmsporters). Its effi-
ciency in bipolar disorders could be explimed by the de-
crease of DA levels [40-42 ] resulting i an ant-manie effect.
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ROLE DES RECEPTEURS 5-HT:g ET DE LA DOPAMINE DANS L’ACTIV[TE DE TYPE
ANTIDEPRESSEUR DES IRSSs DANS LE TEST DE LA NAGE FORCEE CHEZ LA
SOURIS

Les inhibiteurs de recapture sélectifs de la sérotonine (IRSSs) exercent leur activité
antidépressive en augmentant la concentration extracellulaire de sérotonine dans la fente
synaptique qui induit I'activation de 14 sous types de récepteurs. Parmi ces récepteurs, le
sous type 1B posséde un réle fondamental car son activation (injection locale ou
systémique d’anpirtoline) induit un effet antidépresseur alors que son blocage empéche
'apparition des effets des IRSSs. Le maintien de I'activité antidépressive de I'anpirtoline
chez des animaux dont les autorécepteurs ont été détruits démontre que se sont les
hétérorécepteurs 5-HT1B qui sont responsables des effets comportementaux. L'activité
de type antidépresseur des IRSSs disparaissant chez des animaux dont le systéme
dopaminergique a été préalablement lésé, nous avons donc suggéré que leffet des
IRSSs nécessite une augmentation de la neurotransmission dopaminergique consécutive
a I'activation des récepteurs 5-HT1B.

Mots Clés : test de la nage forcée, récepteurs 5-HT 1B, dopamine, IRSS, souris, déplétion,
monoamine

ROLE OF 5-HT1g RECEPTORS AND DOPAMINE IN THE ANTIDEPRESSANT-LIKE
ACTIVITY OF SSRIs IN THE MICE FORCED SWIMMING TEST

SSRIs induce an increase in extracellular serotonin which is responsible of their
antidepressant-like (AD-like) properties. Among all 5-HT receptors subtypes activated, 5-
HT1B subtype appears to be strongly involved in the mediation of this anti-immobility
effect. Indeed, 5-HT1B receptors activation (following local or systemic infusion of
anpirtoline) induces an AD-like effect, whereas 5-HT1B receptor blockade antagonises the
activity of SSRIs. Anpirtoline being still efficient in 5-HT1B autoreceptors of lesioned mice
it suggests that AD-like effects of 5-HT 1B receptors agonists are mediated by activation of
5-HT1B heteroreceptors. Since AD-like effect of SSRIs is absent on dopamine lesioned
mice, we have suggested that SSRIs activity requires an enhancement of dopamine
neurotransmission to occur, and that this enhancement appears further to the activation of
5-HT1B receptor.

Keywords :Forced swimming test, 5-HT1B receptors, dopamine, SSRI, mice, lesion,
monoamine
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