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Le thérapeute : Ce serait quoi, pour vous, le contraire de la drogue?

Le patient : ... Ce serait de penser...

Extrait de Soigner les toxicomanes, Morel, Hervé et Fontaine, 1997
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Introduction

l. La dépendance aux drogues

1. Substances et classifications

Les drogues sont inhérentes au probleme de la toxicomanie. Ces substances ont une action
chimique sur le cerveau qui peut modifier nos comportements et, dans certains cas,
s’opposer aux fonctions vitales les plus primaires, comme dormir ou manger. Il existe de
nombreuses définitions plus ou moins détaillées pour caractériser une drogue. Le
dictionnaire Larousse la définit comme une « substance psychotrope naturelle ou
synthétique, qui conduit au désir de continuer a la consommer pour retrouver la sensation
de bien-étre qu'elle procure ». Nous allons ici présenter les grandes catégories des
substances psychotropes les plus consommeées en précisant leur origine, les principaux
effets et les voies d’administration les plus fréquentes. Les effets neurobiologiques sur les
transmissions neuronales seront traités plus loin, dans la partie « support biologique ».

Plusieurs approches existent pour classifier les drogues, en fonction de leurs effets, leur
origine et leur histoire ou encore leur statut juridique. Nous commencerons par développer
les drogues illicites les plus anciennes, celles qui ont été déclarées illicites parce qu’elles ont
la capacité de modifier I'état de conscience: les opiacés, les psychostimulants et le
cannabis. Puis nous verrons les deux grandes substances a consommation régulée mais
autorisée : le tabac et l'alcool. Nous inclurons dans cette seconde partie quelques
remarques sur les nouveaux produits de synthése (les designer’s drugs) potentiellement

toxicomanogénes, en constant renouvellement.

LES OPIACES

Le groupe des opiacés englobe I'opium, extrait de la plante de pavot, et ses dérivés. Les
effets de ces substances sont connus depuis des millénaires par I'Homme et ont fortement
influencé I'Histoire, notamment lors des guerres de I'Opium au XIXéme siécle. En 1912, les
pays dominants de I'époque signent la convention internationale de I'opium, pour réguler

la synthese et la distribution de I'opium, ses dérivés et de la cocaine.

Morphine

La morphine est un alcaloide végétal isolé en 1804 et qui représente 10% de la composition

de l'opium. Malgré son tres fort potentiel toxicomanogene, la morphine est



qguotidiennement utilisée en clinique pour son effet analgésique puissant. Actuellement,
|'utilisation de morphine comme drogue récréative est limitée au profit de I’"héroine qui est

le premier opioide consommé en Europe.

Héroine

L'héroine fut synthétisée en 1898 par les laboratoires Bayer et proposée comme un
traitement contre I'abus de morphine. Or I'"héroine n’est autre que de la morphine di-
acétylée. Sa dégradation dans le cerveau produit directement de la morphine, ce qui
explique certains effets comparables de ces deux drogues. La molécule d’héroine a
cependant la propriété de passer la barriere hémato-encéphalique 100 a 1000 fois plus vite
qgue la morphine (Rook et al. 2006). La voie d’administration la plus courante de I’'héroine
est l'injection intraveineuse, qui permet de ressentir les effets une trentaine de secondes
apres son administration. Les effets de cette substance peuvent se diviser en différentes
phases. Une premiére phase de « rush » caractérisée par un plaisir intense, puis une phase
de « high », de grande joie et enfin une phase de semi-conscience ou de sommeil.

Pour la morphine comme pour I’héroine, une importante tolérance se développe lors de
prises répétées, ce qui protege les toxicomanes d’effets graves comme la dépression
respiratoire et leur permet d’augmenter les doses en espérant maintenir l'intensité des
effets. Le sevrage des opiacés induit une dépendance physique caractérisée par une
dysphorie et des symptomes intenses (diarrhées, vomissements, suées...) qui s’estompent
en quelques jours. Notons qu’a I'occasion d’une reprise de consommation a la suite d’un
sevrage involontaire d’une dizaine de jours ou plus (prison ou rupture de distribution), les
protections dues a la désensibilisation des récepteurs opiacés ont disparu et les prises de

doses identiques a celles d’avant le sevrage sont a I'origine des déces par overdose.

LES PSYCHOSTIMULANTS

Cocaine

La cocaine est un alcaloide végétal extrait des feuilles de coca, déja utilisé pour ses
propriétés stimulantes par les civilisations précolombiennes il y a plus de 5000 ans. C’est en
1859 qu’Albert Niemann purifie cette molécule qui, dans les années 1900, devient un grave
probléme de santé publique fortement combattu par les autorités. La consommation (le
plus souvent sous forme de poudre «sniffée») diminue alors jusque dans les années 1970,

ou la cocaine est « redécouverte » et trés consommeée. A cette méme époque, une nouvelle



voie d’administration se développe : la cocaine mélangée a 'ammoniaque est transformée
en cristaux solides (le crack) que I'on fume.

La cocaine a un effet double. Lors de la premiere phase, appelée la phase de « high » ou de
« rush », le consommateur est euphorique et ressent une grande énergie. Puis la seconde

phase est dysphorique, avec un sentiment de grande tristesse et I'apparition d’idées noires.

Lors du sevrage, il est courant d’observer une phase de « crash » de quelques jours pendant
lesquels I'ancien consommateur est irritable, anxieux et a des troubles du sommeil, suivie
d’'une phase plus longue d’anhédonie et de baisse d’énergie. Ces symptdémes sont
cependant sans commune mesure avec le sevrage physique fort aux opiacés, puisque la
cocaine, et les psychostimulants en général, présentent une dépendance plus psychique

gue physique.

Amphétamines

Le groupe des amphétamines comprend des substances ayant pour caractéristique
commune une ressemblance structurale avec la phényléthylamine mais des effets
hétérogenes qui peuvent étre stimulants (amphétamines), hallucinogénes ou entactogénes
(qui facilitent le contact) (MDMA). Leurs propriétés de stimulation du systéme nerveux
central et sympathique ont servi a lutter contre I'asthme, la narcolepsie ou encore I'obésité.
Postérieurement a la convention sur les substances psychotropes de 1971, ces traitements
ont été réduits a cause du potentiel toxicomanogeéne des amphétamines. Certains produits
appartenant aux amphétamines sont toutefois encore utilisés, notamment pour leurs effets
paradoxaux dans le traitement des syndromes d’hyperactivité de [I'enfant
(méthylphénidate, |a Ritaline®, par exemple).

L'amphétamine, extraite de I'Ephédra au début des années 1900 est habituellement
ingérée et les effets ressentis lors de la prise se rapprochent beaucoup de la cocaine, avec
un cycle euphorie/dysphorie qui évolue avec les prises. Le sevrage peut induire des
syndromes physiques légers, mais la dépendance est surtout psychique.

C’est au Japon en 1893 que fut synthétisée la méthamphétamine (Pervitine), un dérivé
direct de I'amphétamine. Commercialisée en 1938, elle fut utilisée pendant la deuxieme
guerre mondiale pour doper les soldats. Les effets recherchés sont semblables a ceux de
I"amphétamine, c’est-a-dire une euphorie et une diminution de la fatigue. Les effets de la
méthamphétamine, consommée par voie orale, par injection intraveineuse, fumée ou
sniffée sont beaucoup plus durables que ceux de I'amphétamine (effets de 1h pour

I"'amphétamine et de 8h-24h pour la méthamphétamine).



Le 3,4-méthylene-dioxy-methamphétamine (MDMA ou ecstasy), est la substance la plus
utilisée dans la catégorie des dérivés amphétaminiques entactogenes. Elle fut synthétisée
en Allemagne en 1898 puis « redécouverte » en 1912 par les laboratoires Merck. Sa
consommation a été au départ trés restreinte a la prise récréative dans le milieu « techno »
et s’est élargie a tous les milieux festifs dans les années 2000. Les effets recherchés par les
consommateurs sont principalement des sensations d’euphorie et de bien-étre, une
augmentation de I'énergie et une désinhibition, d’ou le terme d’entactogene. A ces effets
succede une « descente » qui se caractérise par un sentiment dépressif de plusieurs jours.
La voie d’administration la plus fréquente est l'ingestion, sous forme de comprimés
(composés habituellement de diverses substances en plus de MDMA) ou de poudre
(couramment appelé « parachutes »). L'arrét de la consommation n’entraine pas de
symptomes de sevrage physique, cependant le consommateur en désintoxication présente
une phase initiale d’irritabilité et d’angoisse. Plusieurs études ont montré que la prise
répétée de MDMA a des effets neurotoxiques, en particulier sur les neurones
sérotoninergiques (Stone, Hanson, et Gibb 1987; Logan et al. 1988; Ricaurte et al. 1988;
O’Callaghan et Miller 1994; Granado et al. 2008; Ricaurte et al. 2002). Cette

dégénérescence expliquerait I'apparition de dépression chez les consommateurs d’ecstasy.

CANNABIS

Le terme cannabis regroupe plusieurs éléments: les différentes variétés des plants de
chanvre, ses dérivés et également la drogue illicite. La drogue, extraite de la plante, est
composée de plus de 60 cannabinoides dont seulement quelques uns, comme le
tétrahydrocannabinol (THC), conférent au cannabis ses propriétés psychotropes. Les
feuilles de cannabis sont le plus souvent fumées, seules ou mélangées au tabac ou ingérées.
Les effets principaux sont de plonger le consommateur dans un état de béatitude, de
relaxation et de bien-étre. Le cannabis est la drogue illicite la plus populaire en Europe,
surtout chez les jeunes européens scolarisés. En effet, on estime a 15.4 millions le nombre
de citoyens européens (15-34 ans) ayant consommé du cannabis en 2013 (Observatoire
européen des drogues et des toxicomanies, 2013). Contrairement aux autres drogues,
I'arrét du cannabis n’induit pas de sevrage physique ni psychique, ce qui encourage l'idée
de drogue douce, avec un faible potentiel de dépendance. Pour ces raisons, le débat sur la
|égalisation du cannabis est toujours d’actualité. Les autorités semblent s’orienter vers une
ouverture puisqu’en janvier 2014 une autorisation de mise sur le marché a été délivrée au

Sativex®, médicament associant deux dérivés du cannabis, le THC et le cannabidiol. Ce
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médicament devrait étre commercialisé en 2015 et serait exclusivement prescrit pour

soulager les contractures séveres de certains patients atteints de sclérose en plaques.

Toutes les drogues décrites ci-dessous ont la capacité de modifier I’état de conscience et Ia
majorité possedent un fort potentiel toxicomanogene. Elles ont donc été interdites a la
consommation dans la plupart des pays occidentaux. Cependant, deux autres substances
partagent également ses propriétés et sont accessibles a la vente réglementée mais peu
contrblée. En effet, le tabac n’a pas la capacité de modifier I'état de conscience mais est
une des drogues les plus hautement toxicomanogenes, puisqu’elle induit un fort sevrage
psychique lors de l'arrét de la consommation. L’'alcool induit également un sevrage
psychique et physique, et est capable, aux doses les plus élevées, de modifier I'état de
conscience (c’est d’ailleurs la propriété que certains recherchent lors de la consommation).
Nous allons étudier plus en détail ces substances et les raisons de leur acceptation sociale,

au contraire des drogues illicites.

TABAC

Le tabac est une plante cultivée par les Amérindiens depuis plus de 2000 ans. C'est lors de
la découverte du nouveau monde que Christophe Colomb ramena la plante en Europe et,
au milieu du XVI*™ siécle, ses supposées vertus médicinales favorisérent sa propagation
rapide en Europe et en Asie. Actuellement, le mélange de feuilles séchées de plante de
tabac et de plus de 2500 autres composants (pesticides, additifs, goudrons,...) composent la
cigarette que fument plus de 16 millions de personnes en France (chiffres de 2010, Tabac-
info-service). Il est admis aujourd’hui que c’est la nicotine, alcaloide végétal pouvant
représenter jusqu’a 5% du poids des feuilles, qui est principalement responsable des
propriétés toxicomanogenes du tabac. Néanmoins, a la suite de différentes études et des
observations montrant une faible efficacité des substituts nicotiniques (Berlin et al. 2014),
le réle d’autres substances présentes dans la fumée du tabac ont été envisagées. En
particulier des inhibiteurs de monoamines oxydases (IMAQOs), anti-dépresseurs présents
dans la fumée du tabac a la suite des combustions de sucres, pourraient entrer en synergie
avec la nicotine pour rendre le tabac un des produits actuels le plus toxicomanogene. Les
fumeurs recherchent principalement les effets stimulant, anxiolytique et coupe-faim des
cigarettes.

On considere que le tabagisme est responsable de 1 déces sur 7 par an en France (70000

par an), présentant un lourd probléme de santé publique, et il est probable que la forte



taxation de I'Etat sur la vente et les lobbys des multinationales du tabac expliqueraient le

maintien de cette drogue dans la légalité.

ALCOOL

L’alcool, obtenu le plus couramment par fermentation, est consommé par 'Homme depuis
des millénaires. On trouve les premieres références a l'alcool dans les écrits
mésopotamiens, 4000 ans avant Jésus-Christ. Les boissons alcoolisées entrainent une
détente, de I'enjouement et une désinhibition, du consommateur et, bien que sujette a
une certaine réglementation, la consommation d’alcool est tres largement répandue dans
de nombreux pays (10 millions de consommateurs réguliers en France). L’alcool présente
un risque de dépendance (physique et psychique), allonge le temps de réaction (20% des
accidents de la route mortels en 2013 sont dus a l'alcool) et la prise trop réguliere entraine
de nombreuses complications de santé telles que les cirrhoses ou les risques cardio-
vasculaires. Cette drogue, la plus consommeée en France, est donc bien capable de modifier
|’état de conscience mais elle reste pourtant licite et socialement trés acceptée. Ce statut
est vraisemblablement di a l'ancrage de l'alcool dans la culture européenne mais
également au fait du peu de résultats obtenus par les pays qui ont essayé d’en interdire la
consommation. Aux Etats-Unis par exemple, la prohibition de 1919 a 1933 a abouti a un

fort développement du marché noir et des violences qui y sont liées.

NOUVEAUX PRODUITS DE SYNTHESE NON REGULES

Les nouveaux produits de synthese sont des substances qui reproduisent les effets des
drogues illicites mais sur lesquelles il existe temporairement un vide juridique permettant la
synthése et la distribution du produit. La majorité des ventes sont effectuées sur internet,
ou l'accessibilité et la rapidité sont facilitées. Un des exemples les plus connus est le cas de
la méphédrone, un composant aux effets semblables a ceux de I'amphétamine et du
MDMA. La consommation de cette substance s’est largement développée en Europe en
2007 et n’a été réglementée dans I'ensemble de la communauté qu’en 2010. Actuellement,
ce sont les cannabinoides synthétiques, principalement des agonistes des récepteurs
cannabinoides, qui sont les plus développés.

Afin de lutter efficacement contre cette émergence de nouveaux produits, 'EMCDDA
(European Monitoring Centre for Drugs and Drug Addiction) a créé un systéeme d’alerte
précoce européen, I'Early Warning System (EWS). Ce systéme signale l'apparition d’en
moyenne 1 substance par semaine et a recensé 73 nouvelles substances psychoactives non

régulées en 2012 (Observatoire européen des drogues et des toxicomanies 2013).



La partie principale de ce travail (Publications n°2 et n°3) expose |'effet d’'un traitement
répété d’amphétamine sur les systemes d’autorégulation noradrénergique et
sérotoninergique. Le choix de cette substance est fondé sur l'effet démontré de
I'amphétamine sur ces systémes mais aussi sur la consommation actuelle élevée
d’amphétamine et de méthamphétamine, surtout aux Etats-Unis. On compte en effet 1.7
millions de jeunes adultes (15-34 ans) ayant consommé des amphétamines au cours de
I’année 2012 en Europe (Observatoire européen des drogues et des toxicomanies 2013) et
1.2 millions de consommateurs de méthamphétamine (moyenne d’age de 19.7 ans) aux

Etats-Unis en 2012 (NIDA National Institute on Drugs Abuse 2013).

Depuis des millénaires, I’'Humanité manipule et utilise les drogues pour se soigner ou pour
modifier les émotions. A I'exception du tabac, toutes les différentes catégories de
substances (les opiacés, les stimulants, le cannabis ou I'alcool) ont pour caractéristique
commune d’avoir des effets sur les perceptions de la réalité et la politique dominante
consiste a interdire ces produits qui, en modifiant I'état de conscience, peuvent abolir le

discernement et le controle de ses actes.

Il est courant, particulierement dans le domaine de la prévention, d’associer la
consommation de drogues et la dépendance. Paradoxalement, dans de nombreux cas, la
prise de drogue est récréative et restreinte a des contextes bien définis. Il parait donc clair
que la prise répétée de drogues n’entraine pas systématiqguement de dépendance. Voyons

ce qui caractérise cette dépendance et comment est défini un toxicomane.

2. Qu’est-ce qu’un toxicomane ?

La consommation de drogues peut étre le premier pas vers la toxicomanie, mais cela n’est
pas systématique. La formule du Professeur Olievenstein « la toxicomanie est la rencontre
d’une personnalité, d’'un produit et d’'un moment socioculturel » souligne bien que la seule
molécule ne peut rendre compte de toute la complexité de la toxicomanie. De nombreux
facteurs concernant la consommation sont importants pour définir le degré d’emprise du
produit sur la vie du consommateur. Ainsi, la répétition des prises, la durée des phases de
consommation, la quantité de drogue consommée, ou encore le contexte sont autant
d’indices qui permettent de classer les consommateurs a différents niveaux de

dépendance. Voyons quelles sont les définitions caractérisant la toxicomanie, les
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différentes théories pour expliquer cette maladie et les traitements actuels qui s’offrent
aux toxicomanes. Certains de ces traitements ont été proposés suite a des expériences sur

des modeles animaux, dont nous exposerons les principes, leurs avantages et leurs limites.

Notons que les termes toxicomanie, addiction et dépendance, seront par la suite employés
indifféremment. Bien qu’étant considéré comme un anglicisme, le terme « addiction » est
néanmoins d’origine francaise puisqu’au Xllléme siécle c’était un terme juridique signifiant
« étre contraint de rembourser ses dettes ». Son utilisation est aujourd’hui totalement
intégrée a la langue frangaise, tant dans le langage courant que dans les discussions
scientifiques. Contrairement aux termes de dépendance ou de pharmaco-dépendance, qui
concernent le plus souvent une dépendance a une substance, I'addiction peut exister vis-a-

vis d’une activité ou d’un comportement, on parle d’ « addiction sans substance ».

a. Définitions

De maniére analogue aux drogues, il est possible de définir la toxicomanie de nombreuses
maniéres, selon I'importance que I'on souhaite donner au produit, au comportement ou a
I’état psychologique du consommateur. La définition la plus pragmatique est peut-étre celle
de la récente édition du manuel diagnostique et statistique des troubles mentaux (DSM-V,
American Psychiatric Association 2013) , ol sont listés les 11 critéres qui caractérisent un
toxicomane (Tableau 1). Il existe une correspondance entre le nombre de critéres et les
niveaux d’intensité de la maladie. Présenter 2 a 3 symptdmes correspond a une
dépendance légére, 4 a 5 symptomes a une dépendance moyenne, et la présence de 6 ou
plus de symptomes équivaut a une dépendance sévere. Ainsi, lorsqu’'un consommateur
présente au moins 2 de ces critéres pendant une période de plus de 12 mois, il est
considéré comme présentant une dépendance, dont la sévérité dépend du nombre de

criteres.

Dans cet ouvrage de référence, le maintien des symptémes sur la durée a une importance
particuliére, puisque la prise de drogues est souvent phasique. La persistance peut donc

révéler I'incapacité a arréter la consommation et la vulnérabilité a la drogue.

Il est intéressant de noter que cette définition exclut du statut de toxicomane toute
personne qui consomme des drogues de facon répétée mais dont la prise est contrdlée et
n’affecte pas la vie sociale ou professionnelle. Donc la prise répétée n’est pas équivalente a
la toxicomanie, et dans ce constat réside toute la difficulté de modéliser cette maladie. Il a

été montré qu’environ 6 a 15% des consommateurs d’alcool, cannabis, héroine, cocaine et
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autres psychostimulants peuvent étre définis comme toxicomanes, selon les criteres du
DSM (Anthony, Warner, et Kessler 1994). Ce chiffre atteint 33% pour la dépendance au
tabac. Les propriétés pharmacologiques d’une substance n’expliquent donc pas
exclusivement le potentiel toxicomanogene du produit, d’autres facteurs jouent un réle
dans ce potentiel. Un de ces facteurs est la vulnérabilité génétique. Il a été montré que la
prévalence de I'addiction est comparable chez les jumeaux homozygotes, mais pas chez les
jumeaux hétérozygotes (Goldman, Oroszi, et Ducci 2005). Le stress a également une
influence sur les comportements addictifs, de nombreux travaux décrivent la
potentialisation des réponses aux drogues par le stress et inversement (pour revue: Piazza
et Le Moal 1996). Ce stress peut étre concomitant a I’'exposition aux drogues ou peut avoir
eu lieu dans le passé de I'individu. On observe en effet que les abus ou les expositions a des
crimes violents dans I’enfance sont liés au risque de dépendance a une substance (Douglas
et al. 2010). Enfin, le caractere impulsif d’un individu peut également étre considéré
comme un facteur prédictif d’'un risque de perte de contréle caractéristique de la

toxicomanie (Jentsch et al. 2014; Perry et Carroll 2008).



Critéres de dépendance a une substance

Mode

d’utilisation inadapté d’une substance conduisant a une altération du

fonctionnement ou une souffrance, cliniquement significative, caractérisé par la présence

de deux (ou plus) des manifestations suivantes, a un moment quelconque d’une période

continue de 12 mois :

(1)

(2)
(3)

(4)

difficultés a remplir ses obligations professionnelles, scolaires ou familiales a cause
de la consommation répétée de substance

consommation répétée dans des situations potentiellement dangereuses

poursuite de la consommation malgré des problemes relationnels ou sociaux
persistants susceptibles d’avoir été causés ou exacerbés par la substance.

tolérance, définie par I'un des symptémes suivants :

besoin de quantités notablement plus fortes de la substance pour obtenir
une intoxication ou l'effet désiré

effet notablement diminué en cas d’utilisation continue d’une méme
quantité de la substance

sevrage caractérisé par I'une ou I'autre des manifestations suivantes :
a. syndrome de sevrage caractéristique de la substance (...)
b. la méme substance (ou une substance trés proche) est prise pour soulager
ou éviter les symptémes de sevrage

la substance est souvent prise en quantité plus importante ou pendant une période
plus prolongée que prévu

il y a un désir persistant, ou des efforts infructueux, pour diminuer ou controler
I"utilisation de la substance

sensation de « craving », ou désir irrésistible de consommer de la substance

beaucoup de temps est passé a des activités nécessaires pour obtenir la substance
(p. ex., consultation de nombreux médecins ou déplacement sur de longues
distances), a utiliser le produit (p. ex., fumer sans discontinuer), ou a récupérer de
ses effets

(10) des activités sociales, professionnelles ou de loisirs importantes sont abandonnées

ou réduites a cause de |'utilisation de la substance

(11) Putilisation de la substance est poursuivie bien que la personne sache avoir un
probléme psychologique ou physique persistant ou récurrent susceptible d’avoir
été causé ou exacerbé par la substance (par exemple, poursuite de la prise de
cocaine bien que la personne admette une dépression liée a la cocaine, ou
poursuite de la prise de boissons alcoolisées bien que le sujet reconnaisse
I’aggravation d’un ulcére du fait de la consommation d’alcool)

Tableau 1: Criteres de dépendance a une substance, extrait du manuel diagnostique et
statistique des troubles mentaux, DSM-V (American Psychiatric Association 2013)
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Bien que I'expression « dépendant a une substance » soit la plus utilisée pour caractériser
les processus d’addiction, mentionnons ici que les cas de dépendance a plusieurs
substances sont courants en clinique (poly-consommation) et aussi en laboratoire (une
drogue en potentialise souvent une autre, méme si elle appartient a une autre catégorie).
Ce phénomeéne suggére une voie commune d’au moins une partie des systemes touchés
par I'addiction, malgré les mécanismes distincts des drogues. A I'inverse, on considére avec
de plus en plus d’'intérét les addictions sans substance, comme le jeu pathologique, ou
encore les « addictions » au sexe ou au travail. Il est encore prématuré de définir ces
comportements comme toxicomanogénes, cependant les ressemblances avec certains
criteres de dépendance (non controle du comportement, altération d’autres activités,
sevrage psychique) sont indiscutables. Ces pathologies pourraient déréguler le circuit de la
récompense, également au coeur de I'addiction. L’'amalgame entre les deux pathologies est
aggravé par le fait qu’un grand nombre de patients atteints d’une addiction sans substance
souffrent aussi d’'une addiction avec substance. Par exemple, un peu plus de 73% de
joueurs pathologiques ont des problémes de consommation d’alcool (Petry, Stinson, et

Grant 2005) et 60 % sont dépendants du tabac (Expertise collective de I'lnserm 2008).

b. Theses et théories sur la toxicomanie

Renforcement positif

La these du renforcement positif (Wise et Bozarth 1987) stipule que les propriétés
toxicomanogénes d’une substance sont dues a sa capacité a induire une activation du
systeme de la récompense qui pousse I'individu a répéter le comportement récompensant.
Ce concept pourrait s’appliquer lors des premiéres prises, lorsque le consommateur
recherche le plaisir ou le rush. Cependant, au fur et a mesure des prises, la phase de
déplaisir prend le pas sur celle du plaisir, surtout lorsque la consommation devient un abus.
De plus, pour le tabac, une des drogues qui induit le plus de dépendance, les premiéres
prises n’entrainent aucun plaisir mais au contraire du dégodt. Le renforcement positif ne

peut donc pas, a lui seul, expliquer I'addiction.

Renforcement négatif

A l'inverse du cas précédent, le renforcement négatif se focalise sur I'effet des drogues
lorsque leur prise est interrompue, c’est-a-dire sur le sevrage physique et psychique. Ainsi,
la dysphorie, 'anhédonie et les malaises physiques ressentis lors de l'arrét de la prise

seraient le facteur motivationnel majeur du maintien de la prise de drogue (Koob et Bloom
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1988). Cette thése pourrait étre facilement appliquée aux dépresseurs du SNC (opioides et
alcool), pour lesquels le sevrage physique est trés fort et pourrait expliquer la continuité
des prises pour éviter la sensation de manque. Pour les psychostimulants, le manque serait
surtout psychique, puisque lI'arrét de ces substances n’induit pas de symptémes physiques
forts. Cependant, les benzodiazépines induisent un syndrome de sevrage robuste et ne sont
pas considérées comme toxicomanogénes (bien qu’elles soient régulées par la législation
des substances vénéneuses de part le développement d’une tolérance et des symptomes
de sevrage). Donc le renforcement négatif ne serait pas spécifigue aux substances

toxicomanogénes.

Processus opposants et _contre-adaptation

La théorie des processus opposants (Solomon et Corbit 1974) suggére que toute expérience
affective ou émotionnelle induit une réaction positive ou négative, suivie d’'une seconde
réaction inverse et moins intense que la premiére. Les auteurs appliquent cette théorie a
I’addiction, ou les premiéres prises de drogues induisent une forte réponse positive et une
réponse négative plus faible. Au fur et a mesure des prises répétées, la réponse positive
diminue en faveur de la réponse négative (Figure 1). Cela correspondrait a
I’expérimentation d’un plaisir intense lors des premiéres prises qui se transformerait en un
sentiment négatif au fur et a mesure de la consommation. Le consommateur continuerait
donc a consommer pour retrouver le pic hédonique de départ et sortir de la réponse
négative. On retrouve ici la notion de renforcement positif puis de renforcement négatif, a

la base des théories précédentes.
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Figure 1 : Illustration de la théorie des processus opposants (d’aprés Solomon et Corbit,
1974). La réponse « a », en réponse au stimulus, va étre suivie d’une réponse « b », qui
s’amplifie aprés plusieurs stimulations. L’écart entre les réponses contraires (ou processus
opposants) va se creuser avec les stimulations.

Cette théorie va étre reprise et enrichie dans le modele de la contre-adaptation (Koob et Le
Moal 2001). Pour le cas spécifique des processus qui menent a I'addiction, la premiere
réponse a la drogue « a» est toujours positive et suivie d’une réponse négative « b »
(Figure 2, haut). Comme pour la théorie des processus opposants, |'écart se creuse avec les
prises en faveur de la réponse « b », mais au lieu de retourner a un niveau d’homéostasie
(Figure 2, bas), des nouveaux états allostasiques s’installent. Ces états se définissent
comme un maintien de la stabilité en dehors du point homéostasique standard. L’humeur
va donc s’enfoncer a chaque prise dans un état allostasique qui modifie I'organisme entier
pour rester dans un équilibre précaire. Ici encore, la prise serait un essai infructueux

d’utiliser la réponse positive « a » pour retrouver |I'état normal.
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Figure 2 : lllustration du modele de la contre-adaptation (d’apres Koob et Le Moal, 2001).
Haut: la prise de drogue induit une réponse « a» positive et « b » négative. Bas: la
répétition des prises éloigne I'individu d’une régulation homéostasique de I'humeur pour
définir des paliers d’allostasie de plus en plus bas.

Apprentissage aberrant

Une autre hypothése propose que le passage entre une consommation controlée et
|’addiction passerait par une modification des mécanismes de I'apprentissage. Ainsi, la prise
répétée induirait un apprentissage associatif extrémement fort entre des indices (un
contexte, une seringue, une personne) et les effets récompensants des drogues. Cet
apprentissage pousserait le toxicomane a poursuivre la consommation, méme s’il souhaite
arréter définitivement (Robbins et Everitt 1999). Cette théorie parait plausible au niveau
anatomique, puisqu’il existe des liens entre le noyau accumbens (NAc) et I"hippocampe,
structure ayant un réle central dans la mémoire. De plus, le réle de la dopamine (DA) ainsi
que celui de CREB, un facteur de transcription dont I'expression est tres régulée apres des
expositions aux drogues, a été mis en évidence dans les processus d’apprentissage (Robbins

et Everitt 1999).

Sensibilisation de la motivation

Enfin, la théorie de la sensibilisation de la motivation (Robinson et Berridge 2008; Robinson
et Berridge 1993; Robinson et Berridge 2003) propose que I'addiction est induite lorsque,
chez certains individus, les drogues sensibilisent le systeme dopaminergique

mesocorticolimbique, ce qui attribue une tres forte motivation a des stimuli associés a la
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récompense, le « wanting » (la recherche du produit) ou le manque, la volonté de
consommer. Dans cette théorie, le « wanting » est différencié du «liking » (le golt pour le
produit), c’est-a-dire des effets plaisants induits par les drogues. Chez un toxicomane, la
volonté de consommer se renforcerait avec les prises alors que le plaisir diminuerait.
L’apprentissage associatif aurait bien slr un réle dans l'attribution d’une trop forte
motivation a la prise de drogues ou aux actes associés. La notion de « sensibilisation » du
systeme dopaminergique est basée sur le modele animal de la sensibilisation

comportementale, que nous détaillerons par la suite.

Transition par étapes vers |’addiction

Dans les années 90, les cliniciens ont apporté deux notions fondamentales concernant les
toxicomanes : 1) Tous les individus ne sont pas égaux vis-a-vis des conséquences addictives
de la consommation de produit toxicomanogene, on parle de vulnérabilité et de protection,
et 2) La toxicomanie s’installe progressivement selon trois étapes qui ont été définies
comme l'usage récréatif, I'abus et enfin la dépendance. La proportion d’individus dans
chaque stade diminue progressivement ; ainsi, pour cent usagers récréatifs, une quinzaine
environ deviendront dépendants, cette proportion variant selon le produit consommé

(Anthony, Warner, et Kessler 1994; Reynaud, Parquet, et Lagrue 1999) .

Récemment, I'’équipe du Dr. Piazza, a Bordeaux, a développé la notion de passage vers
I'addiction (Piazza et Deroche-Gamonet 2013) en se basant sur leur modeéle d’auto-
administration chez les rongeurs puis de caractérisation de trois criteres, exposé un peu

plus loin.

Lors de la premiere étape, la consommation de drogue est récréative et occasionnelle. Au
niveau neurobiologique, un processus d’apprentissage se met en place, en hyper-stimulant
les mémes circuits que les récompenses naturelles. La drogue va donc étre associée a un

plaisir intense, c’est ce qui pourrait correspondre a I'usage récréatif.

Dans la deuxieme étape, la consommation devient plus importante et plus fréquente, le
temps de loisir consacré aux activités associées a la drogue est plus important, tout en
gardant un comportement organisé dans son ensemble. Le passage entre la premiére étape
et la deuxiéme nécessite une vulnérabilité individuelle résultant d’une sensibilisation de la
transmission dopaminergique et d’une altération de la fonction préfronto-corticale. Dans
cette étape, la drogue serait plus associée a une notion de désir et de besoin, notamment

par la mise en place de processus d’habitude, une étape qui correspondrait a I'abus.
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Enfin, la troisieme et derniére étape est caractérisée par une perte de contréle de la
consommation. A ce niveau, le consommateur devient toxicomane et consacre la majorité
de son temps a chercher et consommer la drogue, ce qui désorganise totalement son
comportement. Au niveau neurobiologique, cette étape est caractérisée par une perte de
plasticité synaptique persistante au niveau du systeme de la récompense. Pour le
toxicomane, la drogue n’est plus associée au plaisir ni au désir, mais au besoin, et surtout

au manque lorsque la drogue est absente. C’'est la pharmaco-dépendance proprement dite.

Cette évolution est bien corrélée a la clinique et I'on retrouve la prise récréative sans notion
d’addiction et une perte de contrble progressive. Au niveau expérimental, le modele
d’auto-administration avec sélection de critéres mis au point dans I'’équipe du Dr. Piazza
(Deroche-Gamonet, Belin, et Piazza 2004) permet de -caractériser les altérations
neurobiologiques spécifiques a chaque phase. Cependant, il faut noter que I'étude de ces
altérations se limite dans cette approche au systéme dopaminergique ou dans quelques

régions qui influencent directement la libération de dopamine.

La notion de transition par étapes vers |'addiction sera reprise dans la discussion, ol nous
intégrerons les résultats obtenus durant notre travail pour émettre de nouvelles
hypotheses quant aux systémes neurobiologiques touchés lors de la progression entre les

trois paliers.

c. Letoxicomane : victime ou coupable ?

Dans toutes les theses présentées ci-dessus, il est clair que I'addiction est une maladie, ce
qui place le toxicomane dans un réle passif, victime des modifications neurobiologiques

induites par les drogues.

Cependant, la société présente une relation ambigué face a I'addiction. En effet, des efforts
importants sont voués a la recherche contre la maladie et au traitement clinique, et
pourtant il est courant de rendre le toxicomane responsable de son état. Beaucoup
soutiennent ainsi I'idée qu’avec de la volonté, tout le monde peut arréter de consommer et
guérir, ce qui paralt absurde pour d’autres maladies comme le cancer ou la maladie

d’Alzheimer.

Une autre conception du probleme propose d’étudier I'addiction, non pas comme une
maladie, mais comme un choix volontaire (Heyman 2013). Selon les études exposant cette
idée, la majorité des consommateurs de drogues illégales arrétent la consommation a I'age

de 30 ans, sans aide thérapeutique d’un professionnel. Leur motivation est corrélée a des
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raisons de choix personnel et non d’incapacité a controler les pulsions. Ainsi, la persistance
de la consommation de drogue dépendrait des facteurs qui influencent la prise de décision.
Continuer la prise serait le reflet d’une prise de décision dans un cadre local (par exemple
consommer est plus plaisant qu’aller travailler), tandis que I'abstinence serait le fruit d’un

choix dans un cadre global (au long terme, I'absentéisme peut causer la perte du travail).

Il est difficile de déterminer quelle vision de I'addiction est la plus proche de la réalité, mais
I’hypothése du choix volontaire a le mérite de questionner I'approche neurobiologique et
de mettre en évidence les incohérences entre celle-ci et une société ou le consommateur

de drogues illégales est passible d’emprisonnement.

d. Traitements cliniques actuels

Actuellement, aucun traitement n’est capable, a lui seul, de faire sortir un toxicomane de
|’état de dépendance. Les individus décidés a arréter leur consommation se retrouvent
donc dans une situation ou leur volonté affronte en premier lieu les symptémes de sevrage
physique, tres douloureux pour les opiacés, puis le long sevrage psychique qui inclut la
fatigue, I'anxiété, des symptémes aigus de dépression, ou le manque. C’est pour ces raisons
que I'on compte environ 80% de taux de rechute pour les drogues, le taux spécifique pour
I'arrét du tabac, avec ou sans substituts nicotiniques, atteignant respectivement de 84 a 90

% de rechute (Brandon, Vidrine, et Litvin 2007; Hajek et al. 2013).

Malgré les recommandations officielles favorables a leur utilisation et leur grande
accessibilité, les substituts nicotiniques ne semblent pas avoir un effet significatif sur le
sevrage du tabac. Ce constat a encore été confirmé récemment par une étude qui analyse
|’effet des patchs nicotiniques sur I'arrét du tabac chez des femmes enceintes (Berlin et al.
2014). Dans le groupe recevant le patch nicotinique, I'abstinence totale n’est obtenue que
dans 5.5% des cas. Dans le groupe placebo, ce chiffre atteint 5.1%. Pour les deux groupes,
le temps de rechute est d’une quinzaine de jours. Quant a la cigarette électronique, une
étude récente montre que son utilisation n’est pas associée a un taux de sevrage tabagique
plus important (Grana, Popova, et Ling 2014). Néanmoins des recherches supplémentaires

avec un plus grand nombre de sujets sont requises.

Pour les opiacés, il existe différents produits de substitution (méthadone,
buprénorphine/Subutex). Ce sont des agonistes et/ou antagonistes des récepteurs opioides
qui suppriment le manque sans induire I'effet euphorisant des drogues. Le toxicomane

arréte de prendre la drogue mais reste soumis a sa dose du substituant.
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Une ligne de recherche consiste a utiliser des inhibiteurs du systeme dopaminergique
mésolimbique comme le vigabatrin, inhibiteur de I'enzyme qui dégrade le GABA. Le GABA
libéré ayant une action inhibitrice sur l'activité des neurones dopaminergiques, son
accumulation diminue la libération de DA induite par les prises de drogue (O’Brien 2008).
Ces molécules présentent cependant un probléme de spécificité, puisqu’elles ne touchent

pas que la voie dopaminergique mésolimbique.

L'avancée la plus médiatique des derniéres années dans le domaine du traitement de
toxicomanes a sans doute été celle du baclofene. Cette molécule, agoniste des récepteurs
GABA; a effet myorelaxant, a été proposée par Olivier Ameisen comme médicament
pouvant guérir définitivement I'alcoolisme en induisant chez les anciens alcoolo-
dépendants une « indifférence a I'alcool » (Ameisen, 2008). Quelques études montrent un
effet inhibiteur du bacloféne sur la prise d’alcool chez 'homme (Addolorato et al. 2007;
Addolorato et al. 2011), mais aussi sur l'auto-administration et la sensibilisation
comportementale induite par la cocaine (Filip, Frankowska, et Przegalinski 2007,
Frankowska, Nowak, et Filip 2009), la recherche d’héroine (Spano et al. 2007) ou de
nicotine (Fattore et al. 2009) chez le rongeur. L'effet du bacloféene sur la voie
dopaminergique mésolimbique reste complexe (Cruz et al. 2004). Actuellement (Mai 2014),
deux essais cliniques de grande échelle (Bacloville et Alpadir) cherchent a montrer
|'efficacité du bacloféne contre I'alcoolisme, tandis que I'agence nationale de sécurité du
médicament et des produits de santé (ANSM) a récemment instruit une recommandation
temporaire d’utilisation du bacloféne dans le traitement de I’alcoolisme (ANSM 2014). Il n’y
a pour linstant aucun essai clinique pour étudier I'effet du bacloféne sur I'addiction a

d’autres substances.

Malgré la recherche constante de traitements pharmacologiques, rappelons qu’une part
importante de la toxicomanie est psychologique et que par conséquent, toutes les
thérapies non médicamenteuses qui accompagnent le toxicomane en sevrage peuvent

diminuer significativement les taux de rechute.

Ce manque de médicaments pour traiter I'addiction contraste avec I'augmentation des
efforts de la recherche et des chercheurs sur ce sujet. Regardons en détail les modeéles les

plus courants utilisés pour étudier I'addiction et leur validité face a la clinique.
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e. Modéliser I'addiction

Comme cela a déja été mentionné, il est tres difficile de modéliser I’addiction chez I'animal,
puisque c’est une maladie dans laquelle I'état psychologique de I'individu est déterminant.
Cet aspect est en particulier difficilement observable chez les rongeurs. C’est pour cela que
la majorité des modeles cherchent a déterminer les modifications neurobiologiques
mesurables induites par des expositions aux drogues. Chaque modele a néanmoins sa

spécificité et a permis de faire avancer les connaissances.

A la fin de cette partie, un tableau récapitule les principales caractéristiques des modeles

exposés (Tableau 3).

Préférence de place conditionnée (ou CPP pour « Conditioned Place Preference »)

Il existe de nombreuses variantes du protocole de la préférence de place conditionnée,
mais I'expérience de base reste I'association d’un stimulus (administration d’'une drogue,
par exemple) a un contexte reconnaissable par I'animal (conditionnement classique). Si,
lorsque I'animal est libre d’explorer entre le compartiment renforcé et le compartiment
neutre, il passe plus de temps dans le compartiment associé a la drogue que dans le
compartiment neutre, il est convenu que cela est di a ce que la drogue a un effet
récompensant. A l'inverse, si I'lanimal évite le compartiment ou il a recu le traitement, la
drogue est considérée comme ayant un effet aversif. Toutes les drogues (cocaine,
amphétamine, méthamphétamine, morphine, nicotine, éthanol et cannabis) induisent une
CPP (Bardo et Bevins 2000), mais celle-ci n’est pas spécifique aux drogues. Ainsi, d’autres
récompenses naturelles, comme la nourriture, l'eau, I'exercice physique (roue) ou
I"'accouplement induisent également une CPP robuste. Malgré cette non-spécificité, ce
modele reste intéressant car il permet de tester les effets des drogues lors du sevrage (le
jour du choix, I'animal ne recoit généralement pas de drogue) et donne des informations
sur les possibles effets aversifs. A ce stade nous pouvons conclure que ce modéle mesure,
non pas une addiction, mais, comme son nom l'indique, une préférence, ou une satisfaction

induite par le produit injecté.

Auto-administration

Le modele d’auto-administration de drogues est considéré aujourd’hui comme l'un des
meilleurs modeles prédictifs de la capacité toxicomanogéne d’une substance. Il est

d’ailleurs demandé explicitement aux entreprises pharmaceutiques de tester avec ce
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paradigme tous leurs produits avant qu’ils puissent obtenir leur autorisation de mise sur le

marché (AMM).

Le modele se base sur un conditionnement opérant: I'animal apprend qu’un
comportement (comme appuyer sur un levier ou placer le museau dans un trou) va induire
une administration de drogue. Différentes voies d’administration sont possibles, les plus
courantes étant, de par leur analogie chez 'Homme, les voies orale et intraveineuse.
L'administration intra-craniale a également été tres utilisée car extrémement utile pour
identifier les régions cérébrales en lien avec |'auto-administration (O’Brien et Gardner
2005). Dans ce paradigme, I'animal apprend donc a répéter un comportement pour obtenir
la drogue. L’expérimentateur peut choisir le type de renforcement, c’est-a-dire le rapport
comportement/administration. On trouve ainsi un ratio fixe (un nombre défini de
répétitions du comportement entraine une récompense) ou variable (de plus en plus de
comportements sont nécessaires pour obtenir la récompense). Le conditionnement peut-
étre couplé a un indice (visuel ou auditif le plus souvent), qui associe la récompense apres
un apprentissage par association classique. L’animal doit donc répondre a I'indice, méme

en absence de la drogue.

On distingue 4 grandes phases d’auto-administration (Weinshenker et Schroeder 2007). Il y
a d’abord la phase d’acquisition pendant laquelle I'animal apprend le comportement
opérant, puis le maintien lorsque la prise de drogue devient stable. Il est possible par la
suite d’induire I'extinction en remplacant la drogue par une solution neutre, ce qui
provoque la perte progressive du comportement opérant. Enfin, la phase de reprise a lieu
qguand le comportement opérant est restauré, a I'aide d’indices, de stress ou d’une injection

non-contingente (forcée) de drogue.

Lorsque I'auto-administration de cocaine est limitée a un acces court (1 heure par session),
la prise de drogue reste faible et constante. Cependant, si I'acces est prolongé (6 heures par
session), la prise augmente avec les sessions (Ahmed et Koob 1998). Cette prise intensifiée
a été proposée comme un modele pour le comportement de prise de drogue excessive, une

étape clé dans la transition a I'addiction.

Toutes les drogues induisent une auto-administration, et, jusqu’a récemment, il était admis
que l'auto-administration dans les modeles animaux était spécifique aux drogues.
Cependant, des travaux comparant les propriétés récompensantes du sucre a celles de la
cocaine ont montré que des substances considérées comme non-toxicomanogéenes (comme

la saccharine ou le sucre) induisent également une auto-administration, plus forte que pour
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la cocaine (Lenoir et al. 2007). Comme le sucre n’est pas plus toxicomanogéne que la
cocaine chez 'homme, il est probable que ce test ne modélise pas le potentiel addictif mais
plutét les propriétés agréables des substances auto-administrées. Or, comme suggéré dans
I'hnypothése de la sensibilisation de la motivation, les effets plaisants peuvent étre
différenciés des effets de manque, qui sont ceux qui pourraient induire une prise non

controlée des drogues.

Récemment, I'équipe de Véronique Deroche-Gamonet a élégamment développé le modele
d’auto-administration en développant une analogie avec I'utilisation de la drogue chez
I'Homme (Deroche-Gamonet, Belin, et Piazza 2004; Piazza et Deroche-Gamonet 2013). Ce
modele reprend trois critéres inhérents a la dépendance chez I’'Homme, transposés en

critéres mesurables dans le modéle animal (Tableau 2).

Chez 'Homme

Chez I’'animal (rats)

Le sujet a des difficultés a arréter ou limiter
la prise de drogue

Persistance du comportement d’obtention
de la cocaine malgré l'indication que la
drogue n’est plus disponible.

Le sujet a une tres forte motivation a
prendre la drogue et se concentre dans les
activités qui permettent son obtention et
sa consommation

Mesure du point de rupture (breaking
point), soit la quantité maximale d’effort
fourni par I'animal pour obtenir la drogue
dans un paradigme de ratio progressif

la substance est
ses conséquences

La consommation de
maintenue malgré
nuisibles

Mesure de la persistance de la prise de
drogue lorsque celle-ci est associée a une
punition

Tableau 2 : Tableau comparatif des critéres chez I'Homme et leur transposition en
comportements mesurables dans le modéle animal. Basé sur Deroche-Gamonet, Belin, et
Piazza 2004.

Les résultats divisent les animaux en 3 groupes principaux :

1) Des animaux qui présentent les trois critéres (17.2%) : ces animaux sont considérés
comme « |'équivalence » des toxicomanes.

2) Des animaux qui ne présentent aucun des critéres (41.4%) : bien qu’ils s’auto-
administrent de la cocaine, ses animaux ne persistent pas dans la prise de drogue
lorsque celle-ci n’est pas disponible, demande trop d’effort ou lorsqu’elle est

associée a un choc électrique.
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3) Un groupe intermédiaire ol les animaux présentent un ou deux critéres. Ce groupe,
bien que difficile a étudier, est intéressant car il peut représenter le deuxieme
palier de la théorie de la transition par étapes de I'addiction, lorsque I'usage de la

drogue est intense.

Notons que le pourcentage d’animaux agissant comme I'équivalent des toxicomanes
(17.2%) correspond au pourcentage d’individus considérés comme addicts parmi la
population qui consomme des drogues (Anthony, Warner, et Kessler 1994), ce qui constitue
la premiére étape de validation du modele et des criteres de sélection. Cependant, il n’est
pas encore connu si les mémes résultats sont obtenus avec d’autres drogues (notamment
les opiacés), point déterminant pour utiliser ce modele comme base d’étude du passage a

la dépendance.

Il est important de souligner que, malgré le perfectionnement du modele avec les trois
critéres décrits ci-dessous, le modele de I'auto-administration peut encore étre largement
amélioré. En effet, lorsque les animaux ont le choix entre la cocaine et une autre
récompense, seulement 8.7% d’animaux continuent a s’auto-administrer de la cocaine, et
ce malgré une exposition antérieure a la drogue intense (Ahmed 2010). Ces résultats
suggerent que, plus que la modélisation d’un état addictif, le modele d’auto-administration

serait la résultante d’un manque de choix.

22



Sensibilisation comportementale

Le modele de la sensibilisation comportementale est au coeur de la théorie de la
sensibilisation de la motivation exposée précédemment (Robinson et Berridge 1993). Le
modele repose sur le fait que des injections répétées de toutes les drogues induisent une

activité locomotrice qui se potentialise au cours des injections, a dose constante (Figure 3).

Amph

:

5

3

Actlvité locomotrice
(1/4 tour / 5 min)

Temps (min)

Inf1 —Inj2 ——Inj3 ——Inj4 ——1 mois

Figure 3 : Exemple d’une sensibilisation comportementale. Le protocole consiste a injecter
1 fois par jour pendant 4 jours consécutifs la méme dose d’amphétamine (2 mg/kg, i.p.). A
chaque nouvelle injection, la réponse locomotrice est augmentée. Cette réponse reste
potentialisée jusqu’a au moins un mois de sevrage (courbe rouge).

La sensibilisation comportementale est divisée en deux phases : I'induction (ou initiation) et
I'expression. L’induction regroupe les modifications moléculaires et/ou cellulaires
immédiates qui induisent la sensibilisation comportementale et qui sont observables au fur
et a mesure des injections. L’ expression, vérifiée apres un sevrage lors du jour test,
concerne les conséquences a long-terme de ces modifications initiales (Kalivas et Stewart
1991; Steketee et Kalivas 2011). Comme nous le verrons dans la partie résultats
(Publication n°2), il est possible, grace a un traitement pharmacologique administré
pendant la phase d’induction, de bloquer ces modifications cellulaires et donc de bloquer
I’'expression de la sensibilisation. Inversement, ne pas observer d’activité locomotrice
pendant la phase d’induction ne présage pas du résultat de I’expression. Ainsi, associer des
injections d’amphétamine avec des antagonistes des récepteurs dopaminergiques de type

D2 bloque I'induction, mais le jour test les animaux sont sensibilisés (Vezina 1996).
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La force de ce modele réside dans la propriété commune de toutes les drogues a induire
cette réponse potentialisée. L'idée qu’une voie commune soutient ce phénomene est
renforcée par la sensibilisation croisée indiquant que certaines drogues se potentialisent
entre elles. Ainsi, aprés des injections répétées d’amphétamine, les animaux répondent de
maniére sensibilisée a la cocaine (Bonate, Swann, et Silverman 1997). La sensibilisation
croisée entre I'amphétamine et la morphine a également été montrée (Vanderschuren et
al. 1997; Vanderschuren et al. 1999a; Vezina et Stewart 1990), a I'exception d’une étude
(Vanderschuren et al. 1999b). Notons que des animaux sensibilisés présentent une CPP plus
forte que les contrdles, ainsi qu’une plus forte auto-administration (Vanderschuren et
Pierce 2010), ce qui suggere que les réseaux touchés par le protocole de sensibilisation
jouent un role également dans ces deux autres comportements. Concernant la validité de
ce modele par rapport a 'Homme, certaines études montrent une potentialisation de
symptomes (niveaux d’activité et d’énergie, humeur ou quantité de parole) comparables a
une sensibilisation comportementale a 'amphétamine (Strakowski et al. 1996; Strakowski

et Sax 1998; Boileau et al. 2006).

Il a été montré que la sensibilisation comportementale se maintient a long terme (certains
auteurs la mesurent aprés un an de sevrage : Paulson, Camp, et Robinson 1991). Ainsi,
malgré I'aspect non-contingent des injections (administrées par I'expérimentateur), ce
modele permet d’étudier les modifications neurobiologiques a long-terme induites par
I’exposition répétée aux drogues. C'est pour étudier ces modifications dans les systémes
noradrénergique et sérotoninergique que nous avons utilisé ce modele. Néanmoins, le
maintien de cette sensibilisation est ambigu, puisque il est courant dans la littérature
d’assimiler I'activité locomotrice aux stéréotypies induites par des fortes doses de drogues.
Afin de se concentrer sur la potentialisation locomotrice uniquement, nous avons réalisé
une étude du maintien de la sensibilisation induite par I'amphétamine a faibles doses d’

(Publication n°1).

Le modele de la sensibilisation comportementale est confronté a deux limitations
principales : premierement, trés peu d’injections de drogue (une seule a forte dose, dans
certains travaux) suffisent pour induire la sensibilisation (Robinson, Becker, et Presty 1982;
Magos 1969; Valjent et al. 2010). Ce résultat contraste avec la réalité clinique, puisque
généralement de nombreuses expositions a la drogue précédent l'entrée dans la
dépendance. Ce modeéle pourrait donc étre intéressant dans les premiéres étapes de la
prise, qui influencent mais qui ne définissent pas I'addiction (Vanderschuren et Pierce

2010). Secondement, le traitement répété de drogues potentialise la réponse a celles-ci
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mais aussi a d’autres récompenses naturelles, ce qui va a I'encontre d’un des criteres
décrits dans le DSM, selon lequel le toxicomane éprouve un désintérét pour les
récompenses naturelles, sociales ou professionnelles (Vanderschuren et Pierce 2010). En
effet, des animaux prétraités avec des drogues selon le modeéle de sensibilisation montrent
une facilitation du comportement sexuel (Fiorino et Phillips 1999), ainsi qu’une
augmentation des comportements de poursuite sexuelle et de nourriture, et une
augmentation de I'intérét social (Nocjar et Panksepp 2007). Ces résultats suggerent que la
sensibilisation induit une augmentation des systémes impliqués dans la motivation

générale, non spécifique aux drogues.
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X Administration de Condition- S
Modéle Avantages Limites
la drogue nement
* Lavolonté de
I’animal n’est pas du
* Maintenance a long | tout prise en compte
terme « A doses élevées,
* Commun a toutes apparition de
e les drogues stéréotypies
Sensibilisation g ye
* Sensibilisation (comportement
comportementale - i
croisée entre drogues | compétitif)
* Symptomes * Non spécifique aux
) comparables mesurés | drogues (augmente la
Non- contingent chez I'Homme motivation aux
(administré par Classique récompenses
expérimentateur) naturelles)
* Animal testé en
absence de drogue
(pas d’effet * La volonté de
Préférence de pharmacologique le I’animal n’est pas du
place jour du test) tout prise en compte
conditionnée * Valable pour *Non spécifique aux
montrer un effet drogues
récompensant ou
aversif
* Volonté de 'animal
prise en compte
* Effets * Non spécifique aux
récompensants des drogues
Auto- drogues mis en * Quand possible,
administration évidence ~90% des animaux
(AA) * Possibilité de préféerent un choix
modifier les alternatif
conditions
Contingent Opérant (s.hortllqng.access,
binge drinking,...)
* Tous les avantages
de 'AA ,
i : = Quid des autres
* Bonne adéquation
: : A drogues?
AA, sélection avec dépendance :
" X * Procédure de
selon 3 critéres chez 'Homme i .
i sélection trés longue
gue (~2.5 mois d'AA)
consommation et
dépendance

Tableau 3 : Tableau comparatif des principaux modeéles animaux utilisés dans I'étude de
I’addiction. Le comportement compétitif fait référence a l'incompatibilité entre les
stéréotypies et la locomotion. Le choix alternatif se rapporte aux expériences décrites par
Lenoir et coll. (2007), qui montrent que 94% des animaux préférent le sucre ou le go(t
sucré a l'auto-administration de cocaine lorsque le choix est possible. Les 3 criteres définis
par Deroche-Gamonet et coll. (2004) sont la persistance du comportement d’obtention de
la cocaine malgré l'indication que la drogue n’est plus disponible, la mesure du point de
rupture et la mesure de la persistance de la prise de drogue lorsque celle-ci est associée a
une punition.
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On peut donc définir la toxicomanie comme une maladie complexe et aux effets a long-
terme, qui n’est en aucun cas systématique lors de la prise de drogues. Les théories pour
I’expliquer proposent des modifications au niveau du systeme de la récompense, de
I'apprentissage associatif ou des changements du point homéostasique de I'humeur.
Malgré un manque clair d’outils pharmacologiques pour traiter I'addiction, les études
précliniques continuent a se développer, en utilisant des modeles fondés sur les réponses
comportementales induites par les drogues ou sur des conditionnements opérants qui
révelent I'effet récompensant des drogues. Dans ce travail, nous avons utilisé le modele de
la sensibilisation comportementale, qui nous a paru adapté et le plus facile a mettre en
ceuvre pour étudier les modifications neurobiologiques a long-terme induites par

I"amphétamine.

Toutes les études sur les modéles animaux ont permis de mettre en évidence un réle de
certains systémes neuronaux et de leurs neurotransmetteurs dans |’addiction. Une
importance particuliere est donnée a la dopamine (DA), la noradrénaline (NA), la
sérotonine (5-HT) et le glutamate (Glu). La partie suivante expose en détail ces

transmissions et comment elles sont modifiées dans le contexte de I’addiction.
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Il. Support biologique

1. Effets périphériques et centraux

En plus des effets sur le systeme nerveux central que nous allons développer, les drogues
ont aussi un impact sur le systéme nerveux périphérique, et en particulier sur le systeme
nerveux autonome. Ainsi, 'amphétamine et la cocaine activent le systéme nerveux
sympathique en augmentant la noradrénaline libérée au niveau des terminaisons nerveuses
innervant les organes. Cela se traduit par une augmentation de la pression artérielle, du

rythme cardiaque, et une dilatation des bronches et des pupilles.

Bien que ces effets aient toute leur importance, en particulier pour le traitement, nous

allons nous limiter dans ce travail aux effets sur le systeme nerveux central.
2. Systeme effecteur et systéme modulateur

Le systeme effecteur constitue plus de 99% de neurones du cerveau, et se divise en

neurotransmetteurs excitateurs (glutamate et aspartate) et inhibiteurs (GABA et glycine).

Quelques articles montrent le réle du GABA dans les réponses aux drogues. En effet,
bloquer les récepteurs GABA; inhibe la sensibilisation locomotrice induite par
I"amphétamine de maniere dose dépendante (Cedillo et Miranda 2013). De plus, les souris
n’exprimant plus la sous-unité a2 du récepteur GABA, ne présentent plus de sensibilisation
comportementale a la cocaine (Dixon et al. 2010), bien gu’il ne semble pas avoir d’effet de
cette inactivation sur I'auto-administration ou sur le rétablissement de la recherche de
cocaine (Dixon et al. 2014). A ces résultats s’ajoutent les études menées sur le bacloféne,
agoniste du récepteur GABAz. Comme détaillé précédemment, le baclofene diminue la
prise d’alcool chez 'homme (Addolorato et al. 2011) et réduit plusieurs comportements
murins induits par d’autres drogues, comme |'auto-administration et la sensibilisation
comportementale a la cocaine (Filip, Frankowska, et Przegalifiski 2007; Frankowska, Nowak,

et Filip 2009), la recherche d’héroine (Spano et al. 2007) et de nicotine (Fattore et al. 2009).

La majorité des études se concentrent cependant sur le role de la transmission
glutamatergique dans la réponse aux drogues. Dans le modéle de la sensibilisation
comportementale, le blocage des récepteurs NMDA par le MK-801 inhibe le
développement de la sensibilisation comportementale a 'amphétamine et a la cocaine
(Karler et al. 1989; Kalivas et Alesdatter 1993). De plus, les animaux n’exprimant plus la
sous-unité NR1 du récepteur NMDA ne présentent plus de sensibilisation a la cocaine, bien

que celle-ci soit toujours observée pour I'amphétamine (Schenk, Valadez, McNamara, et al.
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1993; Ramsey et al. 2008; Heusner et Palmiter 2005). En ce qui concerne les autres
modeles, le blocage des récepteurs NMDA abroge |'auto-administration de cocaine
(Schenk, Valadez, Worley, et al. 1993) et la préférence de place a la morphine (Harris et al.

2004).

Il est donc clair que la transmission glutamatergique a une incidence fondamentale dans la
réponse aux drogues, mais nous allons nous focaliser sur le systéme neuromodulateur qui,
avec moins de 1% des neurones du cerveau, impacte néanmoins le systeme effecteur a

tous les niveaux.
3. Systeme dopaminergique et circuit de récompense

La dopamine (DA) est synthétisée a partir de la L-tyrosine. L'acide aminé est transformé par
I’enzyme limitante tyrosine hydroxylase (TH) en L-DOPA, a son tour décarboxylée en DA.
Les deux sources principales de DA du SNC, I'aire tegmentale ventrale (ATV, noyau A10) et
la substance noire (SN, noyau A9) se trouvent au niveau du mésencéphale (Figure 4). On
distingue 3 voies dopaminergiques principales (Lindvall et Bjorklund 1978; Thierry et al.

1973; Fallon et Moore 1978):

- La voie nigrostriée : les neurones dopaminergiques de la substance noire qui

projettent vers le striatum (caudé-putamen).

- La voie mésocorticale : les neurones dopaminergiques de I’ATV qui projettent vers

les cortex cingulaire, préfrontal (CPF) et perirhinal.

- Lavoie mésolimbique : les neurones dopaminergiques de I’ATV qui projettent sur le

noyau accumbens (NAc.), 'amygdale, I'hippocampe et le septum (structures

limbiques).
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Figure 4 : Voies nigrostriée (violet) et mésocorticolimbique de la souris (rouge)

Amyg. : Amygdale ; ATV : Aire tegmentale ventrale (A10) ; CPF: Cortex préfrontal ; CPu:
Caudé-Putamen (striatum) ; Hipp. : Hippocampe ; NAc. : Noyau accumbens ; SN : Substance
noire ; PV : pallidum ventral

Les voies mésocorticale et mésolimbique sont souvent regroupées en une seule voie
mésocorticolimbique. C’'est sur ce systéme que nous allons nous concentrer, puisqu’il est a

la base du circuit de la récompense, trés altéré dans tous les modeles d’addiction.

Le circuit de la récompense est un réseau de neurones des régions de I’ATV, le NAc, le CPF,
le pallidum ventral, I'hippocampe et I'amygdale (structures en rouge sur la Figure 4).
Schématiquement, I’ATV est activée lors de I'apparition d’'un nouveau stimulus renfor¢ant
et un stimulus conditionné qui prédit la récompense (Schultz 1998). On considére le NAc,
situé dans le striatum ventral, comme le centre des actions ciblées, la ou se forment les
associations réponse-récompense (Everitt et Wolf 2002). Cette structure, composée
principalement de neurones épineux moyens (MSN), est divisée en core et shell sur la base
des différentes afférences de chaque partie. Le CPF est la zone de contréle exécutif ol sont
évaluées la valeur motivationnelle d'un stimulus et [lintensité de la réponse
comportementale (Schoenbaum et Roesch 2005). Ces trois structures, a la base de I'axe
mésocorticolimbique, interagissent avec I'hippocampe et I'amygdale -qui traitent les
sighaux environnementaux associés aux drogues- mais également avec les structures qui

régissent les commandes motrices (striatum, pallidum) (Everitt et Wolf 2002).

Toutes ces structures sont interconnectées et regoivent également des afférences de
différentes structures extrinséques au systeme. Ainsi, I'ATV regoit des afférences

inhibitrices des neurones épineux moyens (MSN) du core et du shell du NAc. et du noyau
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pedonculopontin. Les afférences venant du core du NAc. passent par un relai au niveau du
pallidum ventral (PV). Les afférences excitatrices viennent du CPF, de I'amygdale, du noyau

du lit de la strie terminale et du noyau pedonculopontin (Références sur la Figure 5).

Globalement, le NAc. a un effet excitateur sur 'activité des neurones dopaminergiques de
I’ATV. En effet, les MSN projettent sur les interneurones GABA de I’ATV mais aussi sur les
neurones dopaminergiques directement (Maeda et Mogenson 1980). Or les interneurones
exercent un controle inhibiteur sur les neurones dopaminergiques de I'ATV (Johnson et
North 1992) et ils sont plus sensibles au GABA venant du NAc. que les neurones
dopaminergiques (Cruz et al. 2004). Toute libération de GABA venant du NAc. léve donc

I'inhibition des interneurones sur les neurones dopaminergiques de I’ATV.

En ce qui concerne les entrées excitatrices sur I'ATV, la stimulation du CPF induit une
augmentation de I'activité en bouffée des neurones dopaminergiques de I’ATV ainsi que la
libération de DA dans le NAc. (Gariano et Groves 1988; Murase et al. 1993).
Réciproguement, inhiber I'activité du CPF diminue ce type d’activité (Svensson et Tung
1989; Murase et al. 1993; Overton et Clark 1997). Ces résultats suggerent que le CPF exerce

un contréle important sur les neurones dopaminergiques de I’ATV (Overton et Clark 1997).
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AFFERENCES EFFERENCES

Inhibitrices (GABA): - Cortex cingulaire
- MSN core (via PV) i gPF hinal

- MSN shell ~renrnina

-PPT

ATV

.

Excitatrices (Glu): - MSN NAc.
. - Amygdale
- Pyramidaux CPF - Hippocampe
- Amygdale
- BNST
-PPT

Figure 5: Principales afférences et efférences inhibitrices et activatrices de [aire
tegmentale ventrale (ATV).

BNST : Noyau du lit de la strie terminale CPF: Cortex préfrontal ; DA : Dopamine ; GABA :
acide y-aminobutyrique ; MSN : Neurones épineux moyens ; NAc.: Noyau accumbens ;
PPT : Noyau pedonculopontin du tegmentum ; PV : pallidum ventral

Informations extraites de (Kalivas 1993; Walaas et Fonnum 1980; Heimer et al. 1991;
Charara, Smith, et Parent 1996; Jalabert et al. 2009; Berendse, Graaf, et Groenewegen
1992)
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Le NAc, autre structure cruciale de la voie mésolimbique, est un relai de la boucle limbique
(cortex-ganglions de la base-thalamus-cortex). Cette boucle est considérée comme le
substrat cérébral de la motivation, celui qui transforme la réponse affective en activité
motrice adaptée (Eustache, Viader, et Lechevalier 2008). L’ATV, I'hippocampe, I'amygdale
et le CPF projettent tous sur le NAc. et régulent I'activité des MSN (Figure 6). Les MSN du
shell projettent notamment sur I'ATV, en constituant donc une boucle de rétrocontrdle

inhibiteur de la libération de DA.

Une fois libérée, la DA se fixe sur des récepteurs métabotropiques divisés en 2 grands
groupes : les récepteurs de type D1 (Dyje), comprenant les récepteurs D, et Ds, et les
récepteurs de type D2 (D,i) qui incluent les récepteurs D,, D; et D, (Missale et al. 1998).
Les récepteurs Dy sont excitateurs, leur liaison au ligand active I'adénylyl cyclase via la
protéine G,. Ces récepteurs ne s’expriment que sur les fibres post-synaptiques (Smiley et al.
1994). A l'inverse, I'activation des récepteurs Dy inhibe I'adénylyl cyclase via la protéine
Gi/o et hyperpolarise le neurone. Outre leur fonction post-synaptique, les récepteurs D, et
D; sont également localisés sur les neurones dopaminergiques et inhibent leur activité. Au
niveau de la fente synaptique, le processus majoritaire d’élimination de la DA est sa
recapture par le transporteur de la DA (DAT), qui régule donc la transmission
dopaminergique en recyclant la DA dans le neurone pré-synaptique (Kilty, Lorang, et Amara
1991). La dégradation enzymatique de la DA recaptée passe par les enzymes catéchol-O-

méthyltransférase (COMT) et monoamine oxydase (MAO).

La transmission dopaminergique est donc au cceur du circuit de la récompense. Ce circuit,
mis en évidence par I'auto-stimulation chez les rats (Olds et Milner 1954) bien avant que la
présence de dopamine ait été démontrée dans le systeme nerveux central (Bertler et
Rosengren 1959; Carlsson 1959; Dahlstrém et Fuxe 1964), permet de favoriser les
comportements bénéfiques a la survie de I'espéce, comme se nourrir ou se reproduire.
Proposé comme le substrat biologique de I’hypothése du renforcement positif, une
multitude d’études se sont concentrées sur le mécanisme par lequel les drogues activent ce
circuit. Ainsi, il a été montré que des injections d’halopéridol, un antipsychotique
antagoniste des récepteurs D,j., directement dans le NAc., bloque I'expression de la
sensibilisation comportementale a I'amphétamine (Pijnenburg, Honig, et Van Rossum
1975). En accord avec ces résultats, I’activation locomotrice induite par 'amphétamine et la

cocaine est bloquée lors d’une lésion du NAc avec de la 6-hydroxydopamine (6-OHDA)
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(Kelly, Seviour, et Iversen 1975). Cet effet semble étre spécifique de la transmission
dopaminergique dans le NAc., puisque la méme lésion dans le striatum dorsal n’a pas de
conséquence sur les effets locomoteurs de I'amphétamine (Kelly, Seviour, et Iversen 1975;

Kelly et Iversen 1976).

AFFERENCES EFFERENCES

_J_II - Hypothalamus
-PAG
[¢]
%
%
- ATV
-SNc
Excitatrices (Glu):
ey -PV
ECPF (prélimbigue) |:_ SNr
- Hippocampe:|
-Amygdale

Figure 6: Principales afférences et efférences inhibitrices et activatrices du noyau
accumbens (NAc).

ATV : Aire tegmentale Ventrale ; CPF : Cortex préfrontal ; DA : Dopamine ; GABA : acide y-
aminobutyrique ; MSN: Neurones épineux moyens (Medium Spiny Neurons); PAG:
Substance Grise Périaqueducale; PV : pallidum ventral ; SNc : Substance Noire Compacte ;
SNr : Substance Noire Réticulée

Informations extraites de (Brog et al. 1993; Zahm et Brog 1992)
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Concernant ['auto-administration de drogues, de faibles doses d’antagonistes des
récepteurs dopaminergiques de type D, injectés en systémique augmentent I’auto-
administration d’amphétamine et de cocaine (mais pas d’héroine) chez les rats (Yokel et
Wise 1975; Ettenberg et al. 1982). Ces résultats suggerent que le blocage partiel de ces
récepteurs induit une diminution de I'effet récompensant de ces drogues. De plus, la |ésion
dopaminergique du NAc. prévient toute acquisition d’auto-administration d’amphétamine
(Lyness, Friedle, et Moore 1979). La transmission dopaminergique semble aussi jouer un
role dans le maintien de |'auto-administration, puisque une lésion des neurones
dopaminergiques avec la 6-OH-DA injectée localement dans le NAc. fait disparaitre I'auto-
administration de cocaine (Roberts et al. 1980) et d’amphétamine (Lyness, Friedle, et

Moore 1979), pourtant acquise avant la Iésion.

Au-dela du role de la transmission dopaminergique dans les comportements opérants, une
multitude de changements transcriptionnels et épigénétiques ont été observés dans les
neurones a DA (Robison et Nestler 2011). Un des facteurs de transcription les plus étudiés
dans le domaine est AFOSB, une forme tronquée de FOSB généré par épissage alternatif et
appartenant a la famille des facteurs de transcription FOS. Il a été montré qu’une injection
aigué de psychostimulants induit I'expression de toutes les protéines de la famille FOS
(Graybiel, Moratalla, et Robertson 1990; Young, Porrino, et ladarola 1991), cependant
I’administration chronique induit I’expression spécifique de AFOSB, dans le NAc et dans le
striatum dorsal entre autres régions (Perrotti et al. 2008). De plus, la surexpression de
AFOSB spécifiquement dans les MSN exprimant le récepteur D, dans le striatum ventral et
dorsal induit une réponse locomotrice et une préférence de place augmentée pour la
cocaine et la morphine (Kelz et al. 1999; Zachariou et al. 2006), ainsi qu’une augmentation
de I'auto-administration de cocaine (Colby et al. 2003). Ces résultats contrastent avec les
tests menés sur les souris qui n’expriment plus le géne fosB (et donc aucune protéine
dérivée de ce géne, dont AFOSB), et qui présentent une hyperlocomotion induite par une
injection aigué de cocaine ainsi qu’une préférence de place conditionnée a de plus faibles
doses de cocaine que les contréles non mutés (Hiroi et al. 1997). Quoi gu’il en soit, AFOSB
apparait comme une cible directe des drogues, mais aussi des récompenses naturelles,
puisque son expression est également induite dans les MSN du NAc. apres la
consommation de sucre et aprés une récompense sexuelle (Wallace et al. 2008).
Récemment, un travail a mis en évidence que l'induction de AFOSB au niveau de l'aire

prélimbique du CPF est impliquée dans la susceptibilité au stress (Vialou et al. 2014), ce qui
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est intéressant si on considere le contréle du CPF sur les transmissions monoaminergiques

ainsi que I'effet du stress sur les comportements addictifs.

Parmi les génes régulés par AFOSB, on distingue ceux qui interviennent dans I'architecture
des épines dendritiques et qui assurent leur plasticité structurelle observée dans le NAc
apres des injections de cocaine (Maze et al. 2010; Russo et al. 2010). D’autres facteurs de
transcription comme CREB (Cyclic AMP (cAMP)-responsive element binding protein) ou NF-
kB sont également étudiés a cause de leur influence sur les neurones DA. Ainsi, I'activité de
CREB a directement été liée a I'activité fonctionnelle des neurones MSN du NAc.:
I'excitabilité des MSN augmente avec la surexpression de CREB et diminue avec le
dominant négatif (Dong et al. 2006). NF-xB est quant a lui été associé a la plasticité
synaptique et la mémoire (Meffert et al. 2003). Tous ces changements dans les facteurs de
transcription sont intéressants car ils traduisent des changements a long terme, qui
pourraient étre impliqués dans la longue sensibilité des toxicomanes vis-a-vis des drogues,

et ce pendant de trés longues périodes.

Simultanément a ces changements transcriptionnels, le role des protéines ERK
(Extracellular signal-regulated kinases), appartenant a la grande famille des MAP (Mitogen-
activated protein) protéines kinases, a aussi été mis en évidence. Ainsi, diminuer
I'activation de ERK avant chaque injection d’amphétamine ou de cocaine abroge
complétement la sensibilisation comportementale a ces drogues (Valjent et al. 2006), ce qui

suggere le réle essentiel de ERK pour I'acquisition de la sensibilisation.

Une autre voie prometteuse concernant les modifications a long-terme induites par les
drogues est la plasticité synaptique des neurones dopaminergiques (Thomas, Kalivas, et
Shaham 2008). On observe en effet une multitude de changements intracellulaires qui
induisent la potentialisation a long terme (LTP) ou au contraire la dépression a long terme
(LTD), permettant de réguler la force de I’activation synaptique. Ainsi, une injection de
cocaine induit une augmentation de lI'expression de récepteurs AMPA (LTP) dans les
neurones dopaminergiques de I’ATV (Ungless et al. 2001). Cette modification synaptique
serait la premiére étape permettant une plasticité plus importante, basée sur une réduction
des récepteurs NMDA et une insertion de récepteurs AMPA n’exprimant pas la sous-unité
GluA2 (Mameli et al. 2011). L'arrivée glutamatergique excitatrice semble donc étre une
cible des drogues et ce aussi bien au niveau de I’ATV, que du CPF et du NAc. (Luscher et

Malenka 2011).
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A ces résultats s’ajoute un des articles de référence concernant la dopamine et les drogues :
toutes les drogues (opiacés, éthanol, nicotine, amphétamine et cocaine) induisent une
libération de DA dans le NAc. (Di Chiara et Imperato 1988). La potentialisation de la
libération de DA lors de la sensibilisation est contreversée, puisque certains auteurs
I'observent, particulierement dans le shell du NAc. (Pierce et Kalivas 1995), tandis que
d’autres ne mesurent pas de sensibilisation neurochimique dopaminergique correlée au

comportement (Segal et Kuczenski 1992).

Suite a la persistance de I'auto-administration de cocaine chez les souris n’exprimant pas le
transporteur de la dopamine (DAT-KO) (Rocha et al. 1998), I'hypotheése dopaminergique
selon laquelle les effets récompensants des psychostimulants reposent majoritairement sur
le blocage du DAT a été reconsidérée. Les progres techniques ont permis, 8 ans plus tard,
de créer une lignée de souris dont le DAT est insensible au blocage par la cocaine (Chen
2006). Ces souris, nommées DAT-Cl pour « cocaine-insensitive DAT », présentent une
expression ainsi qu’une activité du DAT trés proche de celle des souris controles, mais
I'injection de cocaine n’induit plus de libération dopaminergique dans le NAc., ni de
préférence de place conditionnée. Les DAT-CI ne présentent pas non plus de réponse
locomotrice a une injection aigué de cocaine, méme a des doses tres fortes (40mg/kg). Ces
résultats suggérent que |'effet récompensant de la cocaine repose bien sur la capacité de la
drogue a élever la libération de DA dans le NAc. en bloquant le DAT. Afin de vérifier la
spécificité de l'insensibilité a la cocaine chez ses animaux, les auteurs ont également testé
la réponse a 'amphétamine. La libération de DA dans le NAc. induite par une injection
d’amphétamine est divisée par deux chez les souris DAT-CI par rapport aux contréles. Cette
réponse diminuée est également observée en locomotion, ol seule une forte dose
d’amphétamine induit une hyperlocomotion. Or, la libération de DA dans le NAc. induite
par 'amphétamine ainsi que I’hyperactivité locomotrice sont directement dépendantes de
I'activation noradrénergique. En effet, on n’observe ni la libération de DA ni
d’hyperlocomotion chez les souris qui n’expriment plus de récepteur alb-adrénergique
(0t1b-KO) (Auclair et al. 2002). L’ensemble de ces résultats indiquent donc que I'activation
noradrénergique est indispensable a I'obtention d’une réponse locomotrice mais qu’elle
n’est pas suffisante dans la mesure ou elle ne peut avoir d’effet qu’a condition qu’il y ait un

blocage de la recapture de DA.

Toutes ces données soulignent I'importance de la transmission dopaminergique dans la
réponse aux drogues et peuvent laisser penser que tout produit qui induit une libération de

DA dans le NAc a un potentiel toxicomanigéne (Balland et Liischer 2009). Cependant,
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plusieurs résultats s'opposent a cette idée. En effet, une étude montre que des conditions
provoquant du stress et de l'aversion (chocs électrique au niveau des pattes, stress de
contention, pincement de la queue,...) induisent également une libération de DA dans le
NAc et dans le CPF (Salamone 1994). Il n’est donc pas exact d’assimiler I'activité des
neurones dopaminergiques uniquement avec des effets récompensants ou de plaisir.
Concernant le modele de la sensibilisation comportementale, plusieurs résultats suggerent
que la relation entre le systeme dopaminergique et noradrénergique serait décisive dans la
réponse locomotrice aux drogues. Le premier indice provient d’une observation simple et
pourtant régulierement négligée : toutes les drogues ont un effet pharmacologique qui
n’est pas spécifique du systeme dopaminergique. L'amphétamine et la cocaine bloquent les
transporteurs de la DA, certes, mais aussi de la noradrénaline (NA) et, avec moins d’affinité,
celui de la sérotonine (5-HT) (Balster et Schuster 1973; Crespi, Mennini, et Gobbi 1997). Les
opiacés activent les récepteurs opioides exprimés sur les neurones GABAergiques qui
entourent les neurones dopaminergiques de I’ATV, mais sont aussi localisés sur les
neurones noradrénergiques du locus coeruleus (LC) et les neurones sérotoninergiques des
raphés dorsal (RD) et médian (RM) (Khachaturian et Watson 1982). Enfin, 'alcool, qui a de
nombreux effets sur les cellules, augmente la concentration de toutes les monoamines (DA,
NA et 5-HT) en inhibant les enzymes responsables de leur dégradation, les monoamines
oxydases (MAO) (Griffiths et al. 1973). Il est donc logique de penser que, outre leurs effets
sur le systeme dopaminergique, les drogues modifient également les systemes

noradrénergique et sérotoninergique.

Un autre résultat qui encourage |'existence d’un lien entre les systemes dopaminergique et
noradrénergique est celui du « syndrome de I'ATV ». Ce phénotype comportemental, induit
par la lésion des neurones dopaminergiques de I'ATV, se caractérise notamment par une
hyper-réactivité nocturne basale et par la perte de I'alternance spontanée, c’est-a-dire le
comportement inné qu’a I'animal a choisir successivement un chemin vers la droite puis
vers la gauche et ainsi de suite (Le Moal et al. 1977). De maniére intéressante, ces troubles
sont totalement prévenus par une Iésion des fibres noradrénergiques couplée a la lésion de
'ATV (Taghzouti et al. 1988). Ce résultat présage de [linteraction des neurones
dopaminergiques de I’ATV avec les neurones noradrénergiques, interaction confirmée en
partie par un travail prouvant que la transmission noradrénergique inhibe la décharge en
bouffée des neurones dopaminergiques de I’ATV via l'activation des récepteurs post-
synaptiques a,g-adrénergiques (Grenhoff et Svensson 1993). Concernant les drogues, une

étude nord-américaine a conclu que le récepteur dopaminergique D; est indispensable a

38



I'induction de la sensibilisation comportementale a I'amphétamine (Vezina 1996), puisque
I'injection de SCH23390, un antagoniste de ce récepteur, bloque cette induction.
Cependant, comme il sera développé dans la partie consacrée a la transmission
sérotoninergique, il semble que I'effet du SCH23390 passe par I’activation des récepteurs 5-

HT,c (Ramos, Goni-Allo, et Aguirre 2005; Lanteri et al. 2008).

Ces résultats soutiennent la notion qu’il existe un vrai dialogue entre les transmissions
dopaminergique, noradrénergique et sérotoninergique et que ces interactions ont un role

dans la réponse aux drogues.

La transmission dopaminergique occupe un réle clé dans les théories neurobiologiques qui
tentent d’expliquer I'addiction, et une importante part de la littérature soutient cette idée.
Nous avons présenté ici, de maniére non exhaustive, certains des changements et des
mécanismes sous-tendus par ce systeme, surtout au niveau de I'ATV. Néanmoins,
I'implication, que certains considerent comme exclusive, de la dopamine dans les processus
addictifs détonne avec les résultats qui montrent une interaction entre la noradrénaline et
la dopamine. Une partie de ce travail de thése (Publication n°2) étudie les modifications du

systeme de rétrocontrdle noradrénergique aprés des injections répétées d’amphétamine.

Au-dela de leur ressemblance de structure chimique, les deux catécholamines, dopamine et
noradrénaline, semblent aussi partager un réle dans la réponse aux drogues. Etudions de
plus prés la transmission noradrénergique et les altérations de celle-ci aprés I'exposition

aux drogues.

4. Systéme noradrénergique

Le précurseur direct de la noradrénaline (NA) est la dopamine (DA). La synthése commence
donc par la L-tyrosine transformée en DOPA puis dopamine. L'enzyme dopamine-B-
hydroxylase (DBH) catalyse I’étape supplémentaire pour obtenir la noradrénaline et n’est
localisée que dans les neurones noradrénergiques (et adrénergiques). L’'enzyme limitante

de cette synthése reste la tyrosine hydroxylase (TH) (Glowinski et Baldessarini 1966).

Il existe, dans le SNC, 7 noyaux producteurs de NA (A1 a A7, Figure 7) qui assurent une large

distribution de ce neurotransmetteur dans la plupart des structures du cerveau (Dahlstrom
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et Fuxe 1964; Swanson et Hartman 1975). Les noyaux Al et A2 situés au niveau du bulbe
rachidien projettent dans I’hypothalamus, le thalamus, I'amygdale, le septum et le cortex
piriforme (Mason et Fibiger 1979; Loughlin, Foote, et Grzanna 1986). Ces projections
constituent le faisceau ventral. Le faisceau dorsal regroupe les projections
noradrénergiques partant du locus coeruleus (LC) ou noyau A6 et du noyau A4, qui est une
extension latérale du LC. Ce faisceau dorsal innerve quasiment la totalité du SNC (dont les
noyaux du raphé, le thalamus, I’hippocampe, le cervelet) a I'exception du striatum et du
globus pallidus, et constituent I'unique source de NA du cortex (Jones et al. 1977; Berridge
et Waterhouse 2003; Smith et Greene 2012). Comme les mesures de libération de NA
réalisées dans cette étude sont effectuées dans le CPF, nous allons nous concentrer ici sur
le noyau A6, locus coeruleus principal, qui n’est constitué que d’environ 1300 cellules chez

la souris (Katoh 1982).

| Bulbes
olfactifs

Figure 7 : Faisceaux ventral et dorsal chez la souris
Amyg.: amygdale; Ctx : cortex ; FD: faisceau dorsal; FV: faisceau ventral; Hipp.:
hippocampe ; Hypo : hypothalamus ; LC : locus coeruleus ; RD : raphé dorsal

40



Les neurones noradrénergiques du LC présentent une décharge lente (0-5Hz) et spontanée
(Williams et al. 1984; Foote, Bloom, et Aston-Jones 1983), méme en absence d’afférences.
Cette activité « pacemaker » est générée par des propriétés intrinseques de la membrane
des neurones noradrénergiques du LC qui impliguent des conductances potassiques

calcium-dépendantes (Andrade et Aghajanian 1984).

Une fois libérée dans les structures cibles décrites ci-dessus, la noradrénaline se fixe sur les
récepteurs noradrénergiques métabotropiques, classés en 3 familles : les récepteurs a;, a,
et B-adrénergiques (Bylund et al. 1994). Les différents types de récepteurs ont été définis
en fonction de leurs affinités pour plusieurs ligands spécifiques. Leur localisation, les
protéines intracellulaires couplées aux récepteurs ainsi que les effets auxquels ils

participent sont décrits dans le Tableau 4.

Précisons la fonction des récepteurs a,s-adrénergiques, qui ont constitué une partie
importante de ce travail (publication n°2). Ces récepteurs représentent environ 90% des
récepteurs a,-adrénergiques du cerveau de souris (Blcheler, Hadamek, et Hein 2002) et
ont un role clé dans le contréle de l'activité noradrénergique. lls sont I'équivalent des
récepteurs D, dopaminergiques pré-synaptiques, soit des autorécepteurs qui exercent un
rétrocontrole inhibiteur. Lorsque la NA se fixe aux autorécepteurs exprimés au niveau des
dendrites noradrénergiques du LC (Norenberg et al. 1997), la protéine Gy, couplée au
récepteur se scinde en deux parties. La sous-partie G, inhibe I'adénylyl cyclase (AD) ce qui
diminue 'AMP cyclique (AMPc) et inhibe la protéine kinase A (PKA). Les deux autres sous-
parties Gg et G, inhibent les canaux calciques et activent les canaux potassiques, ce qui
entraine I"hyperpolarisation de la cellule (Aghajanian et VanderMaelen 1982). L’activation
de ces récepteurs par la clonidine, un agoniste a2-adrénergique, induit ainsi une inhibition

des neurones noradrénergiques ( Svensson, Bunney, et Aghajanian 1975).

Aprés la libération de NA dans la synapse, I'arrét du signal est assuré par la recapture via le
transporteur de la NA, le NET (Bonisch et Briss 2006) et par la dégradation du
neurotransmetteur par la monoamine oxydase A (MAO-A) (Dostert, Strolin Benedetti, et
Tipton 1989). Une autre enzyme, la catéchol-O-méthyl transférase (COMT) est recrutée
pour métaboliser la NA lorsque les concentrations de celle-ci sont tres élevées (Huotari et

al. 2002).
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Famille

Récepteur

Localisation
synaptique

Couplage et 2d
message rs

Localisation dans le SNC

Implication

Cortex, hippocampe,
bulbes olfactifs,
. hypothalamus,
Le amygdale, noyaux du
raphé, moelle
épiniére,...
Gq/Gyy Cortex, amygdale, Contréle ‘moteur,
1 Ui Post- +PLC BNST, thalamus, al:?prerltlssage,
a : memoire, peur,
(80% des synaptique ™IP3 [’T‘Caz'} hypothalamus, noyaux iR mgtrice
récepteurs a,) 1 DAG (+ PKC) du raphé, PGi, cervelet, e
moelle épiniére g
Bulbe olfactif, cortex,
P hippocampe, amygdale,
10 tronc cérebral, moelle
épiniére,...
a
(@ hozr:onlogue LC, cortex, bulbes
L ZZhez et O olfactifs, hypothalamus,
2 i ! hippocampe, cervelet,
des récepteurs Gai/Go SantoR —
nalgésie,
a,) Ga
2 Pré et post- (LAMPC -PKA) hypothermie,
. synaptique GB Gy Thalamus, cortex, sédation, controle
= (+l,-l,,,)  |ypothalamus, cervelet de l'activité NA
Ganglions de la base,
Q;c hippocampe, cortex,
cervelet, LC, ATV
B Facilite la libération
) re- ortex, hippocampe, e NA dans
(B conf::matlon i 8 i d g
g synaptique thalamus hypothalamus et
yP
specifique de B4) Gs hippotampe
AMPc !
B T Bk pathologies
+ .
B, Thalamus, cervelet cardiaques et
Post- stress ([-
synaptique
Bs P Cortex, hypothalamus WGk

Tableau 4 : Classification des récepteurs noradrénergiques et principales caractéristiques.
BNST : noyau du lit de la strie terminale; Ca*" : calcium; DAG: diacylglycérol; It : courant
potassique; lap.: courant calcique; IP3: inositol-triphosphate; PGi: noyau
paragigantocellulaire; PKC: protéine kinase C; PLC : phospholipase C

Informations extraites de (Bylund 1992; Nicholas, Pieribone, et Hokfelt 1993; Bylund et al.
1994; Scheinin et al. 1994; Sofuoglu et Sewell 2009; Murugaiah et O’Donnell 1995; Rosin et
al. 1996; Talley et al. 1996; Docherty 1998; Starke 2001; Granneman 2001; Tanoue et al.
2003; Papay et al. 2004; Papay et al. 2006; Ramos et Arnsten 2007).
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A la fin des années 80, Aston-Jones et ses collaborateurs ont amplement étudié les
afférences du LC (Figure 8). Leurs conclusions répertorient seulement deux structures qui
projettent directement sur ce noyau (Aston-Jones et al. 1986b): les neurones
glutamatergiques excitateurs du noyau paragigantocellulaire (PGi) (Ennis et Aston-Jones
1988) et les neurones GABAergiques inhibiteurs du noyau prepositus hypoglossus (PH)
(Ennis et Aston-Jones 1989). Néanmoins, I'étude détaillée des segments neuronaux définit
deux régions péricoeruléaires (peri-LC) ou I'on détecte des dendrites des neurones du LC
(Shipley et al. 1996). C’est sur ces dendrites que projettent des structures supplémentaires
comme I'hypothalamus (Peyron et al. 1998), 'amygdale (Van Bockstaele, Chan, et Pickel
1996), les neurones sérotoninergiques du raphé dorsal (Pickel, Joh, et Reis 1977; Lu et al.
2012) ou le CPF (Lu et al. 2012). Aussi, des travaux ont mis en évidence le contréle du
cortex frontal sur les neurones noradrénergiques du LC. La nature de cette influence reste
discutée, puisque certains auteurs montrent un réle inhibiteur, le blocage de l'activité
corticale entrafnant une augmentation significative de [I'activité des neurones
noradrénergiques (Sara et Hervé-Minvielle 1995), tandis que d’autres montrent un contréle

cortical excitateur et tonique (Jodo, Chiang, et Aston-Jones 1998).

Il est important de souligner qu’en plus des deux controles excitateurs et inhibiteurs venant
du PGi et du PH, respectivement, les neurones noradrénergiques du LC expriment les
récepteurs p-opioides (Pert, Kuhar, et Snyder 1976) et recoivent des afférences
enképhalinergiques (Drolet, Bockstaele, et Aston-Jones 1992; Pickel et al. 1979). Lorsque les
récepteurs opioides sont activés, ils inhibent I'activité des neurones noradrénergiques via
I'activation de la cascade intracellulaire Gi/o. Les interneurones GABAergiques exercent un
controle inhibiteur tonique supplémentaire, puisque l'infusion d’un agoniste GABAA a

proximité du LC diminuent la libération de NA (Kawahara, Kawahara, et Westerink 1999).

Du fait de I'étendue de ses projections dans tout le SNC, le systeme noradrénergique a
rapidement été soupconné d’avoir des réles nombreux et variés dans la modulation des
systemes effecteurs. Progressivement, les chercheurs ont montré un réle important de la
noradrénaline dans l'attention sélective, I'éveil et les réactions de stress face a des
environnements contraignants, la plasticité synaptique, 'apprentissage, la mémoire (Susan
J. Sara 2009; Weinshenker et Schroeder 2007) mais aussi la réponse aux changements
environnementaux, puisqu’une stimulation sensorielle nouvelle induit une augmentation
de I'activité des neurones noradrénergiques tandis que sa répétition entraine une rapide

habituation qui inhibe I’activité des ces neurones (Hervé-Minvielle et Sara 1995).
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Hypothalamus
Amygdale

RD

CPF
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i Hippocampe

Thalamus

Figure 8 : Principales afférences et efférences inhibitrices et activatrices du locus coeruleus
et de la région péricoeruléaire (Péri-LC, zone bleutée)

M-OR : récepteur p-opioide; CPF: Cortex préfrontal; Ctx: cortex; Enk: enképhaline;
GABA : acide y-aminobutyrique ; Glu : glutamate ; LC: locus coeruleus ; NET : transporteur
de la NA; PGi: noyau paragigantocellulaire ; PH: noyau prepositus hypoglossus ; RD:
raphé dorsal ; RM : raphé médian
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La NA et la DA ont toutes deux temporairement été considérées comme les
neuromédiateurs importants dans la réponse aux drogues, avant |'essor de la théorie
dopaminergique. Cette idée se basait sur plusieurs résultats expérimentaux, lorsque les
techniques ne permettaient pas une différenciation claire entre les deux catécholamines
(Fibiger et Phillips 1974). Néanmoins, similairement aux centres dopaminergiques, on
observe une auto-stimulation intra-cranienne lors du placement d’électrodes dans le LC et
les faisceaux dorsal et ventral (Dresse 1966; Crow, Spear, et Arbuthnott 1972; Ritter et
Stein 1974), comportement que certains auteurs n’ont pas reproduit dans le LC (Amaral et
Routtenberg 1975). Cette auto-stimulation intra-cranienne au niveau des centres
noradrénergiques suggeére que ces noyaux appartiennent aux réseaux neuronaux
spécialisés dans la récompense (Wise 1978). De plus, I'inhibition de la DBH, enzyme qui
synthétise spécifiqguement la NA, réduit la prise orale volontaire de morphine (Brown et al.
1978). Précisément, en ce qui concerne les opioides, Nestler et ses collaborateurs ont
montré une adaptation a long terme des neurones noradrénergiques du LC (Nestler, Alreja,
et Aghajanian 1994). Injectés en aigu, les opioides inhibent les neurones du LC en activant
des canaux potassiques et en inhibant des courants entrants dépendants du sodium. A
I'inverse, des injections chroniques induisent une augmentation stable de I'activité de toute
la voie AMPcyclique (AD, PKA). Cette compensation semble avoir un réle dans la tolérance,
la dépendance et le sevrage aux opiacés. En effet, traiter les héroinomanes avec la
clonidine (catapresan®), I'agoniste des récepteurs a, qui inhibe I'activité noradrénergique
en se fixant aux autorécepteurs d,,, soulage les symptdmes de sevrage physique et

contribue ainsi a éviter la rechute (Gold, Redmond, et Kleber 1978).

Le systeme noradrénergique semble également avoir un role distinct de la DA dans la
réponse a l'alcool. Ainsi, de faibles doses d’éthanol diminuent I'amplitude de I'activité
noradrénergique en réponse a des stimuli sensoriels (Aston-Jones, Foote, et Bloom 1982) et
I'inhibition de la DBH réprime la prise orale volontaire d’alcool (Brown et al. 1977), tandis
gue la Iésion du systéme dopaminergique mésolimbique ne modifie pas ce comportement

(Kilanmaa, Andersson, et Fuxe 1979; Rassnick, Stinus, et Koob 1993).

Au-dela de I'éternelle opposition entre le systéme noradrénergique et dopaminergique,
guelques auteurs s’accordent aujourd’hui sur I'existence de connexions réciproques
anatomiques et fonctionnelles entre ces deux systemes (Sara 2009; Weinshenker et
Schroeder 2007). Ainsi, les faisceaux dorsal et ventral projettent tous deux sur I’ATV (Simon
et al. 1979; Liprando et al. 2004), qui projette a son tour vers le LC (Ornstein et al. 1987,

Swanson 1982). De fagon intéressante, des fibres contenant de la DBH ont été observées
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dans le shell du NAc, ce qui suggére une afférence noradrénergique sur les MSN ( Berridge
et al. 1997). Des études complémentaires ont montré que ces fibres proviennent du noyau
A2 du noyau du tractus solitaire (NTS), et non pas du LC (Delfs et al. 1998). Avant méme
d’avoir décelé ces fibres, des chercheurs suédois ont montré que I'application de fortes
doses de NA au niveau du NAc. induit une activité ambulatoire chez le rat éveillé (Svensson

et Ahlenius 1982).

Au niveau fonctionnel, de nombreux travaux montrent I'influence noradrénergique sur
|'activité dopaminergique, tant au niveau de I'activité neuronale que de la libération de DA.
En effet, stimuler les neurones du LC entraine une décharge en bouffées des neurones
dopaminergiques de I’ATV qui passe par les récepteurs ajz-adrénergiques (Grenhoff et al.
1993; Grenhoff et Svensson 1993). Inversement, la lésion des fibres noradrénergiques
entraine une diminution de I'activité des neurones dopaminergiques, mesurée par le ratio
DOPAC/DA, dans le CPF ainsi qu’une augmentation de la densité de linnervation
dopaminergique dans le cortex, ce qui suggére un développement anormal de ces
afférences (Tassin et al. 1979; Herve et al. 1982). Ce type de lésion provoque également
une diminution de la libération dopaminergique dans les noyaux caudé et accumbens
(Lategan, Marien, et Colpaert 1992). Le contrble noradrénergique sur la libération de DA au
niveau limbique est d’autant plus important que cette réponse dopaminergique est
considérée comme clé dans la réponse aux drogues, comme nous |’avons décrit dans la

partie précédente.

Malgré I'existence de liens directs entre le LC et 'ATV, dont les projections libérent la DA
dans le NAc., il semble que le passage de la NA par le cortex soit essentiel dans le contrdle
noradrénergique de la DA. En effet, aprés une lésion sélective de la NA corticale, on
n’observe plus de préférence de place conditionnée a la morphine ni de libération de DA
dans le NAc induite par la morphine ou I'amphétamine (Ventura et al. 2003; Ventura,
Alcaro, et Puglisi-Allegra 2005). De plus, I'activation des récepteurs ag-adrénergiques du
CPF induit une activation des neurones pyramidaux de la couche V du cortex qui passe
vraisemblablement par une libération de glutamate (Marek et Aghajanian 1999), activation
importante au regard du contréle cortical des neurones dopaminergiques de I'ATV
mentionné précédemment. Les souris n’exprimant plus le gene codant pour les récepteurs
og-adrénergiques (o13—KO) ne présentent d’ailleurs plus ni I'hyperactivité induite par
I"amphétamine, la cocaine ou la morphine, ni les propriétés récompensantes de la cocaine
ou de la morphine (Drouin et al. 2002). Chez ces souris, I'injection d’amphétamine n’induit

plus de libération de DA dans le NAc (Auclair et al. 2002), libération absente également
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chez les souris qui n’expriment plus le gene codant pour la DBH et donc ne synthétisant
plus de NA (Schank et al. 2006). Par ailleurs, une autre expérience montre que la libération
de DA dans le NAc induite par 'amphétamine n’est pas corrélée a I'activité locomotrice.
Dans ce travail, une injection locale d’amphétamine dans le NAc induit une libération de DA
dans ce méme noyau, suivi d’'une autre libération qui se superpose a la premiere lors de
I'injection d’amphétamine par voie systémique. Si les souris sont traitées avec de la
prazosine, lI'antagoniste des récepteurs ogg-adrénergiques mentionné précédemment,
avant l'injection systémique d’amphétamine, on n’observe plus la seconde libération de DA
ni d’activité locomotrice en réponse a l'injection systémique (Darracq et al. 1998). Le
contréle noradrénergique qui passe par les récepteurs a.g-adrénergiques s’exercerait
également au niveau du NAc., puisque l'application locale de prazosine induit une
diminution des niveaux extracellulaires de DA dans ce méme noyau, ce qui traduit une
stimulation noradrénergique tonique sur la libération de DA (Sommermeyer, Frielingsdorf,

et Knorr 1995).

En plus des résultats présentés ci-dessus qui attestent du réle noradrénergique dans la
réponse aux drogues (Drouin, Darracq, et al. 2002; Darracq et al. 1998), des résultats
complémentaires plaident en faveur d’un role noradrénergique central dans le modele
spécifique de la sensibilisation comportementale. Tout d’abord, la destruction des
neurones noradrénergiques du LC ou du faisceau noradrénergique ventral diminue
significativement la réponse aigué a I'amphétamine chez les rats (Mohammed et al. 1986).
Comme mentionné précédemment, les récepteurs ajz-adrénergiques ont un réle dans la
libération de DA, mais également dans la réponse locomotrice a des injections aigués et
répétées d’amphétamine et de cocaine (Snoddy et Tessel 1985; Dickinson, Gadie, et Tulloch
1988; Blanc et al. 1994; Weinshenker 2002; Wellman et al. 2002; Auclair, Drouin, et al.
2004; Salomon et al. 2006; Lanteri et al. 2008).

La transmission noradrénergique est donc capable d’influencer la réponse
comportementale aux drogues. Réciproquement, ce systéme est une cible pour les
drogues. Récemment, I'équipe de Jean-Pol Tassin, qui a dirigé cette thése, a étudié
I’évolution du systéme noradrénergique aprés des injections répétées de toutes les drogues
d’abus. Les résultats établissent que les animaux sensibilisés présentent une hyper-
réactivité noradrénergique mise en évidence par une augmentation des taux
extracellulaires de NA de 2000% par rapport au taux de base dans le CPF apres une
injection d’amphétamine, qui libere la NA (Salomon et al. 2006; Lanteri et al. 2008). Cette

modification est intéressante car elle se maintient a long terme, puisqu’apres un mois de
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sevrage la potentialisation est toujours observée. De plus, [|'hyper-réactivité
noradrénergique est fortement corrélée dans le temps a la réponse comportementale
(r’=0.99), ce qui suggére que cette sensibilisation neurochimique est un index fiable de la
sensibilisation comportementale induite par 'amphétamine (Salomon et al. 2006). Les
récepteurs a,g-adrénergiques, dont le réle a déja été souligné précédemment, semblent
également étre impliqués dans cette sensibilisation, puisque leur blocage empéche la

sensibilisation comportementale et neurochimique.

Comme il le sera décrit dans la partie exposant les problématiques de ce travail, nous avons
cherché a identifier le mécanisme qui maintient cette hyper-réactivité noradrénergique a
long terme. Les résultats composent la deuxieme publication de cette these (Publication

n°2).

Malgré les résultats qui identifient comme cible de I'amphétamine une voie cellulaire
spécifique aux autorécepteurs a,s-adrénergiques et aprés avoir montré que ces récepteurs
peuvent bloquer la sensibilisation comportementale, la noradrénaline ne serait pourtant
pas la seule composante qui jouerait un réle dans ce phénomeéne pour toutes les drogues.
En effet, |la libération de DA induite par la morphine n’est pas modifiée chez les souris aa-
KO, ce qui suggére I'existence d’un autre élément de régulation (Auclair, Drouin, et al.
2004). Or, outre les catécholamines, la sérotonine intervient dans de nombreuses fonctions
du SNC. Comme la NA ou la DA, cette monoamine constitue un réseau diffus d’afférences
dans tout le cerveau et toutes les drogues ont des effets pharmacologiques sur ce réseau,

comme nous allons le détailler par la suite.
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De nombreux résultats attestent de I'implication de la transmission noradrénergique dans
la réponse aux drogues. Nous avons vu que l'altération de ce systéeme influence les
comportements des animaux vis-a-vis des substances, qu’elles soient administrées de
maniére contingente (prise orale volontaire) ou non (sensibilisation comportementale).
Une des modifications mise en évidence est I'hyper-réactivité durable du systeme
noradrénergique chez les animaux sensibilisés. La deuxieme publication de ce travail
expose les mécanismes du maintien de cette hyper-réactivité qui passe par une
désensibilisation a long terme des autorécepteurs inhibiteurs a,,-adrénergiques apres un

traitement répété d’amphétamine.

Soulignons que de nombreux travaux insistent sur un lien anatomique et fonctionnel entre
les transmissions noradrénergique et dopaminergique, qui touche notamment I’activité des
neurones dopaminergiques ou la libération de DA dans le NAc, étape clé dans la réponse

aux drogues.

Les deux principales catécholamines ont un réle important dans la réponse neurobiologique
aux drogues, mais un autre systéme monoaminergique, celui de la sérotonine, semble aussi
étre modifié par les drogues. La partie suivante expose les bases de ce systéeme et les

résultats qui relient la sérotonine aux modifications neurobiologiques induites par celles-ci.
5. Systeme sérotoninergique

La sérotonine (5-HT) est synthétisée en 2 phases, a partir du tryptophane. Cet acide aminé
est transformé en 5-hydroxytryptophane (5-HTP) par I'enzyme limitante de la réaction, la
tryptophane hydroxylase (TPH) (Lovenberg, Jequier, et Sjoerdsma 1967). Le 5-HTP est par la
suite décarboxylé en sérotonine par la décarboxylase des acides aminés aromatiques

(AADC) (Clark, Weissbach, et Udenfriend 1954).

A l'instar de la transmission noradrénergique, toute la 5-HT du cerveau provient d’un petit
nombre de noyaux situés dans le pont et le tronc cérébral. Parmi ces 9 noyaux, nommés de
B1 a B9, les raphés dorsal (B7) et médian (B8) regroupent la majorité des projections
sérotoninergiques (Dahlstrom et Fuxe 1964) (Figure 9). Bien que les projections de ces deux
noyaux soient diffuses et superposées dans certaines régions, il est possible de les
différencier par leur origine, la morphologie des terminaisons, des circuits de projection
distincts ou par leurs propriétés pharmacologiques (Molliver 1987; Mamounas et al. 1991).
Ces deux noyaux s’innervent mutuellement (Robert P. Vertes, Fortin, et Crane 1999; Vertes

1991).
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Figure 9 : Principales projections du raphé dorsal (RD) et médian (RM) chez la souris

Amyg.: amygdale; ATV : aire tegmentale ventrale; BNST: noyau du lit de la strie
terminale ; CPu : striatum ; Ctx : cortex ; Hipp. : hippocampe ; Hypo : hypothalamus; LC:
locus coeruleus; LHb: habénula latérale; RD: raphé dorsal; SNc: substance noire
compacte

Le raphé médian (RM) projette sur I’hippocampe, le septum, I'habenula latérale ( Vertes,
Fortin, et Crane 1999) mais aussi sur le striatum et le cortex (Azmitia et Segal 1978; O’Hearn
et Molliver 1984), ou l'innervation rejoint celle provenant du raphé dorsal (RD). Les
projections du RD touchent un nombre important de régions cérébrales dont le cortex
frontal, I'ATV, I'hippocampe ventral, 'amygdale, le BNST et certains noyaux des ganglions
de la base (striatum, pallidum ventral, substance noire compacte) (Vertes 1991) (Figure 10).
Bien que les neurones sérotoninergiques du RD soient la source la plus importante de 5-HT
du cerveau, ce noyau est hétérogeéne, puisqu’il est également composé de neurones

GABAergiques et dopaminergiques (Michelsen, Schmitz, et Steinbusch 2007).

Comme pour l'activité « pacemaker » des neurones noradrénergiques, les neurones
sérotoninergiques déchargent de maniére spontanée, a rythme lent et régulier (Aghajanian,
Foote, et Sheard 1968; Mosko et Jacobs 1974). De maniére intéressante, lorsque les
neurones sérotoninergiques sont enregistrés in vitro dans des tranches de raphé, il est
nécessaire de rajouter un agoniste des récepteurs Qigz-adrénergique, sans quoi l'activité

spontanée n’est plus observée (Vandermaelen et Aghajanian 1983). De plus, la clonidine,
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agoniste des récepteurs Qs-adrénergiques que nous avons déja mentionnée, inhibe
I'activité des neurones noradrénergiques et sérotoninergiques ( Svensson, Bunney, et
Aghajanian 1975; Pudovkina, Cremers, et Westerink 2003). Ces résultats corroborent
I'existence d’une activation tonique de I'activité sérotoninergique par les neurones

noradrénergiques, comme nous allons le détailler par la suite.

51



NY préoptique
NTS
CPF
LC

Habénula latérale

Formation réticulée

Striatum

PV
SNc

Amygdale

Ctx frontal BNST

ATV HPCv

Figure 10 : Principales afférences et efférences inhibitrices et activatrices du noyau du
raphé dorsal (RD)

U-OR : récepteur p-opioide ; ATV : aire tegmentale ventrale ; BNST : Noyau du lit de la strie
terminale ; CPF: Cortex préfrontal; Ctx: cortex; GABA : acide y-aminobutyrique; Glu:
glutamate ; HPCv: hippocampe ventral; LC: locus coeruleus; NTS: noyau du tractus
solitaire ; PV : pallidum ventral ; SNc : substance noire compacte

52



Avec 7 classes de récepteurs distincts incluant 16 sous-classes différentes, la famille des
récepteurs sérotoninergiques est la plus vaste des récepteurs monoaminergiques. A
I’exception du récepteur canal 5-HT;, les récepteurs appartiennent tous a la famille des
récepteurs a 7 domaines transmembranaires et sont couplés a différentes protéines G
(Hoyer, Hannon, et Martin 2002). Les caractéristiques principales des récepteurs sont
regroupées dans le Tableau 5. Notons que pour certains récepteurs, comme 5-HT1g; aucun

role physiologique n’a encore été trouvé.

Décrivons plus en détail les récepteurs de la famille 5-HT, et 5-HT,, qui prennent une place
importante dans ce travail de par les résultats (Publication n°3) et la théorie du contrdle

réciproque des systemes noradrénergiques et sérotoninergiques.

On compte 5 sous-classes de récepteurs 5-HT;, tous couplés aux protéines Gg;, (Hamon et
al. 1990). L'activation de cette cascade intracellulaire inhibe I’AC, diminue I’AMPc, inhibe la
PKA, augmente les courants potassiques et diminue les courants calciques, ce qui dans son
ensemble inhibe I'activité sérotoninergique (VanderMaelen et al. 1986; Sinton et Fallon
1988) et diminue la libération de 5-HT dans les zones de projections sérotoninergiques
(Hutson et al. 1989; Bonvento et al. 1992; Adell, Carceller, et Artigas 1993). Plus
précisément, le récepteur 5-HT,, se lie a 3 sous-types de protéines Gg; (Ggir-3) (Bertin et al.
1992). Ce couplage intracellulaire varie d’une région a une autre et il a été montré que dans

le raphé, le couplage de 5-HT, se limite au sous-type Gg;z (Mannoury la Cour et al. 2006).
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" ; Localisation Couplage et 2° Y ¥
Famille Récepteur ; PIage Localisation dans le SNC Implication
synaptique messagers
RD, RM, gyrus denté,
hippocampe (CA1, CA3),
5.HT septum lateral, ctx Controle de |'activite 5-
W entorhinal ou cingulaire, HT, hypothermie,
Gai/Go bulbes olfactifs, thalamus, modulation des
Ga hypothalamus, ... comportements anxieux,
| - 0OCD, migraine,
5-HTy .HT (\AMPc —PKA) Ganglions de la base, MigraIng
. ?BIGV striatum, ctx frontal
+lie ~leaze
5-HTyp (*Hheles2) RD, SN, striatum
5-HT: Ctx frontal  5-
HTy:: RD, hippocampe, ctx, 5
3-HTagre striatum, thalamus, >
hypothalamus
Ctx, LC, striatum, NAc,, SECouemEnts ge 1,,3 telte,
; mouvements de "chien
5-HTza hippocampe, amygdale, e
mouille”, effets
ATV, septum, thalamus,... . i
hallucinogénes
Controle activateur de la
libération de 5-HT,
couplage avec SERT,
Gq/Gy I | I libération d ¢
5.HT +PLC Cervelet, septum lateral, |[libération de DA, réponse|
5-HT, s 11P3 (PCa?) hypothalamus, amygdale | aux psychostimulants,
interaction sociale
s DAG (+ PKC $
Pré et Post- T ( ) hyperphagie, frequence
synaptique de toilettage
Contréle inhibiteur
5-HT Ctx, LC, habénula latérale, tonique sur les
{sndler sft{T ) striatum, NAc., Septum, | transmissions DA et NA
¥ hippocampe, ATV, SNc  |frontocorticales, troubles
de |'alimentation
Récepteur canal, :
2 H CAl MR -
perméable au ipppcamps (CAL), ey Libération de DA, anxiété,
5-HT; 5-HTaa.c : : dorsal moteur, amygdale, 2L
cations (entrée de b atorRinal migraine
INa*, Ca’* sortie de K'
Gs Apprentissage, meémoire,
Pallidum ventral, striatum, comportements
5-HT, MAMPC . amn
NAC.,... alimentaires et troubles
+PKA i
de I"humeur
5-HT. 5-HTsas Gai/Go & Gs i hymotnal g, ?
= hippacampe, RD :
Contrdle de la fonction
Striatum, amygdale, NAc., : : p i
5-HT, N cholinergique, régulation
Gs PR P&y LDz de |'alimentation
TAMPc
+ PKA " . '
5.HT Noyau thalamique médian,| Troubles de I'humeur,
z ctx, SN, hypothalamus, RD hypothermie,

Tableau 5 : Classification des récepteurs sérotoninergiques et principales caractéristiques.

BNST : bed nucleus de la strie terminale; Ca®*: calcium; Ctx : cortex; DAG: diglycéride; Iy :
courant potassique ; Iy, : courant calcique; IP3: inositol-triphosphate; OCD : obsessive
compulsive disorder ou TOC: Trouble obsessionnel compulsif; PGi: noyau
paragigantocellulaire; PKC: protéine kinase C; PLC : phospholipase C, SERT : transporteur de
la sérotonine

Informations extraites de (Vergé et al. 1986; Kia et al. 1996; Millan, Dekeyne, et Gobert
1998; Hoyer, Hannon, et Martin 2002; Palchaudhuri et Fliigge 2005; Shanahan et al. 2009;
Doly et al. 2008; Auclair et al. 2010; Bockaert et al. 2011; Diaz et al. 2012)
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Bien qu’exprimés aussi en post-synaptique, les récepteurs 5-HT;, et 5-HT;3 ont un réle
particulier dans le contréle inhibiteur de ces neurones sérotoninergiques, puisqu’ils sont
largement exprimés au niveau somato-dendritique ou des terminaisons, respectivement
(Vergé et al. 1985; Vergé et al. 1986; Albert Adell et al. 2002). Soulignons que la libération
sérotoninergique est non négligeable au niveau somato-dendritique. Le mécanisme de
cette libération, dépendant ou non du potentiel d’action, reste controversé, mais induit
dans tous les cas [l'activation des autorécepteurs et Iinhibition de [I'activité
sérotoninergique (Wang et Aghajanian 1978; Adell, Carceller, et Artigas 1993; Bosker,
Klompmakers, et Westenberg 1994). L'existence d’un contrdle tonique reste incertaine
dans la mesure ou les antagonistes 5-HT;, modifient (Bjorvatn et al. 1998) ou non (Johnson,
Gartside, et Ingram 2002; Albert Adell et al. 2002) I'activité sérotoninergique. Il semblerait
cependant que la littérature s’accorde sur un contréle plutét phasique, puisque chez les
souris qui n’expriment plus le géne codant pour les autorécepteurs 5-HT;4 (5-HT14-KO), le
niveau sérotoninergique de base n’est pas modifié (Bortolozzi et al. 2004). De plus, chez ces
souris 5-HT14-KO, le récepteur 5-HTiz n’est pas fonctionnellement différent des souris
controles, ce qui suggere qu’il n’y a pas de compensation de ces récepteurs lors de la perte

de 5-HT;, (Bortolozzi et al. 2004).

Le groupe de récepteurs 5-HT, est composé de 3 sous-types : les récepteurs 5-HT,,, 5-HT,z
et 5-HT,, tous couplés a la protéine Gy, qui active la phospholipase C (PLC) (Hoyer,
Hannon, et Martin 2002). Les récepteurs 5-HT,, initialement désignés comme 5-HT,., ont
été renommeés de par leur similarité fonctionnelle et d’affinité a la 5-HT au sous-type 5-HT,.
L'enzyme PLC catalyse [I'hydrolyse du phosphatidylinositol-4,5-diphosphate (PIP,)
membranaire en diglycéride (DAG) et inositol-1,4,5-trisphosphate (IP;). Le DAG active la
PKC et I'IP3 induit la libération de calcium du réticulum endoplasmique, ce qui favorise les
phosphorylations et active globalement les neurones. Les récepteurs 5-HT, sont largement
présents dans le cerveau, et en particulier, le récepteur 5-HT,, est exprimé entre autres
dans les neurones pyramidaux du cortex (couches Il a V), le thalamus, I'hippocampe, le
septum, le cervelet (Pazos, Cortés, et Palacios 1985; Pompeiano, Palacios, et Mengod 1994;
Jakab et Goldman-Rakic 2000) mais aussi dans deux régions qui suggérent une interaction
avec le systéme dopaminergique: I’ATV (Doherty et Pickel 2000) et le shell du NAc. (Morilak,

Garlow, et Ciaranello 1993).

Le récepteur 5-HT,z controle, via des phosphorylations du transporteur spécifique de la
sérotonine (SERT), le systeme de recapture de celle-ci, et influence donc la libération de la

5-HT (Launay et al. 2006). La connexion entre les récepteurs 5-TH,z et le transporteur SERT
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cible de nombreux antidépresseurs et notamment bien s(r des inhibiteurs sélectifs de la
recapture de sérotonine ; elle semble d’ailleurs étre a I'origine de la réponse a cette classe
d’antidépresseurs. En effet, le blocage des récepteurs 5-HT,; abolit les effets des
antidépresseurs tandis que leur stimulation induit ces effets (Diaz et al. 2012). Ces résultats
suggerent 'existence d’un rétrocontrble positif passant par les récepteurs 5-HT,z sur la

libération de 5-HT par les neurones du raphé.

Ce récepteur régule également la libération de DA et la réponse comportementale a
'amphétamine et au MDMA. En effet, I'administration systémique d’antagonistes
spécifiques des récepteurs 5-HT,z chez le rat diminue le taux basal de DA dans le NAc. et
décroit I'hyperactivité locomotrice induite par une injection aigué d’amphétamine (Auclair
et al. 2010). Concernant le MDMA, le blocage pharmacologique ou la délétion du gene
codant des récepteurs 5-HT,z induit une perte totale de la hyperactivité locomotrice induite
par le MDMA, ainsi qu’une absence de libération de 5-HT dans le NAc et dans I’ATV (Doly et
al. 2008). Chez les souris n’exprimant plus les récepteurs 5-HT,, les comportements liés
aux effets renforcants de cette drogue sont également touchés, puisque le MDMA n’induit
plus de sensibilisation comportementale ou de préférence de place conditionnée (Doly et
al. 2009). De plus, une étude montre que le blocage des récepteurs 5-HT,; augmente les
comportements impulsifs chez I’homme et chez la souris (Bevilacqua et al. 2010). Tous ces
résultats soulignent le réle important des récepteurs 5-HT,; dans la réponse aux
psychostimulants interagissant avec la transmission sérotoninergique et les impliquent

dans I'impulsivité, un facteur de risque de la toxicomanie.

Apreés sa libération dans la synapse, la 5-HT est recaptée par le SERT (Torres, Gainetdinov,
et Caron 2003) pour étre recyclée dans les vésicules pré-synaptiques ou dégradée par les
monamines oxydases qui constituent la voie de dégradation principale (Mclsaac et Page

1959).

Le RD projette donc vers de nombreuses structures, mais ce noyau regoit également
beaucoup d’afférences qui contrdélent son activité (Figure 10). Des études montrent des
projections du noyau du tractus solitaire (NTS), du CPF, du LC, du noyau préoptique et, de
maniére abondante, de I’'habenula latérale et de la formation réticulée vers le RD, ces deux
derniéres structures constituant un contréle inhibiteur majeur (Akagi et Powell 1968;
Aghajanian et Wang 1977). Ainsi, la stimulation électrique de ces deux régions inhibe toute

activité sérotoninergique (Wang, Gallager, et Aghajanian 1976; Wang et Aghajanian 1977).
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Ce controle semble passer par des neurones GABAergiques, puisque le blocage des

récepteurs GABA, prévient cet effet.

Comme pour les transmissions dopaminergique et noradrénergique, le CPF a également un
role important dans le contréle de I'activité sérotoninergique qui passe par des afférences
du CPF au RD. L’activation du CPF induisant une inhibition sérotoninergique, une étude
conclut a un contréle inhibiteur majeur du CPF sur le RD qui ne passerait pas par I'activation
des autorécepteurs 5-HTy, suite a la libération de 5-HT au niveau du soma (Hajés et al.
1998). Mais, l'existence de projections corticales simultanées sur les neurones
sérotoninergiques et les interneurones GABAergiques du RD, ainsi que I'expression des
récepteurs 5-HT;, au niveau présynaptique (RD) et post-synaptique (CPF), rendent
I'influence corticale difficile a définir. Ainsi, lorsque les récepteurs 5-HT;, et GABA, sont
bloqués, l'inhibition corticale est diminuée, ce qui suggére un réle de ces récepteurs
(Celada et al. 2001). L’activation corticale des interneurones du RD pourrait ainsi inhiber les
neurones sérotoninergiques du raphé (Nanopoulos et al. 1982). Un argument
supplémentaire en faveur d’un réle des 5-HT, est le fait qu’aprées épuisement de la 5-HT,
I'influence du CPF devient excitatrice, ce qui laisse supposer une activation des
autorécepteurs par la 5-HT. Cette activation est empéchée par le blocage des récepteurs
NMDA et AMPA. Dans ce méme travail (Celada et al. 2001), les auteurs vont plus loin et
montrent qu’activer ou inhiber les récepteurs 5HT;, du CPF inhibe ou diminue I'inhibition,
respectivement, des neurones sérotoninergiques, incluant ainsi les récepteurs 5-HT,, post-
synaptiques au controle sérotoninergique du RD. Ce résultat a été par la suite confirmé par

un travail similaire (Hajos, Hajos-Korcsok, et Sharp 1999).

La derniere grande influence sur les neurones sérotoninergiques du RD passe par la
corticolibérine (CRF), un peptide largement impliqué dans la réponse au stress. En effet, les
neurones sérotoninergiques et les interneurones GABAergiques du RD expriment le
récepteur de ce peptide (CRF, et CRF,, respectivement) (Day et al. 2004) et regoivent des
projections libérant le CRF du BNST et du noyau central de I'amygdale (Fox et Lowry 2013).
L'application intra-cranienne de CRF a faibles doses inhibe [I'activité des neurones
sérotoninergiques (Kirby, Rice, et Valentino 2000) et diminue la libération de 5-HT dans
différentes zones de projection (Price et Lucki 2001). Les auteurs s’accordent sur un effet
inhibiteur indirect de la CRF passant par le CRF; des interneurones GABAergiques du RD
(Kirby et al. 2008). A fortes doses, la CRF n’inhibe plus ou active les neurones

sérotoninergiques du RD (Kirby, Rice, et Valentino 2000).
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Au vu du contrdle important de la CRF sur la principale source de 5-HT du cerveau, il n’est
pas étonnant d’observer que des troubles psychiatriques liés au stress impliquent un
dysfonctionnement de la transmission sérotoninergique. Ce lien est d’autant plus
intéressant au regard de la toxicomanie puisque, comme nous I'avons mentionné lors de la
définition de ce trouble, le stress potentialise I'effet des drogues et favorise la rechute
(Piazza et Le Moal 1996). Mais la transmission sérotoninergique a un réle dans une
multitude d’autres comportements, surtout ceux en lien avec les comportements émotifs.
Au niveau central, elle participe a la régulation de I’lhumeur, de I'anxiété, du sommeil, de
'appétit, de la température et de la perception de la douleur. Les récepteurs
sérotoninergiques sont donc une cible médicamenteuse pour la dépression, les troubles de
I'anxiété, les troubles obsessionnels compulsifs et les troubles des conduites alimentaires
(Sadkowski et al. 2013). La régulation du CPF par les neurones sérotoninergiques est un
exemple du réle sérotoninergique. Les neurones pyramidaux expriment simultanément les
récepteurs 5-HT,5 hyperpolarisants et 5-HT,, dépolarisants (Amargds-Bosch et al. 2004) et
la stimulation du RD ou du RM inhibe les neurones pyramidaux du CPF, vraisemblablement
via l'activation des récepteurs 5-HT,, et GABA, des interneurones (Puig, Artigas, et Celada
2005; Celada, Puig, et Artigas 2013). Le CPF est une structure clé dans les fonctions
exécutives mais aussi dans la régulation des autres monoamines via ses projections
descendantes sur ATV ou le LC. En contrblant cette structure, les variations de la

transmission sérotoninergique affectent de nombreux comportements.

Comme pour la NA et la DA, les connexions réciproques entre la 5-HT et les autres
monoamines attestent de l'interaction entre ces transmissions. Le RD projette vers le LC et
réciproquement (Kim et al. 2004). De la méme maniére, I’ATV recoit des afférences du RD
(Loughlin et Fallon 1982), et des contacts synaptiques sur les neurones dopaminergiques et
non-dopaminergiques de I'ATV ont été montrés (Hervé et al. 1987; Kalén, Skagerberg, et

Lindvall 1988).

Concernant la DA, la 5-HT favorise sa libération dans I’ATV (Beart et McDonald 1982), le
NAc. (Nurse, Russell, et Taljaard 1988) et le striatum (Bonhomme et al. 1995). Dans le
striatum, I'effet de la 5-HT passe par les récepteurs 5-HT, et par le DAT (Bonhomme et al.
1995; De Deurwaerdere et al. 1996). Notons tout de méme que l'application de 5-HT
directement dans ces zones de projection et la stimulation du RD qui induit la libération de
5-HT jusqu’a ces régions ne mene pas toujours a un méme résultat. En effet, aprés la
stimulation électrique du RD, la libération de DA se maintient dans le NAc. (via I'activation

des récepteurs 5-HT;) tandis que dans le striatum, la DA extracellulaire diminue
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(Deurwaerdere, Stinus, et Spampinato 1998). Des études postérieures montrent que cette
divergence passe par un contrdle inhibiteur tonique des récepteurs 5-HT,g/5c a la fois dans
le NAc. et dans le striatum, tandis qu’il existe un effet activateur phasique des récepteurs 5-

HT,a exclusivement dans le NAc. (De Deurwaerdere et Spampinato 1999).

En plus du réle sur la libération de DA, la 5-HT influence également I'activité électrique des
neurones dopaminergiques. Contrairement a I'effet activateur sur la libération, la 5-HT, via
les récepteurs 5-HT,, semble potentialiser I'effet inhibiteur de la libération de DA sur les
neurones dopaminergiques eux-mémes, un effet qui passerait vraisemblablement par
I'activation des autorécepteurs D, (Brodie et Bunney 1996). On observe d’ailleurs une
inhibition de I'activité des neurones dopaminergiques de I’ATV lors de I'augmentation de 5-
HT induite par des inhibiteurs du SERT (fluoxetine et citalopram) (Prisco et Esposito 1995).
Dans la famille des récepteurs 5-HT,, les récepteurs 5-HT,¢/2s (et plus probablement les 5-
HT,c) influencent, via le contréle de I'activité dopaminergique, la réponse a la morphine. Le
blocage de ces récepteurs par I'antagoniste SB 206553 induit une augmentation du taux de
décharge basal des neurones dopaminergiques de I'ATV et de la SNc, ainsi qu’une
augmentation de la décharge en bouffées spécifiguement dans I’ATV (Di Giovanni et al.
1999). En accord avec ce résultat, la libération de DA dans le NAc. et dans le striatum
induite par une injection systémique de morphine est augmentée lors du blocage des 5-
HT,c/28 (Porras et al. 2001). Ces résultats suggérent que ces récepteurs exercent un contrble

inhibiteur tonique sur I'activité dopaminergique au niveau basal et en réponse aux opiacés.

Les récepteurs 5-HT;, jouent également un réle dans ce contrble sérotoninergique. En
effet, bloquer les 5-HT;, de 'ATV augmente le taux de décharge et la décharge en bouffées
des neurones dopaminergiques, ce qui révele un contrdle inhibiteur tonique, qui passe
aussi par les autorécepteurs D, (Arborelius et al. 1993). En accord avec ce résultat, ces
auteurs ont montré dans la méme étude que I'activation des récepteurs 5-HT;, par
I'injection de leur agoniste 8-OH-DPAT a hautes doses dans I’ATV entraine un blocage de
I'activité des neurones dopaminergiques. L'interaction DA-5-HT est aussi observée au
niveau du CPF. En effet, le blocage des récepteurs 5-HT,, du CPF prévient la libération de
DA induite par un stress dans cette méme structure (Pehek et al. 2005) ce qui suggere que
la 5-HT pourrait également influencer la libération de DA induite par d’autres

comportements, comme la prise de drogues.
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Ainsi, de par I'expression de multiples récepteurs par les neurones dopaminergiques et/ou
les interneurones GABAergiques de I’ATV ou du CPF, la transmission sérotoninergique

exerce une forte influence sur la transmission dopaminergique.

Mais au-dela de l'interaction entre ces deux systémes, plusieurs expériences prouvent que
le systéme sérotoninergique influence et est influencé par les drogues (en particulier par les

opiacés), indépendamment des autres systemes monoaminergiques.

Concernant les opiacés, la morphine favorise la libération de 5-HT dans de nombreuses
zones de projection du RD incluant le striatum, le NAc. et dans le RD lui-méme (Tao et
Auerbach 1994; Tao et Auerbach 1995) en levant linhibition des interneurones
GABAergiques du raphé dorsal qui expriment les récepteurs p-opioides (Jolas et Aghajanian
1997; Tao et Auerbach 2005). Paradoxalement, une étude montre une hypersensibilité des
récepteurs 5-HT,, aprés un traitement répété de morphine (Sastre-Coll, Esteban, et Garcia-
Sevilla 2002). Cette modification induirait une libération plus faible de 5-HT dans les zones
de projections, dont le LC. Or, il a été montré que la 5-HT du LC réduit la réponse
noradrénergique aux acides aminés excitateurs, dont le glutamate (Aston-Jones et al. 1991;
Charléty et al. 1991; Charléty et al. 1993). Cette augmentation du rétrocontrole inhibiteur

favoriserait I’hyper-réactivité du LC lors du sevrage a la morphine.

Les psychostimulants ne présentant qu’une faible affinité pour le SERT (Ritz et Kuhar 1989),
ils n’induisent pas de libération de 5-HT sauf a de fortes doses (Kankaanpaa et al. 1998).
Cependant, il a été montré que les récepteurs 5-HT,, ont un role dans la libération de DA
induite par I'amphétamine chez les rats. En effet, I'injection systémique de SR 46349B, un
antagoniste de ces récepteurs, réduit significativement cette libération dans le NAc. et le
striatum (Porras et al. 2001). Le réle des 5-HT,, semble étre spécifique des réponses
dopaminergiques induites par un stimulus, puisque I'activité dopaminergique basale est
inchangée en présence d’antagoniste de ces récepteurs. Une autre étude confirme
I'implication de 5-HT,, dans la réponse aux psychostimulants, et plus particulierement a la
cocaine. Le blocage de ces récepteurs exprimés spécifiguement dans I'ATV réduit
I’hyperactivité induite par une injection aigué de cocaine (McMahon, Filip, et Cunningham
2001). Le blocage des récepteurs 5-HT,¢ de la partie shell du NAc. a le méme effet, ce qui
suggere que ces deux récepteurs dans ces deux régions distinctes, contrélent la réponse
comportementale a la cocaine. En accord avec ces résultats, la stimulation des récepteurs
5-HT,. potentialise la libération de DA dans le CPF et le NAc. induite par I'amphétamine

(Kuroki, Meltzer, et Ichikawa 2003). En ce qui concerne les injections répétées, un
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traitement chronique d’amphétamine induit une perte de sensibilité des neurones
sérotoninergiques du RD a des tests de cette méme drogue (Heidenreich, Basse-Tomusk, et
Rebec 1987). Des études ont également montré le role des récepteurs 5-HT,c dans la
sensibilisation a I'amphétamine et au MDMA. En effet, bien qu’une étude ait conclu que le
récepteur D, était indispensable a l'induction de la sensibilisation comportementale a
I'amphétamine (Vezina 1996), I'antagoniste du récepteur D, utilisé a aussi un effet
d’agoniste avec une tres forte affinité (9 nM) sur les récepteurs 5-HT,. sérotoninergiques,
et c'est cet effet qui est responsable du blocage de la sensibilisation. En effet, I'injection
simultanée d’un antagoniste 5-HT,: avec le SCH23390 préserve la sensibilisation a

I'amphétamine (Lanteri et al. 2008) et au MDMA (Ramos, Goni-Allo, et Aguirre 2005).

A ces nombreux résultats qui attestent des modifications de la transmission
sérotoninergique apres une exposition aigué ou répétée aux drogues s’ajoutent les études
menées par I'équipe de Jean-Pol Tassin concernant le réle de la sérotonine dans la
sensibilisation comportementale. Ainsi, Auclair et collaborateurs montrent que le blocage
des récepteurs 5-HT,, diminue de plus de 80% la réponse locomotrice a la morphine, ainsi
qgue la libération de DA dans le NAc. induite par celle-ci (Auclair, Blanc, et al. 2004). Ce
résultat peut étre étendu a la cocaine et la morphine lorsque le blocage des récepteurs 5-
HT,, est couplé avec le blocage (pharmacologique ou via l'inactivation du gene) des

récepteurs a,g-adrénergiques (Auclair, Drouin, et al. 2004).

Au-dela du role des récepteurs 5-HT,,, des travaux récents dévoilent une hyper-réactivité
du systéme sérotoninergique chez les souris sensibilisées a I'amphétamine, a la cocaine, a
la morphine, a I'alcool, a la nicotine couplée aux inhibiteurs de MAO et au MDMA apres une
injection de para-chloro-amphétamine (PCA), qui libére spécifiquement la 5-HT (Salomon et
al. 2006; Lanteri et al. 2008; Lanteri et al. 2009; Lanteri et al. 2013). Ce phénomeéne est
comparable a I’hyper-réactivité noradrénergique, puisqu’il se maintient jusqu’aprés un

mois de sevrage et est tres fortement corrélé a la sensibilisation comportementale.

Comme cela sera développé dans le 3°™ article de ce travail, il est possible d’observer
d’autres modifications du systeme sérotoninergique aprés des injections répétées
d’amphétamine. En effet, les autorécepteurs 5-HT,;, sont désensibilisés a long terme chez

les animaux sensibilisés a I'amphétamine.
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Tout comme la DA et la NA, le systéeme sérotoninergique est doublement impliqué dans la
réponse physiologique aux drogues. D’une part, il appartient au réseau monoaminergique
et est donc capable d’influencer et d’étre influencé par la libération des autres
neuromodulateurs. D’autre part, I'alcool, les opiacés et, dans une moindre mesure, les
psychostimulants, touchent directement ce systeme. De plus, la 5-HT joue un réle

important dans les réponses aux stress, qui sont potentialisées par les drogues.

En paralléle a la sensibilisation comportementale et I’hyper-réactivité noradrénergique, les
études récentes de notre équipe ont montré une hyper-réactivité du systeme
sérotoninergique semblable a celle de la noradrénaline. L’hyper-réactivité sérotoninergique
se maintient aussi a long terme et est fortement corrélée a la sensibilisation
comportementale. Dans la troisieme partie des résultats, nous montrerons que le maintien
de cette hyper-réactivité passe, comme pour le systeme noradrénergique, par un
dysfonctionnement du rétrocontrole inhibiteur, soit une désensibilisation a long terme des
autorécepteurs 5-HT;a. Au regard du role de la transmission sérotoninergique développée
ci-dessous et de lI'importance de la multiplicité des récepteurs sérotoninergiques, les
conséquences de cette modification pourraient influencer I'interaction des monoamines et

la maniére dont ce réseau interconnecté répond aux drogues.

Sans chercher a étre exhaustifs, nous avons rassemblé les données nous paraissant
essentielles pour comprendre les objectifs de notre travail. Il est clair que ces trois
monoamines ont un réle multiple et interactif dans la réponse centrale aux drogues. Les
trois transmissions sont affectées, a la fois par des prises aigués comme par des prises
répétées de drogues, et les modifications induites sont observées a court et a long terme.
Dans la derniere partie de l'introduction, nous allons disséquer linteraction entre les
systemes noradrénergique et sérotoninergique, dont la connexion semble étre rompue
apres une exposition répétée aux drogues. Les résultats nous meneront a exposer la théorie

du découplage.

6. Interaction entre les systemes noradrénergique et

sérotoninergique : hypothése du découplage

Dans les parties précédentes, nous nous sommes focalisés sur la description des bases
neurobiologiques des trois grands systemes monoaminergiques, la dopamine, la
noradrénaline et la sérotonine, en gardant a I'esprit les interactions entre les deux derniers

neurotransmetteurs et la dopamine. Nous allons maintenant nous concentrer sur le lien
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entre la NA et la 5-HT. En plus de présenter une relation anatomique et fonctionnelle,
comme nous I'exposons ci-dessous, une étude a montré une sorte de réle de substitution
entre ces deux types cellulaires. En effet, I'exposition a la fluoxétine, antidépresseur
inhibiteur spécifique de la recapture de la sérotonine, induit la libération d’un facteur
neurotrophique qui, en diminuant I'expression du microRNA-16, induit I’expression de novo
de transporteur a la sérotonine par les neurones noradrénergiques du LC (Baudry et al.
2010). Bien que cette étude ait été menée en culture et que la confirmation in vivo soit
nécessaire, observer I'expression de fonctions sérotoninergiques dans des neurones

noradrénergiques atteste de la forte association entre ces deux transmissions.

Controle sérotoninergigue par la transmission noradrénergigue

Comme il a été mentionné précédemment, les études anatomiques attestent de
projections réciproques entre le LC et le RD. Les projections noradrénergiques atteignent
directement le RD par le faisceau dorsal (Loizou 1969; Jones et al. 1977; Anderson et al.
1977; Sakai et al. 1977; Baraban et Aghajanian 1981; Berridge et Waterhouse 2003; Sara
2009; Peyron et al. 1996) et I'expression des récepteurs Q; et a,-adrénergiques au niveau
du RD a été montrée avec des ligands radiomarqués (Unnerstall, Fernandez, et Orensanz

1985).

Ces deux sous-types de récepteurs a-adrénergiques présentent des effets opposés, les
récepteurs a;-adrénergiques ayant un role excitateur tandis que I'activation des récepteurs
a, inhibe I'activité sérotoninergique du RD (Mongeau, Blier, et de Montigny 1997;
Pudovkina, Cremers, et Westerink 2003). Ainsi, I'application d’antagonistes des récepteurs
aj-adrénergiques au niveau du RD diminue le taux de décharge des neurones
sérotoninergiques, et I'addition ultérieure d’agonistes de ces mémes récepteurs rétablit
cette activité (Baraban et Aghajanian 1980a; Baraban et Aghajanian 1980b). L’activation
tonique basale de ces récepteurs semble étre maximale, puisque I|'application micro-
iontophorétique de NA ou de phényléphrine, un agoniste sélectif des récepteurs Q-
adrénergiques, n'a pas d’effet activateur supplémentaire (Koyama et Kayama 1993;
Svensson, Bunney, et Aghajanian 1975). Enfin, la réserpine, un alcaloide qui se fixe sur les
vésicules de stockage de la DA, NA et 5-HT et qui provoque I'épuisement des stocks de ces
monoamines inhibe l'activité des neurones sérotoninergiques, un effet prévenu par la
|ésion des neurones a NA ou par 'amphétamine, qui libére, entre autres, la NA (Baraban,
Wang, et Aghajanian 1978). Ces résultats suggerent que l'influence des molécules passe

bien par les neurones noradrénergiques.
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A l'inverse, I'activation des récepteurs a,-adrénergiques inhibe le taux de décharge des
neurones sérotoninergiques du RD (Dresse 1966; Svensson, Bunney, et Aghajanian 1975).
Bloquer ces récepteurs augmente |'activité sérotoninergique (Garratt et al. 1991; Haddjeri,
Blier, et Montigny 1996). Il a été montré que c’est un effet indirect, dii aux autorécepteurs
a,-adrénergiques, puisque seules les injections systémiques de ligands de ces récepteurs
influencent les neurones sérotoninergiques (Dresse 1966; Garratt et al. 1991) et que ces
injections n’ont plus d’effet aprés lésion des neurones noradrénergiques (Svensson,
Bunney, et Aghajanian 1975). Ainsi, inhiber I'activité des neurones noradrénergiques avec
la clonidine, I'agoniste a,-adrénergique, ou léser les fibres noradrénergiques avec la 6-
OHDA induit une augmentation de la 5-HT intracellulaire via une diminution de la libération

de 5-HT (Geyer et Lee 1984).

Comme nous l'avons mentionné dans la partie décrivant la décharge des neurones
sérotoninergiques, plusieurs auteurs ont montré que sans l'arrivée noradrénergique,
détruite lors d’enregistrements sur des tranches de raphé, on n’observe plus d’activité
pacemaker sérotoninergique (Trulson et Crisp 1984; Vandermaelen et Aghajanian 1983).
Cependant, il semble que ces résultats ne sont pas reproduits lorsque les animaux ne sont
pas anesthésiés avant décapitation (Trulson et Crisp 1984). Ainsi, bien qu’une forte
activation noradrénergique a vraisemblablement lieu in vivo, elle n’est pas indispensable a

I"activité intrinseque des neurones sérotoninergiques du RD.

Controle noradrénergique par la transmission sérotoninergique

Réciproquement, des fibres sérotoninergiques partant du RD atteignent le LC (Azmitia et
Segal 1978; Cedarbaum et Aghajanian 1978; Leger et Descarries 1978; Segal 1979), et plus
précisément les régions péricoeruléaires (péri-LC) ou I'on détecte des dendrites des
neurones du LC (Pickel, Joh, et Reis 1977; Lu et al. 2012), et influencent I'activité

noradrénergique de ce noyau.

Une étude montre que la 5-HT régule la synthése de NA via un contréle inhibiteur de la TH,
enzyme limitante dans la synthése de DA et NA, puisque des lésions du RD induisent une
activité accrue de cette enzyme dans le LC (McRae-Degueurce et al. 1981; McRae-
Degueurce et al. 1982). Les auteurs observent ainsi une trés bonne corrélation entre les
|ésions provoquant une diminution significative de 5-HT et 'augmentation de I’activité de la

TH.
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Le contrdle sérotoninergique du LC passe par I'activation des récepteurs 5-HT5 qui inhibe
la réponse noradrénergique a [I'activation glutamatergique provenant du noyau
paragigantocellulaire (Aston-Jones et al. 1986a; Bobker et Williams 1989; Charléty et al.
1991). Par ailleurs, I'application d’agonistes des récepteurs sérotoninergiques (5-HTpss
notamment) au niveau du LC ne modifie pas I'activité des neurones noradrénergiques du

LC, ce qui exclue un réle de ces récepteurs dans ce noyau (Gorea et al. 1991).

Concernant le réle des récepteurs 5-HT,, plusieurs travaux montrent que leur activation
induit une diminution de l'activité spontanée des neurones noradrénergiques du LC
conjointement a une augmentation de [l'activité noradrénergique induite par une
stimulation sensorielle (Aghajanian 1980; Chiang et Aston-Jones 1993). L’inhibition de
I'activité spontanée passe par les récepteurs 5-HT, exprimés sur les fibres GABAergiques
provenant du noyau prepositus hypoglossi, puisque le blocage des récepteurs GABA dans le
LC ainsi que des lésions du noyau prepositus hypoglossi préviennent cet effet (Gorea et al.

1991; Chiang et Aston-Jones 1993).

Il est difficile, a la vue de tous ces résultats, de nier la forte interaction qui existe entre les
systemes noradrénergique et sérotoninergique. Pourtant, ce lien non démenti est souvent
négligé dans les théories qui expliquent les troubles neurobiologiques. Quelques
hypothéses mettent pourtant en valeur ce lien, comme la théorie du « lien 5-HT/NA » sur
les troubles affectifs (Sanders-Bush et Sulser 1987; Sulser et Sanders-Bush 1987; Blier
2003). Cette théorie postule que le lien entre ces deux transmissions est au cceur de I'effet
des antidépresseurs. Elle se base sur le fait qu’aprés un traitement prolongé
d’antidépresseurs, on observe une diminution a la fois de I'expression et de la fonction des
récepteurs [B-adrénergiques, phénoméne non observé chez les animaux présentant une
|ésion neurotoxique par la 5,7-dihydroxytryptamine, qui réduit les taux de 5-HT (Mongeau,
Blier, et de Montigny 1997). Cette observation n’est pas sans rappeler le « syndrome de
I’ATV» décrit précédemment dans la partie dopaminergique. Ce syndrome, pour lequel une
protection des fibres noradrénergiques est nécessaire afin d’observer un phénotype
comportemental, suggére que les fibres noradrénergiques ascendantes sont responsables
du développement d’une hyperactivité locomotrice en absence de fibres dopaminergiques
ascendantes. On retrouve ici le méme raisonnement, dans une théorie qui suggere que le

lien 5-HT/NA pourrait expliquer I'effet des antidépresseurs.

Une autre théorie qui insiste sur I'importance de ce lien est la théorie du découplage, que

nous allons exposer ci-dessous.
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Théorie du découplage noradrénergique et sérotoninergique

La théorie du découplage propose d’expliquer les changements neurobiologiques
persistants induits par une exposition répétée aux drogues. Elle regroupe principalement
les résultats obtenus avec le modeéle de la sensibilisation comportementale induite par

toutes les drogues (Tassin 2008).

Cette hypothése postule que chez des animaux naifs aux drogues, |'activation de la
transmission noradrénergique par des stimuli externes est immédiatement contrdlée par la
transmission sérotoninergique, dont I'activation est elle-méme contrdlée par les neurones
noradrénergiques. Ce controle réciproque passerait par les récepteurs ag-adrénergiques et
5-HT,, sérotoninergiques (Figure 11). Aprés une exposition répétée aux drogues, ce lien
serait rompu de maniére persistante, et I'activation des neurones noradrénergiques par un
stimulus (comme la drogue) induirait une réponse exacerbée car non controlée par le
systéme sérotoninergique associé. Le méme mécanisme aurait lieu pour le systeme

sérotoninergique. Voyons en détail les bases expérimentales de cette théorie.
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Neurone NA du LC

Neurone 5-HT du RD

nterneurone
GABAergique

Figure 11 : Couplage schématique des systéemes noradrénergiques et sérotoninergiques, et
leur intégration dans le réseau cortico-limbique.
5-HT : sérotonine ; ATV : aire tegmentale ventrale ; CPF : cortex préfrontal ; GABA : acide y-

aminobutyrique ; LC : locus coeruleus ; NA : noradrénaline ; NAc : noyau accumbens ; RD :
raphé dorsal
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Inactivation du gene codant pour le récepteur ds-adrénergique (d;3-AR) et blocage

pharmacologique de ce récepteur

L’hyperactivité locomotrice induite par des injections aigués d’amphétamine, de cocaine et
de morphine est tres réduite chez les souris qui n’expriment plus le gene codant pour le
récepteur Qjg-adrénergique (0;5-AR KO) (Drouin, Darracq, et al. 2002). De plus, des
injections répétées de ces drogues induisent une sensibilisation comportementale
nettement réduite par rapport aux animaux exprimant le récepteur a,gz-adrénergique. Dans
ce méme travail, les auteurs montrent que les propriétés récompensantes de la cocaine et
de la morphine, mesurées avec un test de préférence orale et de préférence de place

conditionnée, ne sont plus observées chez les a,5-AR KO.

De maniere intéressante, les souris d;5-AR KO présentent un taux de DA basale diminuée
d’environ 30% par rapport aux contrdles. De plus, I'injection d’amphétamine (3 mg/kg, i.p.)
n’induit plus de libération de DA dans le NAc. ni de réponse locomotrice chez les d;3-AR KO
(Auclair et al. 2002). Ces résultats suggerent I'existence d’un contrdle activateur tonique de
la noradrénaline sur la dopamine a I’état basal et en réponse a I'amphétamine. Or
I"amphétamine induit une libération de NA dans les zones de projection du LC, dont le
cortex, ou les récepteurs a;z-AR sont fortement exprimés (Bylund 1992). Au vu du fort
controle cortical exercé sur I’ATV décrit précédemment, on peut suggérer que la libération
de DA est induite par l'activation des voies glutamatergiques descendantes apres

I'activation des a;5-AR par la libération noradrénergique corticale.

Néanmoins, I'injection d’'une dose deux fois plus importante d’amphétamine (6 mg/kg)
induit une faible réponse locomotrice ainsi qu’une tendance a la libération de DA dans le
NAc. (Auclair et al. 2002). De plus, le blocage systémique ou cortical des Qz-AR réduit
I’hyperlocomotion induite par une injection aigué de morphine, mais ce blocage ne bloque
pas l'induction ni I'expression de la sensibilisation a cette méme drogue (Drouin et al.

2001).

Le blocage pharmacologique des récepteurs ai-AR par la prazosine induit une diminution
de 80% de la réponse locomotrice a la morphine et inhibe la libération de DA dans le NAc
chez des souris contréles. Les souris 0;3-AR KO, injectées ou non avec la prazosine, ne
présentent cependant qu’une diminution de 30% de la réponse locomotrice a la morphine
(Auclair, Drouin, et al. 2004). Ces réponses aigués a la morphine different donc des
réponses chez des animaux sensibilisés. En effet, une injection de prazosine avant la

morphine chez des animaux sensibilisés a la morphine exprimant les récepteurs 0;5-AR
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induit une réponse locomotrice diminuée de 30%, équivalente a la réponse des souris Q1g-
AR KO dans les mémes conditions. Les animaux sensibilisés a la morphine répondent donc

comme s’ils n"exprimaient plus les récepteurs a,5-AR.

Ces résultats montrent que l'injection répétée de drogues impacte fortement I'implication
des récepteurs a.53-AR et, plus généralement, I'effet de la transmission noradrénergique

avec les autres systemes qui interagissent avec celle-ci.

La _composante sérotoninergique : blocage pharmacologique du récepteur 5-HT,a

sérotoninergique et inactivation du géne codant pour ce récepteur (5-HT,, KO)

Chez les souris 0;5-AR KO, l'injection de SR 46349B, antagoniste sélectif des récepteurs 5-
HT,a, avant l'injection de morphine bloque les effets de cette drogue a tous les niveaux. On
n’observe plus de libération de DA dans le NAc. ni d’hyperlocomotion. La réponse aux
injections répétées est également touchée, puisqu’on n’observe plus la sensibilisation a la

morphine, 'amphétamine ou la cocaine (Auclair, Drouin, et al. 2004).

Il semble donc que deux composantes, la noradrénaline via les récepteurs a3-AR et la
sérotonine via les récepteurs 5-HT,,, controlent entierement la réponse locomotrice et la

libération de DA dans le NAc. induites par les psychostimulants et les opiacés.

L'injection aigué d’amphétamine induit une libération de NA et une réponse locomotrice
plus importante chez les souris 5-HT,, KO, réponse totalement bloquée par une injection de
I’antagoniste des récepteurs a;5-AR, la prazosine a 1mg/kg (Salomon et al. 2006; Salomon
et al. 2007). La répétition d’injections d’'amphétamine sensibilise néanmoins les souris 5-
HT,» KO au méme niveau que les souris exprimant ces récepteurs. Chez les souris
sensibilisées, la dose de prazosine doit-étre multipliée par 3 pour bloquer la réponse
locomotrice a I'amphétamine des souris 5-HT,5, KO. Ici encore, les injections répétées
d’amphétamine changent I'effet de la prazosine et donc le role des récepteurs Q;5-AR chez

les animaux sensibilisés (Tassin 2008).

Passage de I'état naif 3 I'état sensibilisé

Il est important de noter que I'effet du blocage de ces récepteurs n’est pas le méme chez
des souris naives en comparaison a des souris sensibilisées qui ont recu des injections
répétées de drogues. En effet, la prazosine diminue de 77% la réponse locomotrice induite
par la morphine chez les animaux naifs, et ce chiffre chute a 37% chez les animaux

sensibilisés. Le SR 46349B, antagoniste 5-HT,, bloquant la composante 5-HT, induit une
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inhibition de 80% chez des souris naives, ce chiffre restant aux environs de 70% chez des
animaux sensibilisés a la morphine (Auclair, Drouin, et al. 2004). L'effet combiné de ces
deux antagonistes est donc plus qu’additif, puisqu’il atteint prés de 160% chez les animaux
naifs, tandis qu’il reste voisin de 100% chez les souris sensibilisées. On observe donc un
changement de rapport entre les systéemes noradrénergique et sérotoninergique apres le

traitement répété aux drogues.

Ainsi, le blocage pharmacologique d’un systéme (noradrénergique) a I'état naif diminue
également I'autre systeme (sérotoninergique), ce qui suggére un lien positif entre les deux.
Mais I'absence du récepteur d’un systéme induit une réponse excessive de I'autre systeme,
ce qui réveéle un controle inhibiteur. Ces résultats suggérent que le lien entre la
transmission noradrénergique et sérotoninergique n’est pas quantifiable en termes d’
« activation » ou « inhibition », mais plutét en termes de contrdle réciproque, qui s’active

lors de stimuli mais qui permet d’empécher une activation excessive.

Les récepteurs 0;5-AR et 5-HT,, sont d’ailleurs couplés au méme type de protéines Gqg qui
activent la phospholipase C et activent la PKC. Leur expression colocalise fortement au
niveau du CPF (Bylund 1992; Hoyer, Hannon, et Martin 2002) et leur activation induit la

méme libération de glutamate au niveau du cortex (Marek et Aghajanian 1999).

L'exposition répétée aux drogues romprait ce couplage et les deux transmissions

deviendraient indépendantes.

En accord avec cette hypothése, les animaux sensibilisés qui ont recu des injections
répétées d’amphétamine, morphine, cocaine, alcool ou MDMA, présentent une hyper-
réactivité en réponse a un stimulus, ou sensibilisation neurochimique. En effet, lorsque I'on
mesure la libération de NA au niveau du CPF chez des souris sensibilisées a I'amphétamine,
vigiles et libres de leur mouvement, une injection systémique d’amphétamine, qui libére la
NA, induit une réponse de plus de 2000% du taux de base, la réponse d’un animal naif se
limitant a une libération de 500%. La libération de 5-HT dans cette méme région, apres une
injection de para-chloro-amphétamine (PCA), qui libére la 5-HT, atteint 1000% du taux
basal chez les animaux sensibilisés a I'amphétamine, et reste a 500% chez les animaux

contrdles (Salomon et al. 2006; Lanteri et al. 2008; Doucet et al. 2013; Lanteri et al. 2013).

Ce phénomene se maintient a long terme, puisqu’il est mesuré au moins un mois apres la

derniere injection et est fortement corrélé temporellement a la réponse comportementale.
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Cette hyper-réactivité est completement inhibée par un prétraitement par des antagonistes

des récepteurs 0.5-AR et 5-HT,,, respectivement la prazosine et le SR 46349B.

Mentionnons que, malgré la diversité de mécanismes d’action des drogues, cette hyper-
réactivité noradrénergique et sérotoninergique est observée pour chaque sensibilisation, ce
qui suggere qu’il peut s’agir d'un phénoméene commun a tous les produits

toxicomanogeénes.

Réle de la dopamine dans le découplage?

Bien que toutes les drogues induisent la libération de DA au niveau du NAc. (Di Chiara et
Imperato 1988), il semble que cet effet, qui se reproduit a chaque injection lors de la
sensibilisation comportementale, ne soit pas impliqué dans le développement de la
sensibilisation ni comportementale ni neurochimique. Ainsi, un traitement répété au GBR
12783, bloqueur spécifique du DAT, n’induit pas d’hyper-réactivité locomotrice ni d’hyper-
réactivité noradrénergique ou sérotoninergique (Drouin, Blanc, et al. 2002; Lanteri et al.

2008).
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Au-dela d’une connexion anatomique bien documentée, les transmissions
noradrénergiques et sérotoninergiques présentent aussi un lien fonctionnel. En effet, la NA
et la 5-HT exercent un contréle réciproque sur I'activité neuronale et sur la libération des
neurotransmetteurs. On observe aussi un role homologue sur les effets de ces
neuromodulateurs au niveau des terminaisons, comme le montre la libération de glutamate

au niveau du cortex induite par I'activation des récepteurs d;5-AR et 5-HT,.

I semblerait qu’en conditions physiologiques, les systéemes noradrénergiques et
sérotoninergiques se controlent mutuellement et permettent de répondre a des stimuli de
maniere régulée. L’hypothese du découplage propose qu’apres une exposition répétée aux
drogues, cette interaction passant par les récepteurs 0i5-AR et 5-HT,, au niveau du LC et

du RD, serait rompu.

Ainsi, en absence d’un de ces récepteurs ou chez des animaux sensibilisés, les réponses
noradrénergiques et sérotoninergiques sont exacerbées car non régulées par le systeme

déficient.

Nous avons introduit les réseaux neurobiologiques qui ont un réle démontré dans la mise
en place et le développement de la toxicomanie. Une place particuliére a été donnée aux
transmissions noradrénergiques et sérotoninergiques, dont I'hyper-réactivité qui se
maintient a long terme est le point de départ de cette these. Avant de présenter les

résultats obtenus, nous allons exposer les problématiques de ce travail.
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Problématiques
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Problématiques

= Quelle est la persistance de la sensibilisation comportementale induite par de

faibles doses d’amphétamine ?

Dans ce travail, la premiere question posée concerne le modele animal utilisé, celui de la
sensibilisation comportementale. En effet, bien que de nombreux travaux se fondent sur ce
modele, peu de travaux se sont intéressés au maintien de la réponse, citant régulierement
les auteurs ayant montré une sensibilisation se maintenant jusqu’apres un an de sevrage

chez les rats (Paulson, Camp, et Robinson 1991).

Puisque nos expériences sont toutes effectuées sur des souris (a I'exception des
enregistrements électrophysiologiques des neurones noradrénergiques du LC réalisés sur
des rats) et que nous étudions les modifications a long terme induites par 'amphétamine a
faible dose (2mg/kg), la premiére étape était de définir précisément la durée du maintien

de la sensibilisation (Publication n°® 1).

= Quels sont les mécanismes moléculaires qui entretiennent I’hyper-réactivité

noradrénergique et sérotoninergique induite par les psychostimulants?

Comme nous l'avons présenté dans l'introduction, les résultats précédents ont montré une
corrélation trés forte entre la sensibilisation comportementale et une potentialisation des
systemes noradrénergiques et sérotoninergiques en réponse a des molécules induisant la
libération de ces neurotransmetteurs. Cette sensibilisation neurochimique semble jouer un
role important dans la réponse comportementale, puisque le blocage des récepteurs a,5-AR

et 5-HT,, pendant les effets des drogues bloque la sensibilisation comportementale.

L’hyper-réactivité noradrénergique et sérotoninergique étant toujours observée aprées un
mois de sevrage, notre propos a été d’étudier les mécanismes qui maintiennent I'hyper-
réactivité. Jusqu’a présent, les mécanismes ont été élucidés pour I'amphétamine
(Publication n° 2) et pour le MDMA (Publication n°® 3), dérivé amphétaminique entactogéne

le plus abusé.

Postérieurement a la présentation des résultats sous la forme d’articles, nous discuterons

en détail les résultats, en les comparant a la littérature existante sur le sujet.

Au moment de I'écriture de cette these, I’article n® 1 est soumis, le n°2 et 4 sont publiés et

le troisieme est en cours de rédaction.
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Publication n°1 :

Empreinte cachée dans la sensibilisation comportementale
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Publication n°1 : Empreinte cachée dans la sensibilisation comportementale

Auteurs : Ana-Clara Bobadilla, Gérard Godeheu et Jean-Pol Tassin
Statut : Soumis
Résumé

Il est couramment admis que la sensibilisation comportementale est un modéle qui
se maintient a tres long terme, observable jusqu’a un an apreés les derniéres prises
de drogue. Cependant, les travaux de la littérature définissent un animal comme
« sensibilisé » suivant deux mesures opposées: les stéréotypies et I'activité
locomotrice (fortement réduite lorsque I'animal est en phase de stéréotypie). Ici,
nous concentrons les expériences sur la mesure de I'activité locomotrice en utilisant
délibérément des doses d’amphétamine qui n’induisent pas de stéréotypies. Nous
avons donc étudié le maintien de la sensibilisation comportementale a de faibles
doses d’amphétamine (2mg/kg) ainsi que le retour des animaux a un niveau de

réponse sensibilisé.
Résultats principaux

1. La sensibilisation a 'amphétamine a faibles doses est maintenue pendant un
mois. A partir de 2 mois de sevrage et jusqu’a au moins 4 mois, les animaux
présentent une sensibilisation équivalente a une deuxiéme injection
d’amphétamine, soit une diminution de 60% de la réponse aprés un mois de

sevrage.

2. Lors d’un rappel d’'amphétamine le lendemain du jour test, toutes les souris
répondent au niveau d’animaux sensibilisés et ce, méme aprés le plus long

sevrage.
Conclusions

Dans nos expériences, le maintien de la sensibilisation comportementale a
'amphétamine est moins stable que ce qui est mesuré dans la littérature.

Cependant, la diminution de I'activité locomotrice est rapidement réversée aprés
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une seconde exposition a la drogue, ce qui suggere la mise en place de
modifications biologiques a long terme non visibles d’'un premier abord en

mesurant |'activité locomotrice.
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Abstract

In rodents, drugs of abuse induce behavioral sensitization, a long-lasting increase in
locomotor activity. Using a low dose of amphetamine (2 mg/kg, i.p.) to distinguish
between locomotor response and stereotypy, two competitive behaviors, we show a
3.5-fold potentiation of the first day response after four daily injections and a
progressive decrease which stabilizes at a 1.4-fold level after 3 months of
withdrawal. However, one single injection of drug reactivated the response to a 3.7-
fold potentiated level, even after a 4-month withdrawal. Thus, “hidden” neuronal
modifications induced by drug administration persist and can reappear at their initial

level even long withdrawal.

Key words:
Amphetamine
Locomotor activity
Long-term effects
Low dose
Relapse
Withdrawal
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Main Text

When they relapse, drug addicts return rapidly to their initial consumption, even after
long periods of abstinence. This indicates that subliminal neuronal modifications
linger despite the disappearance of craving and compulsory behaviors. Here, our
analysis reveals that this hidden remaining sensitivity may be demonstrated in

rodents using the preclinical model of behavioral sensitization.

In 1973, Tilsen and Rech have observed that repeated low doses of amphetamine
paradoxically induce a gradual increase of locomotor response in the rat (Tilson and
Rech, 1973). This inverse tolerance, called behavioral sensitization, was also
described with other drugs of abuse (Babbini and Davis, 1972; Post and Rose,
1976) and has become the core principle of the incentive-sensitization theory
(Robinson and Berridge, 1993). Initially restricted to locomotor activity, behavioral
sensitization was progressively extended to increased stereotypy induced by
repeated high doses or self-administration in long-access sessions of
psychostimulants (Ferrario et al, 2005). Stereotypy was finally used as the only
index to demonstrate that behavioral sensitization could last for up to one year after
drug withdrawal in rats (Paulson et al, 1991), a finding which suggests that
behavioral sensitization is irreversible and that drug-induced neurocircuitry

modifications may be long-lasting in drug addicts.

However, there is a competitive relationship between stereotypy and locomotion
(Segal and Mandell, 1974), which are possibly controlled by different neuronal
systems (Vanderschuren and Pierce, 2010). For example, sensitization of
stereotyped head movements was observed in animals self-administering cocaine in
long-access sessions whereas no psychomotor activity was detected (Ferrario et al,
2005). We therefore focused on the maintenance of locomotor sensitization using a

dose of psychostimulant that fails to induce stereotypy in mice. Locomotor
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sensitization induced by four daily injections of amphetamine at 2 mg/kg (i.p.) was
assessed after 1 to 4 month(s) of withdrawal. Moreover, we also evaluated the
locomotor response to an additional injection of amphetamine a day after the

challenge injection.

Detailed procedures for locomotor activity are published (Doucet et al, 2013). Briefly,
fifty eight male C57BI/6J inbred mice (26-32 g, Charles River Laboratories) were
introduced into a circular corridor (Imetronic, Pessac, France) and locomotor activity
was counted when animals traveled along one quarter and expressed as the
number of quarter turns / 5 min. After habituation, mice were then injected with D-
amphetamine sulfate (2mg/kg, i.p., expressed as salt) or saline, and with
amphetamine (2mg/kg, i.p.) the challenge day. During sensitization, mice were
injected once a day for four consecutive days. Locomotor data were analyzed using
ANOVA analysis and Tukey-Kramer post-hoc test. Each group contained 14-16
animals for the first injection after withdrawal. The sensitization graph is the
combination of all groups (n=56-58 animals/group). Values of p <.05 were

considered significant.

Four consecutive injections of amphetamine induced a robust locomotor
sensitization (two-way ANOVA, significant injections x withdrawal interaction, F(is o0
=6.417, p<0.001; Tukey-Kramer post-hoc test: day 1-day 2, day 2-day 3, day 1-day
4, p<.05), whereas saline-treated mice only showed a small locomotor response

after saline injections as expected (Figures 1 and 2).
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Figure 1: Behavioral sensitization to amphetamine.

Mice received one injection of amphetamine (“Amph” 2mg/kg, i.p.) or saline (“Sal”,
i.p.) for four consecutive days. Statistical analyses (three-way ANOVA) reveals a
significant injection day (day 1, 2, 3 or 4) x time (repeated measures) x treatment
(sal or amph) interaction, Fez3e6 = 3.349, p<0.0001. Two-way ANOVA (two levels:
time (repeated measurements) x treatment (amph or saline)) reveals a significant
effect of treatment over time (F(123468) = 13.953, p<0.0001). Two-way ANOVA (two
levels: time (repeated measurements) X injection day (1, 2, 3 or 4)) reveals a
significant effect of the injection days over time (F@s3sasy = 10.770, p<0.0001).
Tukey-Kramer post-hoc test shows a significant difference between day 1- day 3,
day 1- day 4 and day 2- day 3, day 2- day 4. For the interest of clarity, only the 4th
injection of saline was shown in the figure. For figure 2, only locomotion from 5 to 65
min was taken into account.

Independent groups of 14 to 16 mice were then tested at different times. After a
one-month withdrawal (i.e., 28 days), amphetamine challenge remarkably induced a
locomotor response as high as for the last injection (Figure 2). However, after a two-
month withdrawal, amphetamine-induced response was 60% lower than the one-
month withdrawal injection (one-way ANOVA, withdrawal as factor, Fs3 = 11.021,
Tukey-Kramer post-hoc test day 28-day 56, p<.05), which revealed a return to the
sensitization of the second injection (significantly different from the 1% injection,
Tuckey-Kramer post-hoc test after the two-way ANOVA, dayl-days 56, 84, 112;

p<0.05). This level of response was maintained for up to 4 months of withdrawal.
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Figure 2: Time-dependent decrease and reactivation of amphetamine-induced
locomotor activity after behavioral sensitization.

Statistical analyses (two-way ANOVA) reveals a significant withdrawal x injection
interaction (Fs200=6.417; p<0.0001). Tukey/Kramer post-hoc analysis shows a
significant increase during sensitization (*p<.05 between day 1 and day 2, day 3 and
day 4; #, p<.05 between day 2 and day 3, day 4). It also reveals a significant
difference between day 1 and days 56, 84 and 112 (a, p<.05). Next-day challenge
injections are significantly different from test day injections (&, p<0.05). There is no
significant difference between day 2 and days 56, 84 and 112 nor between day 4
and none of the next-day challenges. Simple effect analyses within each injection
(one-way ANOVA) shows a significant effect of withdrawal for amphetamine
challenge (F53=11.021; p<0.0001). Tuckey/Kramer post-hoc test reveals a
significant difference between day 28 and day 56, 84 and 112 (b, p<0.5). For all
injections, [Amphetamine]= 2mg/kg, i.p.

Interestingly, no matter how long the withdrawal is, all groups exhibit a high,
sensitized response to an amphetamine injection on the day after the challenge
(Figure 2, two-way ANOVA, significant injections x withdrawal interaction Fs 200 =

6.417, p<0.001. Tukey-Kramer post-hoc test day 4-next-day challenge, p>.05).

Our data thus indicate that locomotor sensitization induced by amphetamine

decreases by 60% after a two-month withdrawal and then remains constant for at
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least two further months following this initial decrease. Interestingly, a single
additional injection of amphetamine results in a complete locomotor sensitization.
Although locomotor sensitization seems partially reversible, “hidden” neuronal
modifications induced by drug administration persist for long and may reappear at
their initial level even after months of withdrawal. These results tightly match with,
for example, the clinical reality of smokers. Indeed, while the sensitivity to relapse is
strong after quitting and decreases with time, the relapse triggers an increase in

cigarette consumption that rapidly returns to former use.

We have previously proposed that these neuronal modifications are linked to long-
lasting noradrenergic and serotonergic hyperreactivity sustained by a
desensitization of inhibitory autoreceptors (Doucet et al, 2013; Lanteri et al, 2013).
However, other non exclusive hypothesis of dopaminergic sensitization (Robinson
and Berridge, 1993) cannot be excluded. Overall, our data shed new light on the
model of behavioral sensitization, as it focuses on permanent hidden behavioral

traces induced by low doses of amphetamine.
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Résumé

L'injection répétée d’une méme dose de drogue induit chez les rongeurs une
potentialisation de la réponse locomotrice, phénomene qualifié de sensibilisation
comportementale. En parallele a cette sensibilisation, on observe également une
hyper-réactivité du systéeme noradrénergique (Salomon et al. 2006; Lanteri et al.
2008). Cette hyper-réactivité est observée notamment en mesurant la libération de
noradrénaline (NA) au niveau du cortex préfrontal (CPF) chez des souris éveillées

apres une injection d'amphétamine, qui libere la NA.

De maniére intéressante, I'hyper-réactivité noradrénergique est fortement corrélée
a la sensibilisation comportementale et se maintient également a long terme,

puisqu’elle peut étre observée apres un mois de sevrage.

L'objectif de ce travail était de comprendre les mécanismes par lesquels I'hyper-
réactivité observée chez les animaux sensibilisés se maintient a long terme. Au
moins deux hypotheéses, non exclusives I'une de l'autre, sont envisageables. La
premiere concerne un renforcement du contréle activateur glutamatergique que les
neurones pyramidaux du cortex exercent sur les neurones noradrénergiques du
Locus Coeruleus (LC). L'amphétamine stimulerait ces voies descendantes qui a leur
tour, induiraient une réponse plus forte a la stimulation noradrénergique. La
seconde hypothése de travail se rapporte a une altération de I'auto-inhibition
noradrénergique par les injections répétées d’amphétamine. Nous avons choisi

d’approfondir cette derniere hypothese.
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Le systeme noradrénergique dispose en effet de son propre rétrocontrble
inhibiteur, qui passe par les récepteurs aya-adrénergiques (a,o-AR). Comme il a été
décrit précédemment dans ce manuscrit, ces récepteurs sont exprimés en pré-
synaptique au niveau des corps cellulaires des neurones noradrénergiques
(autorécepteurs) mais aussi en post-synaptique dans certaines régions de projection
du LC comme le CPF. Lorsque les autorécepteurs sont activés par la NA libérée, la
voie de signalisation Gqj, est activée, aboutissant ainsi a I'inhibition de I'activité

noradrénergique.
Résultats principaux

Avant méme de regarder |'état des a,o-AR chez les animaux sensibilisés a
I'amphétamine, nous avons voulu vérifier qu‘un dysfonctionnement de ces

récepteurs pouvait reproduire une réponse noradrénergique potentialisée.

1. 1l est possible de retrouver I’hyper-réactivité noradrénergique en bloguant
les a,a-AR. En effet, une injection d’amphétamine précédée d’une injection
systémique d’efaroxan, un antagoniste des 0,4-AR, induit une libération de

NA potentialisée par rapport a la libération induite par I'amphétamine seule.

Afin d’examiner I'état de sensibilité des a,r-AR aprés des injections répétées
d’amphétamine, nous avons mesuré les propriétés électrophysiologiques basales et

stimulées des neurones noradrénergiques du LC aprés un mois de sevrage.

2. Le taux de décharge noradrénergique basal est augmenté chez les animaux
sensibilisés par rapport aux contréles. De plus, la latence pour atteindre 50%
d’inhibition induite par l'injection de clonidine, un agoniste des Q,s-AR, est
deux fois plus importante chez les animaux sensibilisés que chez les

controles.

Ces expériences, techniquement trés difficiles chez la souris du fait de la
taille réduite du LC, ont exceptionnellement été effectuées chez le rat par le

Dr. Vanessa Houades, sous I’'encadrement du Prof. Susan Sara.
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La décharge des neurones n’étant pas toujours corrélée a la libération de
neurotransmetteur (Romano et al. 2013), nous avons mesuré la diminution de

libération de NA dans le CPF apres une injection systémique de clonidine.

3. Chez les animaux sensibilisés apres un court ou un long sevrage, la clonidine
n’induit plus de diminution de la libération de NA observée chez les animaux

controles.

Nous avons par la suite cherché le mécanisme de la désensibilisation fonctionnelle

des a,5-AR.

4. On n’observe pas de différence d’expression des 0,4-AR chez les animaux
sensibilisés, mais I'expression des protéines Ggi; et Ggjp, deux sous-types de
protéines G couplées aux 0Oya-AR, diminuent dans le LC des animaux

sensibilisés.

Enfin, il était important de savoir si le fonctionnement des a,5-AR pendant |'effet de

I’'amphétamine pouvait modifier la sensibilisation.

5. Bloquer les 0,a-AR avant les injections quotidiennes d’amphétamine avec
I’efaroxan facilite la sensibilisation, tandis que les inhiber avec la clonidine la

bloque totalement.

Conclusions

Tout d’abord, il est intéressant de noter qu’en bloquant les 0,s-AR chez des
animaux naifs, on retrouve |I"hyper-réactivité noradrénergique. Ceci corrobore I'idée
gu’un dysfonctionnement de ses récepteurs peut étre a la base de I’hyper-réactivité
noradrénergique et confirme le controle tonique des autorécepteurs 0)a-AR

(Gobert et al. 2004).

Les animaux ayant regu des injections répétées d’amphétamine présentent des Q;a-
AR désensibilisés a long terme. Cette désensibilisation n’est pas due a une
diminution d’expression des récepteurs, mais a une diminution d’expression du

second messager, les sous-unités Ggi1», qui se maintient aprés un mois de sevrage.
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Enfin, les a,A-AR semblent étre une cible indirecte de I'amphétamine, puisque la
modification du fonctionnement de ces récepteurs avant les injections influence le

développement de la sensibilisation comportementale.
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Sustained Impairment of a,,-Adrenergic
Autoreceptor Signaling Mediates Neurochemical and
Behavioral Sensitization to Amphetamine

Emilie L. Doucet, Ana-Clara Bobadilla, Vanessa Houades, Christophe Lanteri, Gérard Godeheu,
Laurence Lanfumey, Susan J. Sara, and Jean-Pol Tassin

Background: In rodents, drugs of abuse induce locomotor hyperactivity, and repeating injections enhance this response. This effect,
called behavioral sensitization, persists months after the last administration. It has been shown that behavioral sensitization to
amphetamine develops parallel to an increased release of norepinephrine (NE) in the prefrontal cortex (PFC).

Methods: Rats and mice were repeatedly treated with amphetamine (1 or 2 mg/kg intraperitoneally, respectively) to obtain sensitized
animals. The NE release in the PFC was measured by microdialysis in freely moving mice (n = 55). Activity of locus coeruleus (LC)
noradrenergic neurons was determined in anaesthetized rats (n = 15) by in vivo extracellular electrophysiology. The o,a-adrenergic
autoreceptor (a,a-AR) expression was assessed by autoradiography on brain slices, and Gai proteins expression was measured by
western blot analysis of LC punches.

Results: In sensitized rats LC neurons had a higher spontaneous firing rate, and clonidine—an ax-adrenergic agonist—inhibited LC
neuronal firing less efficiently than in control animals. Clonidine also induced lower levels of NE release in the PFC of sensitized mice.
This desensitization was maintained by a lower density of Gai1 and Gai2 proteins in the LC of sensitized mice rather than weaker a;2-AR
expression. Behavioral sensitization was facilitated by o,,-AR antagonist, efaroxan, during amphetamine injections and abolished by
clonidine treatment.

Conclusions: Our data indicate that noradrenergic inhibitory feedback is impaired for at least 1 month in rats and mice repeatedly
treated with amphetamine. This work highlights the key role of noradrenergic autoreceptor signaling in the persistent modifications

induced by repeated amphetamine administration.

Key Words: Gai proteins, in vivo microdialysis, locus coeruleus
cell recording, neurochemical sensitization, norepinephrine,
psychostimulants

addiction requires deeper knowledge of the long-term

neurobiological modifications induced by chronic exposure
to frequently abused drugs. Amphetamine is a psychostimulant
that is widely abused and has long-lasting effects on the central
nervous system. Its consumption disrupts the social and profes-
sional life of users who become addicted, and relapse is common,
even after prolonged abstinence.

In rodents, locomotor responses to both psychostimulants
and opiates are progressively and persistently enhanced by
repeated exposure. This phenomenon, called behavioral sensiti-
zation, has been shown to be a suitable model for studying the
modifications induced by drugs of abuse. Behavioral sensitization

The development of effective treatments against drug
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is long-lasting, specific to addictive compounds, and is thought
to play a key role in the development of drug-seeking and drug-
taking behaviors and in cue-induced relapse (1,2).

We previously showed, in C57BL/6J mice, that repeated
injections of amphetamine led not only to behavioral sensitiza-
tion but also to a neurochemical sensitization of noradrenergic
and serotonergic neurons that persisted for at least 1 month after
withdrawal. Similar findings have been reported for repeated
exposure to most commonly abused drugs, including cocaine,
morphine, ethanol, and nicotine in presence of monoamine
oxidase inhibitors (3-5). After repeated injections, an ampheta-
mine challenge induces a large increase in cortical extracellular
norepinephrine (NE) levels that is correlated with a potentiation
of drug-induced increases in locomotor activity.

In this study, we focused on the mechanisms underlying the
maintenance of this long-term noradrenergic hyperreactivity.
There are at least two possible non-mutually exclusive explana-
tions for this sensitization: either amphetamine enhances the
excitatory input to noradrenergic neurons or the increase in
reactivity is due to disinhibition of noradrenergic transmission as
a result of impaired inhibitory feedback. Initial experiments,
presented here, are consistent with sensitization due to the
disinhibition of noradrenergic transmission.

The pontine nucleus locus coeruleus (LC) is the only source of NE
in the cerebral cortex (6). The neuronal activity of LC cells and NE
release in target regions are subject to inhibitory control via oa-
adrenergic autoreceptors (a,4-AR). These receptors are coupled to
Guoi/o proteins, and agonist stimulation leads to inhibition of the
cyclic adenosine monophosphate pathway and a hyperpolarization of
the noradrenergic cells through the activation of potassium ion
conductance (7-9). There is evidence to suggest that o,s-AR are
involved in amphetamine-induced behavioral sensitization in mice. In
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fact, a study has shown that mice lacking the o,a-adrenergic
receptors exhibit an unclear locomotor sensitization to amphetamine
(10). However, because these mutant mice were hyperreactive to an
acute injection of amphetamine and are sensitized after saline
treatment, no final conclusion about amphetamine behavioral
sensitization could be drawn. Moreover, the implication of these
receptors on neurochemical and behavioral effects of amphetamine
repeated treatments as well as persistent molecular mechanisms
implicated in these modifications have not been investigated in wild-
type mice.

In this study, we investigated possible changes to a,a-AR or
their intracellular signaling in amphetamine-sensitized mice, to
unravel the mechanism(s) underlying behavioral and neurochemical
sensitizations. We first investigated whether the noradrenergic
hyperreactivity observed in sensitized mice could be reproduced
in naive mice by a blockade of noradrenergic autoreceptors.
We then determined the spontaneous firing rate of LC cells and
their sensitivity to the o;s-AR agonist clonidine in animals pre-
viously sensitized to amphetamine and compared the results
obtained with those for control animals. Rats were used in the LC
recording experiments, to ensure reliable single-unit recording from
a nucleus containing only 1500 cells, because in vivo recordings of
LC neurons in mice and rats are similar (11). We carried out in vivo
microdialysis to assess the ability of clonidine to decrease extra-
cellular basal NE levels in the prefrontal cortex (PFC) of naive and
sensitized mice. The density of o,4-AR was determined by auto-
radiography, and the amount of Guaii/o protein available to mediate
the molecular effects of these receptors was analyzed by western
blotting in sensitized and naive mice. Finally, we analyzed the
effects of autoreceptor stimulation or blockade on the develop-
ment of amphetamine-induced behavioral sensitization.

Methods and Materials

Animals

Male C57BL/6J inbred mice (26 to 32 g) were purchased from
Charles River (Wilmington, Massachusetts). Male Sprague-Dawley
rats (Charles River) were 2 to 4 months old. Both mice and rats
were housed with food and water supplied ad libitum and a 12-
hour light/dark cycle (lights on at 7:30 am). They were habituated
to the laboratory regime for 1 week before the experiments began.
Animals were treated in accordance with the Guide for Care and
Use of Laboratory Animals of the National Institutes of Health and
the European Community Council Directive 86/609/EEC.

Drugs

D-amphetamine sulfate, clonidine hydrochloride, 2-ethyl-2-
(imidazolin-2-yl)-2,3-dihydrobenzofuran hydrochloride (efaroxan
hydrochloride) were dissolved in saline. Drugs were purchased
from Sigma Aldrich (L'isles d’Abeau Chesnes, France), with the
exception of clonidine, which was obtained from ICN Blomedicals
(Orsay, France). Drugs were injected intraperitoneally (IP) unless
otherwise indicated. Doses are expressed as salts. For the
experiments in mice, D-amphetamine sulfate was administered
at a dose of 2 mg/kg (3). For locomotor activity measurements,
clonidine was administered at a dose of .2 mg/kg, because it was
the lowest dose blocking the locomotor response to 2 mg/kg
amphetamine in test experiments. For microdialysis experiments,
clonidine was administered at doses of 40 pg/kg subcutaneously
(12). Efaroxan was always administered at a dose of 2.5 mg/kg.

For electrophysiological recordings in rats, animals were
sensitized by 1 mg/kg amphetamine administrations, and reac-
tivity of LC cells was tested with 40 pg/kg clonidine (13).
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Timeline Groups
Daily injections Sal+ | Sal + (Clo or Efa) | (Clo or Efa)
(4 consecutive days) sal | amph + amph + sal
Day 25 Challenge Amph

Figure 1. Protocol of behavioral sensitization to amphetamine in
presence of clonidine or efaroxan. lllustration of the protocol of
behavioral sensitization to amphetamine (amph) in the presence of
clonidine (clo) (.2mg/kg intraperitoneally) or efaroxan (efa) (2.5mg/kg
intraperitoneally). sal, saline.

Locomotor Activity

Mice. Mice were introduced into a circular corridor (Imetronic,
Pessac, France). Locomotor activity was counted when animals
traveled along one quarter and expressed as the number of
1/4 turns/5 min. Spontaneous activity was recorded for 120 min,
and the mice then received injection with amphetamine, efaroxan
plus amphetamine, or clonidine plus amphetamine (Figure 1).
Clonidine was administered twice (30 min before and 1 hour after
amphetamine injection) to maintain its concentration during the
effects of amphetamine. Only mice displaying locomotor activity
superior to 120 1/4 turns/5 min were considered as sensitized.

Rats. We used the same protocol for rats but with an
appropriately scaled-up apparatus (Imetronic, Bordeaux, France).
Rats received one injection of amphetamine or saline on each of 4
consecutive days and an additional one after 4 days of withdrawal.
Activity was measured for 2 hours before injection and 3 hours after
injection. Only rats displaying a locomotor activity of 300% of the
first injection locomotor response were retained 1 month later for
the electrophysiological analysis of sensitized animals.

Electrophysiological Recordings

Electrophysiological recordings were carried out 1 month after
the last amphetamine injection. Rats were anesthetized with
urethane (1.5 g/kg), and the body temperature was maintained at
37°C. The animal was fixed in a stereotaxic apparatus, with the head
at an angle of 14° below the horizontal plane, to permit access to
the LC. Electrodes were inserted at the following coordinates: 2 mm
anterior to bregma, .5 mm lateral to the midline for frontal, and 4
mm posterior to lambda, 1.2 mm lateral to the midline for LC
recording. Characterization of LC units and specific details concern-
ing extracellular recordings are detailed in Supplement 1.

Histology

Direct current (9 volts) was passed through the electrode for 5
sec to create a small lesion at the tip. Rats were perfused
intracardially with saline, followed by 10% formalin. Brains were
removed, stored in formalin for 1 week, and then cut into 60-um
sections and stained with cresyl violet.

Microdialysis Surgery

Mice were anesthetized with sodium pentobarbital (60 mg/kg;
Sanofi Santé Animale, France). A unilateral permanent cannula
(CMA/7 guide cannula; Phymep, Paris, France) was placed at the
edge of the PFC. The coordinates for the guide cannula tips were:
anteroposterior, +2.6 mm relative to bregma; mediolateral, +.5
mm; dorsoventral, 0 from dura (14). After surgery, mice were placed
in individual cages and allowed to recover for at least 4 days.

Microdialysis Experiments
On the day of the experiment, the microdialysis probe was
inserted into the PFC (membrane length: 2 mm; diameter: 24 mm;
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cutoff: 6000 Da; CMA/7 microdialysis). The PFC was perfused with
artificial cerebrospinal fluid (CSF) with a CMA100 microinjection
pump. Appropriate steady-state NE levels in perfusate samples
were reached 140 min after probe insertion. Samples (20 pL every
20 min) were collected in a refrigerated fraction collector (CMA/
170) over a period of 100 min for the determination of basal
extracellular NE levels.

Biochemistry

Dialysate samples were placed in a refrigerated automatic
injector (Triathlon; Spark Holland, Emmen, The Netherlands).
High-performance liquid chromatography was performed with
a reverse-phase column (80 x 4.6 mm; 3-um particle size; HR-80;
ESA, Chelmsford, Massachusetts). The mobile phase (.1 mol/L
sodium dihydrogenorthophosphate, .1 mmol/L ethylenediamine
tetraacetate, 2.75 mmol/L octane sulfonic acid, .25 mmol/L
triethylamine, 3% methanol, pH = 2.9) was delivered at a rate
of .7 mL/min by an ESA-580 pump. Electrochemical detection was
performed with an ESA coulometric detector (Coulochem I
5100A, with a 5014B analytical cell; Eurosep, Cergy, France).

Quantitative Autoradiography

Mice were decapitated, and brains were frozen in —30°C
isopentane and stored at —80°C. Sixteen-micrometer sections
of interest [LC between —5.34 and —5.80 mm, according to
Paxinos and Franklin (14)] were cut at —20°C and stored
at —80°C. Sections were incubated for 20 min at room tempera-
ture in Tris buffer (170 mmol/L Tris-hydrogen chloride, 20 mmol/L
magnesium chloride, pH = 7.4) and then for 90 min with the
same buffer supplemented with 1.1 nmol/L ['%|]-para-iodocloni-
dine (2200 Ci/mmol). Sections were washed twice in cold buffer
(5 min each), briefly dipped in ice-cold distilled water, dried, and
exposed to ['*l] Hyperfilm for 3 days at —70°C. Nonspecific
binding was assessed by adding 10 pmol/L phentolamine to
the incubation medium. A Biocom densitometer was used for
quantification. The optical density was measured on 6-12
sections/structure/animal. Specific binding was obtained by
subtracting nonspecific binding from total binding.

Immunodetection of Gui/o

Preparation of Homogenates and Western Blot Analysis.
Brains were obtained as described in the preceding text and cut
at —20°C in 400-um serial coronal sections. We punched 10 mg of
LC from the slices [according to Paxinos and Franklin (14)]. These
LC samples were sonicated (1 g/10 V) in ice-cold Tris-hydrogen
chloride buffer (50 mmol/L Tris, pH = 7.3; 100 mmol/L sodium
chloride, 2 mmol/L magnesium chloride, 1 mmol/L ethylenedia-
mine tetraacetate, 1 mmol/L ethylene glycol bis-2-aminoethyl
ether-N,N’,N”,n’-tetraacetic acid, .5 mmol/L dithiothreitol, .32 mol/
L sucrose) supplemented with a Protease Inhibitor Mixture tablet
(Roche Diagnostics, Basel, Switzerland). Detailed steps of the
western blot analysis are described in Supplement 1.

Statistics

We used GraphPad Prism 5.0 software (San Diego, California).
Data from microdialysis and locomotor activity experiments are
expressed as a function of time. Microdialysis data were normalized
as a percentage of the respective mean basal value. Extracellular NE
levels (mean values in pg/20 pL *= SEM) were compared and
analyzed by two-way analysis of variance (ANOVA) (repeated
measures). When interactions were significant, Fisher's protected
least significant difference (PLSD) post hoc test was used. The NE
basal values were compared with a Student t test. Pharmacological
treatments correspond to independent groups of animals.
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Differences were assessed by two-way ANOVA (repeated measures)
followed by a Tukey-Kramer post hoc test. Values of p < .05 were
considered significant. Each group contained eight animals, except
for microdialysis experiments where each group contained five to
seven animals. For electrophysiological measurements, group differ-
ences were evaluated with t tests for independent samples (see
Supplement 1 for details).

Results

a>a-AR Antagonist Potentiates the Amphetamine-Induced
Release of NE in the PFC

Amphetamine increased extracellular NE levels in the PFC by
up to 300% (Figure 2). In sensitized mice, amphetamine induced
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Figure 2. The aya-adrenergic autoreceptors (a;a-AR) blockade in naive
mice induces similar amphetamine-induced norepinephrine (NE) release
to that observed in sensitized animals. Mice received an injection of
efaroxan (2.5 mg/kg, intraperitoneally), followed 30 min later by amphe-
tamine (2 mg/kg, intraperitoneally) or saline. (A) Time course of NE
release in the prefrontal cortex. Note that amphetamine-induced NE
release in sensitized animals after a 4-day withdrawal is similar to that
obtained after 1-month withdrawal (5). Basal values of NE: naive
.687 = 204 pg/sample, sensitized .599 * .187 pg/sample (*p < .005
amphetamine sensitized or efaroxan naive, test amphetamine vs. amphe-
tamine saline pretreated). (B) Histograms of areas under curve (AUCQ)
between 0 and 80 min (*p < .005).
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the release of up to 800% as much NE in the PFC as observed in
mice receiving repeated saline injections (Figure 2A) (two-way
ANOVA with time and treatment [i.e., saline or amphetamine] as
factors, Fsso = 10.209, p < .0001; Fisher's PLSD test p < .05
from 20 to 40 min). We investigated the involvement of a,s-AR
in the effect observed in sensitized animals, by blocking
these receptors with efaroxan, a a,,-AR antagonist, in naive
mice. The injection of efaroxan 30 min before amphetamine
potentiated cortical NE release to levels similar to those induced
by the same dose of amphetamine in amphetamine-sensitized
mice (Figure 2A,B) (two-way ANOVA with time and challenge
[i.e., amphetamine or saline] as factors, F5s5o = 3.040, p < .005;
Fisher's PLSD p < .05 from 20 to 80 min). The NE basal values
were not significantly different between saline and ampheta-
mine groups (t test, p = .4).

Electrophysiological Properties of LC Neurons in Rats

Basal Discharge Rate. With the strictest criteria (see Meth-
ods), we were able to isolate 18 single units unambiguously—8
from control rats, and 10 from sensitized rats—for the calculation
of basal firing rate. The LC cells of control rats had a basal firing
rate of 1.5 = .25 Hz (n = 8), consistent with previous findings
(15). By contrast, the noradrenergic cells of amphetamine-
sensitized rats had a significantly higher basal firing rate of
3.21 £ .87 (t;9 = 4.2, p = .002) (Figure 3).

Effect of Clonidine on the Spontaneous Firing Rate of LC
Neurons. The a,4-AR agonist clonidine acts, at very low doses, on

E.L. Doucet et al.

inhibitory autoreceptors, thereby inhibiting the firing of LC neurons
(16). Response to clonidine is thus an indicator of the noradrenergic
nature of the cells recorded. It also provides an indication of the
sensitivity of the a,4-AR. In control rats (Figure 4A), the injection of 40
ng/kg clonidine rapidly reduced the firing rate of LC units to zero
(approximately 10 min) (17). However, in sensitized rats (Figure 4B)
receiving the same dose, the time to a decrease in firing rate was
significantly longer, and a total abolition of firing was not observed
in all cases. The difference in the time to a 50% decrease
from preinjection baseline values was significant, as illustrated in
Figure 4C [t; 5 = 90, p = .0001].

Effect of Clonidine on Cortical Extracellular NE Levels in
Amphetamine-Sensitized Mice

The injection of clonidine decreased cortical NE content over
a period of 100 min in naive mice (Figure 5) (two-way ANOVA
with time and treatment as factors, F319 = 14.779, p < .0001).
Clonidine did not trigger a decrease in cortical extracellular NE
levels in amphetamine-sensitized mice. A more precise analysis
with Fisher’'s PLDS test revealed that the decrease in NE levels
induced by clonidine was significantly different from that in
control mice or mice receiving amphetamine injections after
withdrawal for 4 days or 1 month (p < .05, from 20 min to 100
min). The NE basal values were not significantly different
between saline and sensitized animals after a 4-day or 1-month
withdrawal (Figure 5) (saline vs. sensitized 4-day, p = .383 and
saline vs. sensitized 1 month, p = .648).
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Figure 3. Electrophysiological properties of locus coeruleus (LC) neurons in amphetamine-sensitized rats. (A) Example of a single-unit LC cell recording.
(B, C) Basal firing rate of an LC unit of a control rat (B) and an amphetamine-sensitized rat (C) after 1-month withdrawal. y axis: spike count of the single
unit/10 sec. x axis: time in seconds. Insets: 50 action potentials superimposed. (D). Histograms of mean firing rate of 8 single neurons in control rats and
10 in sensitized rats (***p < .002 for comparison with control subjects).
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Figure 4. Inhibition of locus coeruleus neurons after clonidine injection. (A)
Clonidine (40 pg/kg, intraperitoneally) induces a decrease and then a
sustained total silence of activity in control rats. (B) In sensitized rats, firing
rate decreases with a longer latency. Note that total silence is not obtained in
all cells (not shown). (C) Mean latency to a 50% reduction in firing after
clonidine treatment (***p = .0001 for comparison with control subjects).

Membrane Expression of a,,-AR in Sensitized Mice

We investigated whether the observed loss of function was
due to a decrease in o,5-AR expression, by quantifying these
autoreceptors in the LC by autoradiography. We also determined
postsynaptic receptor density in the hippocampus. The binding
of radio-labeled [125I]—para—iodoc|onidine, an agonist, was similar
in amphetamine-sensitized and control mice after withdrawal for
a short period (4 days), indicating no change in the membrane
expression of a,a-AR in mice with and without prior repeated
amphetamine injections (Figure 6). The adaptation underlying
the impairment of o,4-AR is presumably long-lasting. Thus,
because no change was observed after 4 days of withdrawal,
we did not test the hypothesis of a decrease in membrane
expression after 1 month of withdrawal.

Guai/o Levels in Amphetamine-Sensitized Mice
Electrophysiological and microdialysis experiments strongly
suggested that a;4-AR function was impaired after amphetamine
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administration, but autoradiography revealed no change in the
expression of these receptors at the membrane. We therefore
investigated possible changes in the density of the G-proteins
coupled to a,4-AR in sensitized animals. According to Albarran-
Judrez et al. (18), three subtypes of Gai proteins are present in the
LC of C57BL/6J mice. Western blots (Figure 7) revealed that Gail
and Gui2 levels were significantly lower in the LC tissues of
amphetamine-sensitized mice after 4 days (Gial ty9s6, p < .05,
Gio2 t3130, p < .05) or 1 month (Gial tpg13, p < .05 and Gio2
tys15, p < .05) of withdrawal than in control subjects. No
difference was found in the levels of Gai3 and Goo (Gai3
p > .05, and GaO p > .05).

Consequences of the Blockade or Stimulation of «,,-AR for
Development of Amphetamine-Induced Behavioral
Sensitization

When animals were pretreated with efaroxan during amphe-
tamine sensitization, locomotor response to amphetamine on the
challenge day was 75% higher than that obtained for animals
treated with amphetamine alone (Figure 8A; Tukey-Kramer
post hoc test between saline + amphetamine and efaroxan +
amphetamine p < .05 from 10 to 60 min). Treatment with
efaroxan alone during sensitization was associated with a trend
toward a stronger locomotor response to amphetamine on the
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Figure 5. Effect of clonidine on norepinephrine (NE) release in amphe-
tamine-sensitized mice. Mice received repeated amphetamine or saline
injections followed, 4 days or 1 month later, by a clonidine injection. (A)
Time course of NE release. Basal values for NE: saline .705 = .209 pg/
sample, sensitized 4-day withdrawal .615 = .105 pg/sample, sensitized 1-
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Figure 6. Labeled agonist binding to o,a-adrenergic autoreceptor in
mouse locus coeruleus (LC) and hippocampus (HPC). Animals were
treated for 4 consecutive days with saline (sal) or amphetamine (amph)
(2 mg/kg, intraperitoneally). Quantitative autoradiography was performed
on brain slices after a 4-day withdrawal. (A) Drawing and autoradiography
of the LC. (B) Drawing and autoradiography of the HPC. (C) Optical
density in LC and HPC of naive and amphetamine-sensitized mice
(differences are not significant, unpaired t test, p = .750). Drawings are
taken from the mouse brain atlas of Paxinos and Franklin (14), reprinted
with permission from Elsevier, copyright 1997.

challenge day, but this effect was not significant. By contrast, the
stimulation of a,s-AR with clonidine during repeated ampheta-
mine treatment completely blocked behavioral sensitization,
measured 3 weeks after drug injections (Figure 8B; two-way
ANOVA, with time and prior treatment as factors, Fyq 55 = 8.426,
p < .0001, and Tukey-Kramer post hoc test between saline +
amphetamine and clonidine + amphetamine p < .05 from 5 to
30 min). Animals receiving only repeated injections of saline or
clonidine displayed no behavioral sensitization (Figure 8B;
Tukey-Kramer post hoc test between saline + saline and saline +
amphetamine p < .05 from 5 to 20 min; Tukey-Kramer post hoc
test between saline + amphetamine and clonidine + saline
p < .05 from 5 to 30 min).

Discussion

We found that repeated injections of amphetamine induced
long-term functional desensitization of a,5-AR in the LC. This
desensitization was not accompanied by a decrease in the
density of autoreceptors. Instead, we observed a decrease in
the expression of Gail and Gai2 proteins in the LC. We also found
that oa-AR blockade facilitated sensitization to amphetamine,
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whereas the stimulation of these receptors with clonidine
completely prevented sensitization. We have previously shown
that behavioral sensitization to amphetamine is strongly corre-
lated with the persistent sensitization of noradrenergic neurons,
as also reported for cocaine, opiates, alcohol, and nicotine in the
presence of monoamine oxidase inhibitors (3-5,19). The devel-
opment of both this neurochemical sensitization and behavioral
sensitization was entirely dependent on the stimulation of -
adrenergic and serotonergic (5-HT2A) receptors, because the
blockade of these receptors prevented both phenomena.

We hypothesized that noradrenergic hyperreactivity resulted
from an impairment of inhibitory feedback. We therefore blocked
the a,4-AR with efaroxan, before amphetamine injection, to
mimic autoreceptor dysfunction. In naive mice, this blockade
led to a similar hyperreactive locomotor response as observed in
sensitized mice (Figure S1 in Supplement 1), consistent with our
hypothesis. Moreover, the potentiation of NE release in naive
mice by amphetamine in the presence of efaroxan was also
similar to that observed in sensitized mice. Efaroxan was injected
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Figure 7. Western-blot analysis of Gai/o proteins in the locus coeruleus.
(A) Representative western blot of the density of Gail, Gai2, Gui3, Go,
and B-actin proteins in samples of locus coeruleus tissue from control and
amphetamine-sensitized mice after a 4-day or 1-month withdrawal. Each
Goi/o protein was detected with the corresponding antibody and
migrated to its expected molecular weight (40 kDa). The B-actin migrated
at 42 kDa. (B) Histograms of optical density relative to that of B-actin, for
each of the Gai/o proteins, in amphetamine-sensitized animals after a 4-
day or 1-month withdrawal (*p < .05 vs. the corresponding control).
Amph, amphetamine.
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Figure 8. Effect of prior treatment with o,s-adrener-
gic autoreceptor antagonist or agonist on ampheta-
mine-induced behavioral sensitization (see Figure 1
for protocol of behavioral sensitization). (A) Efaroxan
(efa) was injected with amphetamine (amph) on 4
consecutive days, and animals were challenged with
amph alone 3 weeks later. Efaroxan facilitated amph
behavioral sensitization (*p < .05 for comparison
between saline [sall+sal and sal+amph pretreat-
ments, and *p < .05 for comparison between
efat+amph and efa+sal). (B) Clonidine (clo) was
injected with amph on 4 consecutive days, and
animals were challenged with amph alone 3 weeks
later. Clonidine blocked behavioral sensitization to
amph (*p < .05 for comparison between sal+sal and
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systemically, so these findings might be accounted for by a
blockade of either the somato-dendritric a,5-AR or of the a,a-AR
located at the terminals of NE axons. We addressed this question
by measuring the basal firing of noradrenergic neurons in the LC
of naive and sensitized rats in vivo and the latency of the
inhibitory response to clonidine, which decreases NE neuron
firing (16).

Rats were used for electrophysiological studies to ensure that
reliable data were obtained. Indeed, to our knowledge, only one
published study has reported in vivo electrophysiological record-
ings of NE neurons in mouse LC and confirmed that mouse and
rat LC cells had similar electrophysiological properties: a regular
and slow steady firing rate, a long duration of positive action
potentials, and an increase in firing in response to nociceptive
stimulation of the contralateral hind paw (11). We found that
spontaneous activity under anesthesia was doubled in sensitized
animals, suggesting an increase in the excitability of these
neurons. This basal hyperactivity could account for the hyperre-
sponsiveness to amphetamine observed in sensitized animals in
the microdialysis experiments. The longer latency to the inhibi-
tory effect of clonidine in sensitized animals after 1 month
of withdrawal strongly suggests a persistent desensitization of

sal+amph pretreatments, and p > .05 for comparison
between clo+amph and clo+sal).

Clonidine

d2a-AR, because clonidine has a high intrinsic activity for a,;4-AR
despite some affinity for other a,,-AR subtypes (20).

The extracellular NE release measured in the PFC confirmed
the decrease in aya-AR function in mice. Compared with saline,
clonidine injection induced a significant NE level decrease in
saline-treated animals, whereas no significant change in sensi-
tized mice was observed after a 4-day or 1-month withdrawal.

We used quantitative autoradiography of ['*°[]-para-iodoclo-
nidine to assess autoreceptor expression in LC. No difference in
ligand binding was observed between animals treated repeatedly
with amphetamine and those treated with saline. The decrease in
the functional sensitivity of autoreceptors therefore cannot be
accounted for by a decrease in their expression at the membrane.
Our results suggest that the amphetamine target is located
downstream from the receptor, within the intracellular cascade.

As previously indicated, a,s-AR binds to Guai/o proteins,
activating agonist-induced intracellular signal transmission. Cells
respond to the activation of a,4-AR by an inhibition of stimulated
cyclic adenosine monophosphate production or an inhibition of
voltage-gated calcium ion channels in neurons, resulting in a
neuron inhibition (21,22). Several studies have shown that Gai/o
protein levels decrease after repeated treatment with cocaine, in
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several regions of the brain, including the LC (23-25). Further-
more, in postmortem studies, chronic users of cocaine, metham-
phetamine, and heroin have been found to have lower-than-
normal levels of Gi proteins in the nucleus accumbens (26). On
the basis of these findings, we assessed G protein levels and
found that Gail and Gai2 protein levels were lower in the LC of
sensitized mice than in that of control subjects after 4-day or 1-
month withdrawal. It is possible that Gai/o levels are also
modified at the level of the noradrenergic terminals. However,
amphetamine local injection in the PFC induced similar NE
release in both control and amphetamine-sensitized mice (Chris-
tophe Lanteri, Ph.D., and Jean-Pol Tassin, Ph.D., unpublished data,
2008), a finding that likely excludes a role of terminal modifica-
tions in the hyperreactive NE response in sensitized mice. Finally,
other studies (27-29) have reported changes to Gai/o levels in
various brain structures after repeated exposure to commonly
abused drugs. However, the withdrawal periods considered in
these studies were always very short (18 or 24 hours).

To prevent the autoreceptors desensitization due to somato-
dendritic NE release triggered by amphetamine, we pretreated
animals with an o,4-AR antagonist. Unexpectedly, pretreatment
actually facilitated sensitization rather than preventing it. This
implies that the desensitization of autoreceptors is not a direct
result of repeated stimulation by amphetamine-induced NE
release but probably results instead from an intracellular mechan-
ism. Interestingly, 5-HT,, receptors play a critical role in beha-
vioral and neurochemical sensitization to amphetamine (5) and
to other drugs of abuse (3,4,19) and activate the Gg/G11 path-
way favoring protein kinase C activity. It is tempting to suggest
that repeated stimulation of the 5-HT,, receptors located in the
LC (30,31) might directly or indirectly decrease Gai expression.
Indeed, several published studies have demonstrated a
protein kinase C-dependent heterologous desensitization of Gi
proteins (32-35).

The stimulation of a,5-AR with clonidine before amphetamine
injections completely prevented behavioral sensitization. Indeed,
clonidine blocks not only electrophysiological activity of NE
neurons (Figure 4) but also amphetamine-induced NE release
(Figure S2 in Supplement 1). All these data demonstrate the
major role of the noradrenergic system in the development of
behavioral sensitization to amphetamine, including the implica-
tion of aa-AR.

The most original finding of this study was the long-term
nature of the a;5-AR modifications, highlighting the major role of
autoreceptors in the enduring effects of drug abuse. One
interesting study has shown that mice lacking o,s-AR have
stronger locomotor responses to an acute injection of ampheta-
mine and that knockout mice therefore display unclear beha-
vioral sensitization to this drug (10). Other studies have reported
a downregulation of a,,-AR after prenatal cocaine exposure (36),
and the stimulation of o,5-AR has been shown to decrease
behavioral sensitization to cocaine (37).

It is clear that o,a-AR desensitization can contribute to the
noradrenergic hyperreactivity observed in sensitized animals.
However, our data do not rule out other possible explanations.
Glutamatergic transmission from the PFC, which strongly influ-
ences the activity of noradrenergic neurons in the LC (38-40),
might be reinforced by long-term potentiation-like plasticity,
similar to that observed in the nucleus accumbens (41-43) or the
ventral tegmental area (44-46) after repeated psychostimulant
injections.

In summary, we have shown that amphetamine-sensitized
animals display persistent desensitization of a;4-AR sustained by
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a decrease in the amounts of Gail and Gai2 proteins in
the LC. We also found that stimulating noradrenergic inhibitory
feedback completely prevented behavioral sensitization to
amphetamine, whereas oys-AR blockade facilitated persistent
sensitization.

Our results highlight the role of noradrenergic transmission in
amphetamine-induced behavioral and neurochemical sensitiza-
tions and suggest that a,4-AR might be an interesting target for
treatments aiming to attenuate the effects of repeated exposure
to psychostimulants.
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Supplementary information
Materials and Methods

Electrophysiological recordings. Characterization of LC units and specific details concerning
extracellular recordings: A skull screw over the frontal pole was used for grounding.
Extracellular recordings of single and multiunit activity were made with etched tungsten
microelectrodes (1-5 MOhm impedance). The signal was amplified (x10,000) and filtered
(band pass 400 Hz-10 kHz) with Grass amplifiers (P511; Grass Instruments, West Warwick,
RI, USA). Local field potentials (LFPs) were recorded from the frontal electrode. The LFP
signal was amplified (x1k) and filtered (0.25-300 Hz band pass).

The unit and LFP signals were digitized at 32 kHz and 2 kHz, respectively, using CED
Power1401 converter and Spike2 data acquisition software (Cambridge Electronic Design,
Cambridge, UK). For unit activity, signals more than twice the background were saved for

offline analysis and used to build templates based on the waveform.

LC units were encountered just under the fourth ventricle, at a depth of 5.5-6.0 mm from
the brain surface. These neurons are easily recognized by their broad action potentials
(~600 ps), slow steady firing rate (~1 Hz) and proximity to the mesencephalic trigeminal
neurons, which are activated by jaw movement and in response to a paw pinch, with a
burst of action potentials followed by a long period of inhibition. Once a reliable and stable
LC recording had been obtained, baseline spontaneous firing was recorded for 20 min. In

some animals, clonidine (40 pg/kg) was injected after physiological saline.
Immunodetection of G/,

Western blot analysis: The protein concentrations were determined by the Bradford

method, with bovine serum albumin as the protein standard. Protein samples (35 pg) were
boiled for 5 min at 95°C in NUPAGE® LDS Sample Buffer (Invitrogen) containing 2.5% pB-
mercaptoethanol, and were then run on a 10% NuPAGE® SDS-PAGE Gel Electrophoresis
System and transferred to PVDF membrane (Immobilon®, Millipore). Membranes were
blocked by incubation for 1 h at RT in Odyssey® Blocking Buffer (LI-COR Biosciences), and
incubated overnight at 4°C with mouse monoclonal antibodies against Gail (1:600,
ab19932), Gai2 (1:500, ab78193), rabbit polyclonal antibodies against Gai3 (1:300, SC-262),
Gao (1:300, SC-387), plus Tween-20 (0.1%). Gao and Gai3 were purchased from Santa Cruz

Biotech (Heldelberg, Germany), whereas Gail and GaQi2 were obtained from Abcam
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(Cambridge, UK). Membranes were incubated for 1 h at RT in Odyssey Blocking Buffer plus
Tween-20 (0.1%) with a goat anti-rabbit or a goat anti-mouse IR-Dye 680/800-coupled
secondary antibody (1:5000, LI-COR Biosciences). Immunoreactivity was detected with the
Odyssey® Infrared Imaging System (LI-COR Biosciences). Beta actin (A544J; Sigma-Aldrich)
immunodetection was performed, as an index of cellular protein level. Imnmunostaining was
quantified with a ChemiGenius2 analyzer and software (Ozyme). Homogenates were

studied in triplicate (n=8/group).

Statistics. In electrophysiological measurements, spike shapes were detected online, stored
and then further isolated from electrical noise offline by template matching, together with
cluster analysis based on principal components and specific wave form measurements, to
ensure the isolation of single units. The number of single units isolated from the 18 rats
used in these experiments varied slightly between experiments (see results). Basal firing
rate (mean (xSEM) spikes/s (Hz)) was calculated for a fixed time window of stable recording
for at least 300 s, for each single unit recorded in the control group (n=8) and the sensitized
group (n=10). Differences between groups were evaluated in t-tests for independent
samples. The change in firing rate after drug treatment was evaluated by comparing the
baseline firing rate with that after injection, in a fixed time window, in paired t-tests.

Latency was defined as the time to a significant and sustained change in firing rate.
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Figure S1: Effect of an efaroxan pre-treatment on locomotor response induced by an acute
amphetamine injection.

Efaroxan (2.5mg/kg, i.p.) was injected 30 min prior to acute amphetamine injection
(2mg/kg, i.p.). Efaroxan pretreatment potentiates amphetamine-induced locomotor
hyperactivity [two-way ANOVA, with time and pre-treatment as factors, F(24,24)=7.199,
p<0.0001 and Tukey-Kramer post-hoc test between sal+amph and efa+amph p<0.05 from
20 to 80 min]. n=8/group
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Figure S2: Effect of clonidine pre-treatment on NE release in naive mice.

Mice received an injection of clonidine (0.2mg/kg, i.p.) or saline, followed 30 min later by
amphetamine (2mg/kg, i.p.).0,4-AR stimulation blocks amphetamine-induced NE release in
the PFC [two-way ANOVA with time and pre-treatment as factors, F(6,6)=3.899 p<0.0035.
Fisher’s PLDS post-test, p<0.05, from 20 to 60min]. Basal values of NE were similar for
saline and clonidine groups (0.398 + 0.06pg and 0.523 + 0.06 pg, respectively). n=5/group
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Lanteri, Laurence Lanfumey et Jean-Pol Tassin

* Ces auteurs ont participé de maniéere équivalente a ce travail
Statut : En écriture

Résumé

De maniere équivalente a I’hyper-réactivité noradrénergique mesurée chez les
animaux sensibilisés, on observe une réponse potentialisée du systéeme
sérotoninergique (Salomon et al. 2006; Lanteri et al. 2008). Les caractéristiques de
I'état des deux systemes est en effet similaire. L'injection de para-chloro-
amphétamine (PCA), qui libere la sérotonine (5-HT), induit chez les animaux
sensibilisés une libération exacerbée de 5-HT dans le CPF. Cette potentialisation est
observée chez les animaux sensibilisés pour toutes les drogues et se maintient a

long terme.

A l'instar de I'article précédent, I'objectif de ce travail était d’établir les mécanismes
impliqués dans le maintien de I’hyper-réactivité persistante observée chez les
animaux sensibilisés. L’hypothese de I'altération du rétrocontrole noradrénergique
s'étant révélée pertinente, nous nous sommes directement orientés vers les
récepteurs 5-HT;n sérotoninergiques (5-HT:a-R), en supposant que, chez les

animaux sensibilisés, ces récepteurs sont désensibilisés a long terme.

Rappelons que I'activation des autorécepteurs 5-HT15-R, fortement exprimés sur les
corps cellulaires sérotoninergiques, active la voie de signalisation Ggi, et inhibe

I'activité sérotoninergique.
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Résultats principaux

Afin de tester la validité de I’hypothése, nous avons vérifié que le blocage des 5-

HT1a-R induit une hyper-réactivité sérotoninergique chez des animaux naifs.

1. Une injection de PCA précédée d’une injection systémique de WAY 100635,
un antagoniste des 5-HTia-R, induit une libération potentialisée de 5-HT

dans le CPF en comparaison de la libération induite par le PCA seul.

Nous avons par la suite testé fonctionnellement I'état de sensibilité des 5-HT;5-R

chez les animaux sensibilisés a I'amphétamine (2mg/kg, i.p.).

2. Chez les animaux sensibilisés aprés un court ou un long sevrage, on
n’observe plus de diminution de libération de 5-HT dans le CPF induite par le

8-OH-DPAT, un agoniste des 5-HTa-R.

Afin d’identifier le mécanisme qui maintient la désensibilisation 5-HTa-R, nous
avons comparé 'expression des récepteurs dans le raphé dorsal (RD) des souris

controdles et sensibilisées.

3. On n’observe pas de différence d’expression des 5-HT14-R chez les animaux
sensibilisés, ni dans le noyau du raphé ni dans la couche CAl de
I'hippocampe, lorsque ces récepteurs sont marqués par un antagoniste

radioactif.

Nous nous sommes alors concentrés sur |'étape consécutive a I'activation du
récepteur, le couplage avec la protéine Gy, en mesurant fonctionnellement le
couplage des 5-HT1a-R aux protéines G avec la technique du GTPYS et |'expression

de ces protéines au niveau du RD.

4. Le couplage entre les 5-HT14-R et les protéines G est diminué dans le RD des
souris sensibilisées apres un court et un long sevrage. Cette diminution

pourrait étre expliquée par la diminution d’expression des protéines Gg;1.

Enfin, comme I’activation des récepteurs 0,5-AR pendant la sensibilisation bloque
totalement le développement de celle-ci, nous avons testé I'activation des 5-HT1a-R

pendant les effets de 'amphétamine.
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5. Stimuler les 5-HT15-R avant les injections quotidiennes d’amphétamine avec

le 8-OH-DPAT ne semble avoir aucun effet sur la sensibilisation.

Conclusions

Les animaux ayant regu des injections répétées d’amphétamine présentent des 5-
HT1a-R désensibilisés a long terme. Cette désensibilisation est maintenue par une
diminution du couplage entre les récepteurs et les protéines Gy, elle-méme
entretenue par une diminution de la sous-unité Gg;;, qui se maintient aprés un mois

de sevrage.

Contrairement au rble des a,5-AR dans l'induction de la sensibilisation démontré
précédemment, la stimulation des 5-HT14-R pendant 'action de 'amphétamine n’a

pas d’effet sur la réponse locomotrice le jour test.

Au-dela des ressemblances évidentes entre ce travail et I'article n°2, soulignons
gu’aux doses d’amphétamine utilisées cette drogue ne libére pas la 5-HT chez la
souris. Ce point est important car il suggére que la désensibilisation des 5-HT15-R
n'est pas due a une libération directe de 5-HT par 'amphétamine, mais a I'effet
d’un autre systeme sur le systeme sérotoninergique. En nous basant sur
I'importante interaction entre le systeme sérotoninergique et noradrénergique
détaillée précédemment, nous proposons que ce dernier systéme est capable, a
I’état hyper-réactif, de stimuler le systéme sérotoninergique et d’altérer son

rétrocontrole.
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Serotonergic feed-back is disrupted after amphetamine-induced behavioral sensitization
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* These authors contributed equally to this work.

Introduction

Addiction is a chronic, relapsing disorder characterized by the incapacity to stop drug taking
behaviour even after realizing the negative consequences of its abuse. One of the hallmarks
of addiction is the high risk of relapse, since addicts clearly stay vulnerable to the drug long
after quitting drug use (Steketee and Kalivas 2011). Thus, it is accurate to focus on the long-
term neurobiological modifications induced by drugs of abuse, in order to find new

therapeutic targets to help avoiding relapse.

Classically, many studies show the importance of dopaminergic transmission in addiction
and addiction-like behaviours in rodent models (Russo et al. 2010). However, a smaller area
of research studies the role of the serotonergic transmission, and how serotonin (5-HT) can
influence addictive behaviours, directly or via its interaction with dopamine (DA)
(Cunningham, Paris, and Goeders 1992; Nic Dhonnchadha and Cunningham 2008; Miszkiel,

Filip, and Przegalinski 2011; De Deurwaerdeéere and Spampinato 1999).

Regarding to the behavioural sensitization model, in which repeated injections of the same
dose of drugs induce a potentiated locomotor activity, recent work has shown that in
parallel to that sensitization, a neurochemical sensitization of noradrenergic and
serotonergic transmissions occurs (Tassin 2008). Particularly for serotonin, this sensitization
is shown by measuring a potentiated serotonergic release in the prefrontal cortex (PFC)

after a challenge with para-chloro-amphetamine (PCA), a 5-HT releaser.

Interestingly, neurochemical sensitization measured in sensitized animals is observed for all
drugs of abuse (amphetamine, cocaine, morphine, alcohol, MDMA and nicotine coupled
with inhibitors of monoamines oxidases) and is maintained up to 1 month of withdrawal

(Salomon et al. 2006; Lanteri et al. 2008; Lanteri et al. 2009; Lanteri et al. 2013).
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In order to understand the long-term modifications induced by drugs of abuse modifying
serotonergic response, we aimed to understand the molecular mechanisms sustaining this

hyper-reactivity.

Because we observe an exacerbated response, one hypothesis focused on a possible
alteration of serotonergic inhibitory feed-back function. It is of particular interest that in
amphetamine-sensitized animals, the noradrenergic hyper-reactivity, very similar to the
serotonergic one, is maintained by a long term desensitization of a,,-adrenergic receptors
(Doucet et al. 2013). These receptors control the main inhibitory feed-back of the

noradrenergic system.

In the serotonergic system, the main receptors controlling the inhibitory feed-back are the
5-HT,, serotonergic receptors (5-HT;4-R), which are strongly expressed in the raphe nucleus
as autoreceptors but are also found as heteroreceptors in projections areas of the brain. 5-
HT,»-R belong to the family of G protein coupled receptors (Hoyer, Hannon, and Martin
2002), and agonist-binding leads to the activation of the G, intracellular cascade, which

ultimately causes the inhibition of serotonergic neuronal activity (Hamon et al. 1990).

We thus hypothesize that amphetamine-sensitized mice exhibit a sustained desensitization

of 5-HTx-R.

First, we tested whether impairing 5-HT;4-R function in naive mice lead to serotonergic
hyper-reactivity. We used WAY 100635, a selective antagonist which exhibits a 100-fold
greater affinity for 5-HT;4-R when compared to other 5-HT receptor subtypes (Forster et al.
1995). We then checked the functional activity of 5-HT;a-R-mediated feed-back by
measuring cortical 5-HT release after stimulation of these receptors. After quantifying 5-
HT,A-R expression, we measured their functional coupling to G proteins, which expression
was also assessed. Finally, we strongly activated 5-HT;4-R prior amphetamine injection to

evaluate the role of these receptors in the drug-induced locomotor response.
Materials and Methods

Animals. Male C57BI/6J inbred mice (26 g to 32 g) were purchased from Charles River. They
were housed with food and water supplied ad libitum and a 12-hour light/dark cycle (lights
on at 07:30 h). They were allowed to get used to the laboratory regimen for one week
before the experiments began. Animals were treated in accordance with the Guide for Care
and Use of Laboratory Animals of the National Institutes of Health and the European

Community Council Directive 86/609/EEC.
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Drugs. D-amphetamine sulfate, para-chloro-amphetamine (PCA), 8-OH-DPAT (()-8-
Hydroxy-2-(dipropylamino)tetralin hydrobromide) (0.5 mg/kg) and WAY 100635 maleate
salt (N-[2-[4-(2-Methoxyphenyl)-1-piperazinyl]ethyl]-N-2-pyridinylcyclohexanecarboxamide
maleate salt) were dissolved in saline. 5-carboxamido-tryptamine (5-CT) was dissolved in a
buffer described below. Drugs were purchased from Sigma Aldrich (L’'isles d’Abeau Chesnes,
France). Drugs were injected intraperitoneally (i.p.). Doses are expressed as salts. D-
amphetamine sulfate was administered at a dose of 2 mg/kg and PCA at 7mg/kg (Itzhak et
al. 2004; Salomon et al. 2006). WAY 100635 and 8-OH-DPAT were administered at a dose of
0.5 mg/kg for microdialysis experiments. 5-CT was used at four different concentrations: 10°

8 107, 10°, 10°M. For locomotor measurements, 8-OH-DPAT was administered at a dose of

1 mg/kg.

Locomotor Activity. Mice were introduced into a circular corridor (4.5 cm width, 17 cm
external diameter) crossed by four infrared beams (1.5 cm above the base) placed at every
90° (Imetronic, Pessac, France). Locomotor activity was counted when animals interrupted
two successive beams and thus had traveled along one quarter and expressed as the
number of quarter turns / 5 min. Spontaneous activity was recorded for 120 minutes and
the mice were then injected with amphetamine or 8-OH-DPAT plus amphetamine. 8-OH-
DPAT was administered twice (30 min before and 1 h after amphetamine injection)
to maintain its concentration during the effects of amphetamine. Only mice
displaying locomotor activity superior to 120 % turn/Smin were considered as

sensitized.

Microdialysis Surgery. Mice were anesthetized with sodium pentobarbital (60 mg/kg,
Sanofi Santé Animale, France). A unilateral permanent cannula (CMA/7 guide cannula;
Phymep, Paris, France) was placed at the edge of the PFC. The coordinates for the guide
cannula tips were: anteroposterior, +2.6 mm relative to bregma; mediolateral, +0.5 mm;
dorsoventral, 0 from dura (Paxinos, G. and Franklin, K.B.J, 199715). After surgery, mice

were placed in individual cages and allowed to recover for at least four days.

Microdialysis Experiments. On the day of the experiment, the microdialysis probe was
inserted into the PFC (membrane length, 2 mm; diameter, 0.24 mm; cutoff, 6000 Da;
CMA/7 microdialysis). Artificial CSF (in mM: 147 NaCl, 3.5 KCI, 1 CaCl2, 1.2 MgCI2, 1
NaH2P04, 25NaHCO3, pH7.6) was perfused into the PCF with a CMA100 microinjection

pump through the probe at a rate of 1pl/min via FEP catheter (internal diameter, 0.12mm)
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connected to a fluid swivel. Appropriate steady-state 5-HT levels in perfusate samples were
reached 140 min after probe insertion. Samples (20 pl every 20 min) were collected in a
refrigerated fraction collector (CMA/170) over a period of 100 min for the determination of

basal extracellular 5-HT levels

Biochemistry. Dialysate samples were placed in a refrigerated automatic injector (Triathlon;
Spark Holland). High-performance liquid chromatography was performed with a reverse-
phase column (80 x 4.6 mm; 3 um particle size; HR-80; ESA). The mobile phase (0.1 M
NaH,PO,, 0.1 mM EDTA, 2.75 mM octane sulfonic acid, 0.25 mM triethylamine, 15%
methanol, pH = 2.9) was delivered at a rate of 0.7 ml/min by an ESA-580 pump.
Electrochemical detection was performed with an ESA coulometric detector (Coulochem Il

5100A, with a 5014B analytical cell; Eurosep).

Quantitative Autoradiography of 5-HT,, receptor expression. Mice were decapitated,
brains were frozen in -30°C isopentane and stored at -80° C. 16um sections of interest (RD
and CA1 area of the hippocampus) were cut at -20 °C and stored at -80 °C. Sections were
incubated for 20 min at room temperature (RT) in 50 mMTris buffer pH = 7.4 and then for
1h at 20°C with the same buffer supplemented with 0.8 nM [°H]-WAY 100635 (81 Ci/mmol).
Sections were washed twice in cold buffer (5 min each), briefly dipped in ice-cold distilled
water, dried and exposed for one month. Nonspecific binding was assessed by adding
10uM 5-HT to the incubation medium. A Biocom densitometer was used for quantification.
The optical density was measured on 6 to 12 sections/structure/animal. Specific binding

was obtained by subtracting nonspecific binding from total binding.

Quantitative autoradiography of 5-HT,,-mediated [**S]GTPyS binding

Mice were decapitated and their brains were frozen by immersion in isopentane chilled at -
30°C with dry ice, then stored at -80°C. 20 um thick coronal sections were cut at -20°C, and
thaw-mounted onto gelatin-coated slides. Autoradiographic measurement of 5-HT;,
receptor-stimulated [*>S] GTPyS binding in the dorsal raphe nucleus and the CA1 area of the
hippocampus was performed according to Kelai et al. 2008. Briefly, brain sections were
preincubated then incubated with 0.05 nM [*°S] GTPYS (1000 Ci/ mmol) either in the
absence (basal conditions) or the presence (stimulated conditions) of 5-carboxamido-
tryptamine (5-CT), a non selective 5-HT, receptor agonist with nanomolar affinity for 5-HT;,
receptors at three different concentrations (10, 107, 10°® M). Serial sections were equally
dispatched on the slides so that all section levels could be incubated with the three 5-CT

concentrations. Non-specific binding was determined in the presence of 10° M WAY
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100635 to block 5-HT;4 receptors (Fletcher et al. 1996). Optical density was measured on
Biomax MR autoradiographic films (Kodak, Rochester, NY, USA) using computerized image
software (Samba). 5-CT-stimulated [**>S] GTPyS binding is expressed as percentage over the

baseline: [(stimulated-basal)/ basal] - 100.

Immunodetection of Gai/o

Preparation of homogenates: Brains were obtained as described above and 400um serial

coronal sections were cut at -18 °C in a cryostat. We punched 10 mg of RD (n=8
mice/group) from the slices according to the atlas of Paxinos and Franklin (1997). These RD
samples were sonicated (1 g/10 V) in ice-cold Tris-HCl buffer (50 mM Tris, pH = 7.3; 100 mM
NaCl, 2 mM MgCl,, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 0.5 mM dithiothreitol, 0.32 M sucrose)

supplemented with a Protease Inhibitor Mixture tablet (Roche Diagnostics).

Western blot analysis: The protein concentrations were determined by the method of

Bradford, with bovine serum albumin as the protein standard. Protein samples (35 pg) were
boiled for 5 min at 95°C in NUPAGE® LDS Sample Buffer (Invitrogen) containing 2.5% pB-
mercaptoethanol, and were then run on a 10% NuPAGE® SDS-PAGE Gel Electrophoresis
System and transferred to PVDF membrane (Immobilon®, Millipore). Membranes were
blocked by incubation for 1 h at RT in Odyssey® Blocking Buffer (LI-COR Biosciences), and
incubated overnight at 4°C with mouse monoclonal antibodies against Gg; (1:600,
ab19932), Ggi; (1:500, ab78193), rabbit polyclonal antibodies against Gy;; (1:300, SC-262),
Ggo (1:300, SC-387), plus Tween-20 (0.1%). Gy, and Gg;; were purchased from Santa Cruz
Biotech (Heldelberg, Germany), whereas Gg; and Gg, were obtained from Abcam
(Cambridge, UK). Membranes were incubated for 1 h at RT in Odyssey Blocking Buffer plus
Tween-20 (0.1%) with a goat anti-rabbit or a goat anti-mouse IR-Dye 680/800-coupled
secondary antibody (1:5000, LI-COR Biosciences). Immunoreactivity was detected with the
Odyssey® Infrared Imaging System (LI-COR Biosciences). Beta actin (A544J; Sigma-Aldrich)
immunodetection was performed, as an index of cellular protein level. Inmunostaining was
quantified with a ChemiGenius2 analyzer and software (Ozyme). Homogenates were

studied in triplicate (n=8/group).
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Statistics

We used Graph Pad Prism 5.0 software (San Diego, CA). Data from microdialysis and
locomotor activity experiments are expressed as a function of time. Microdialysis data were
normalized as a percentage of the respective mean basal value. Extracellular 5-HT levels
were compared and analyzed by two-way ANOVA. When interactions were significant, we
used Fisher’s PLSD post-hoc test. In the 5-HT4 agonist-induced [*>S]GTPyS binding, we used
two-way ANOVA followed by Bonferroni post-hoc test. For locomotor activity data obtained
after amphetamine treatment, differences were assessed by two-way ANOVA (repeated
measures) followed by a Tukey-Kramer post-hoc test. Values of p<0.05 were considered
significant. Each group contained eight animals, except for microdialysis experiments, for

which each group contained five to eight animals.
Results
5-HT,, antagonist potentiates the PCA-induced release of 5-HT in the PFC.

In saline-treated mice, an injection of PCA increased extracellular 5-HT levels in the PFC up
of 600% whereas in sensitized mice, the same injection induced a release of 1000% [Figure
1A, Two-way ANOVA with time and treatment as first factor and sensitization (i.e. saline or
amphetamine) as second factor: global interaction (F(ss0) = 4.016, p < 0.005); Fisher’s PLSD
test p<0.05 from 60 and 100 min]. We thus reproduce the serotonergic hyperreactivity

observed in Salomon et al. 2006.

To test whether 5-HT;4-R dysfunction could have a role in the potentiated serotonergic
response observed in sensitized animals, we blocked these receptors with WAY 100635, a
5-HT,s antagonist, in naive mice. The injection of WAY 100635 30 min before PCA
potentiated cortical 5-HT release to levels similar to those observed in amphetamine-
sensitized mice [Figure 1A,B, two-way ANOVA with time and challenge (i.e., PCA or saline)
as factors (Fis5) = 11.73 p<0.005) Fisher’s PLSD p <0.05 from 60 and 120 min]. The 5-HT
cortical release induced by both the injection of WAY 100635 and amphetamine is higher
than those induced by PCA in amphetamine sensitized-mice. This stronger response is
probably due to a too high dose of WAY 100635. Nevertheless, this result supports the idea
of a possible alteration of 5-HTi4-R in sensitized animals. 5-HT basal values were not
different between saline and amphetamine groups (t test, p=0.8290; basal values oh 5-HT:

naive mice 0.341 + 0.096 pg/sample, sensitized 0.326 + 0.0157 pg/sample).
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Figure 1: 5-HT,, autoreceptors blockade in naive mice induces similar PCA- induced 5-HT
release to that observed in sensitized mice.

Mice received an injection of WAY 100 635 (0.5mg/kg, i.p.) followed 30 min later by para-
chloro-amphetamine (PCA) (7mg/kg, i.p.) or saline. (A) Time course of 5-HT release in the
prefrontal cortex. (B) Histograms of areas under the curve (AUC) between 0 and 100 min.
Note that the 5-HT release induced by PCA in sensitized mice is similar after a 4-day and
one month withdrawal (Salomon et al. 2006).
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Effect of 8-OH-DPAT on cortical extracellular 5-HT levels in amphetamine-sensitized mice.

As expected and previously shown (Ago et al. 2003), an injection of 8-OH-DPAT decreased
cortical 5-HT content over a period of 80 min in naive mice. This decrease is significantly
lower in amphetamine-sensitized mice after 4-days and 1-month withdrawal [Figure 2A,B,
two-way ANOVA with time and treatment as factors, (F( 101 = 16,65; p < 0,0001); Fisher’s
PLSD test p<0,05 from 20 and 60 min between control and 4-day withdrawal and from 20
and 80 min between control and1-month]. These results suggest a long-lasting functional
alteration of 5-HT;, receptors. The 5-HT basal values were not significantly different
between saline and sensitized animals after a 4-day or 1-month withdrawal (saline/4 days-
withdrawal, t test=0.05934, p=0.9525; saline/1 month-withdrawal, t test=0.05389,
p=0.9573). Basal values of 5-HT: control mice 0.371 * 0.180 pg/sample, 4-day withdrawal
sensitized 0.349 *+ 0.179 pg/sample, 1-month withdrawal sensitized 0.343 + 0.177

pg/sample).

Membrane Expression of 5-HT,-R in Sensitized Mice

To test whether 5-HT;4-R functional alteration measured in sensitized mice was due to a
decrease of receptors expression, we performed a quantitative autoradiography of 5-HT;4-R
using the radio-labeled antagonist [?H]-WAY 100635 in the RD (autoreceptors) and in the
CA1 area of the hippocampus (heteroreceptors) (Figure 3A). There was no difference
between [*H]-WAY 100635 binding in control or sensitized animals after a 4-days of
withdrawal in none of the two areas (Figure 3B). Since serotonergic potentiation is already
measure after a short withdrawal but no difference in 5-HT;,-R expression was seen at that
time point, it is unlikely that serotonergic neurochemical sensitization is sustained by a

change of receptors expression.
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Figure 2: Loss of 8-OH-DPAT capacity to induce decrease of 5-HT release in sensitized
mice.

Mice received repeated amphetamine or saline injection followed, 4 days or 1 month later,
by an 8-OH-DPAT injection. (A) Time course of 5-HT release. (B) Histograms of area under
curves between 20 and 100 min (*p<0.05 significantly different from repeated saline, test

saline).
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Figure 3: The expression of 5-HT;,-R doesn’t change after amphetamine-induced
sensitization.

Labelled antagonist binding to 5-HT;4-R in mice dorsal raphe (DR) and hippocampus (CA1).
Animals received repeated amphetamine (2mg/kg) or saline injection (A) Autoradiography
of the DR and CA1l. (B) Optical density in the DR and CA1 of naive and amphetamine-
sensitized mice (differences are not significant).
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Quantitative autoradiography of 5-HT,, agonist-induced [*>S]GTPyS binding

Because 5-HT;,-R expression was unchanged, we went a step further in the receptor
signalling and measured the functional binding of 5-HT,4-R to the coupled G protein for
both the autoreceptors (located mainly in the RD) and the heteroreceptors (measured in
the hippocampus). The percentage of agonist-induced [*>S]GTPyS binding was lower in the
RD of amphetamine-sensitized mice after 3 weeks of withdrawal (Figure 4A, B), showing a
decreased coupling between the receptors and the G protein (two-way ANOVA,
F(14,168)=9.093, Bonferroni post-hoc test *p<0.05). Interestingly, this decreased coupling was
not observed at the level of the CAl area of the hippocampus (Figure 4C), suggesting a

specific decrease in the 5-HT,, autoreceptors.
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Figure 4: Amphetamine-sensitized mice exhibit a decreased 5-HT;,/G; protein coupling
after a long withdrawal. Quantitative autoradiography of 5-HT;,-R-mediated [**S]GTPyS
binding in the dorsal raphe (DR) after 4-days (A) or one-month (B)of withdrawal and
hippocampus (CA1) after 4-days of withdrawal (C) (*p<0.05)
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Gai/o Levels in amphetamine-Sensitized Mice.

Since the 5-HT;4-R expression is unchanged in sensitized animals but we measure functional
decrease of coupling between these receptors and G proteins, we focused on G protein
expression in sensitized animals. Western-blot analysis revealed that G, levels were
significantly lower in the DR tissues of amphetamine-sensitized mice after 4-days (Ggi1 ts.00s,
p<0.05) and 1-month withdrawal (Gg; t2.842, p<0.05) than in control (Figure 5). No difference

was found in the levels of G, G4z and G, (p>0.05).
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Figure 5: G, protein expression is decreased in amphetamine-sensitized mice after a
short and a long withdrawal. (A) Representative western-blot of the density of Gy, Gai,
Gais, Ggo and B-actin proteins in sample of dorsal raphe nucleus tissue from control and
amphetamine-sensitized mice after a 4-day or 1-month withdrawal. Each Gy, protein was
detected with the corresponding antibody and migrated to its expected molecular weight
(40 kDa). The B-actin migrated at 42KDa. (B) Histograms of optical density relative to that of
B-actin, for each of the Gai/o proteins, in amphetamine-sensitized animals after a 4-day or
1-month withdrawal (*p<0.05 vs. the corresponding control).
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Stimulation 5-HT;4-R during amphetamine-induced behavioral sensitization

Activating 5-HT;4-R while amphetamine is still active allowed us to test if a strong
stimulation of these receptors had an effect on the induction of sensitization. Pre-
treatment of 5-HT;4-R with 8-OH-DPAT (1mg/kg) before amphetamine modified neither the
induction nor the expression of amphetamine induced behavioral sensitization (Figure 6).
However, for the first amphetamine injection coupled with 8-OH-DPAT agonist, we could

measure a slight, non significant lower locomotor response (data not shown).
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Figure 6: Activating 5-HT;,-R feed-back with 8-OH-DPAT during sensitization doesn’t
affect amphetamine-induced behavioural sensitization. 8-OH-DPAT (1mg/kg) was injected
with amphetamine on 4 consecutive days and mice were challenged with amphetamine
alone 3 weeks later.
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Discussion

We have shown that amphetamine-sensitized mice exhibit a persistent desensitization of 5-
HT.4-R. This alteration of the main serotonergic inhibitory feed-back is sustained by a
decreased of G, protein expression, which decreases the functional coupling between the
receptors and the G protein. It appears that the expression of 5-HT;4-R is not changed in
sensitized animals. Moreover, strongly stimulating serotonergic autoreceptors doesn’t

affect the induction or the expression of amphetamine-induced sensitization.

Before focusing on the function of 5-HT;A-R in sensitized animals, we tested whether the
blockade of these receptors could induce the same hyper-reactivity observed in treated
animals but in naive animals. 5-HT;4-R blockade with WAY 100635 actually induced a high
potentiated 5-HT release in the PFC after a PCA challenge. This result, similarly obtained by
others (Luz Romero and Artigas 1997), suggests that the hypothesis of an impairment of 5-
HT.14-R in sensitized mice is accurate. It is noteworthy that WAY 100635 injection alone did
not release 5-HT in control mice, according to its role as a silent 5-HT;,-R antagonist

(Forster et al. 1995; Routledge et al. 1993).

The hypothesis was then tested in amphetamine-sensitized animals. When possible, we set
two time points: 4-days and 3-weeks to one-month of withdrawal (short and long
withdrawal, respectively). In naive mice, systemic injection of 8-OH-DPAT, a 5-HT;, R
agonist (Hedlund et al. 2004) induced a decrease of cortical 5-HT release, that is not
observed any more in sensitized mice, after a short and a long withdrawal. This result
suggests a long-lasting impairment of 5-HT;4-R in amphetamine-sensitized mice. The
inhibitory effect of 8-OH-DPAT on DR’s areas of projection has been shown many times in
the literature (Romero, Celada, and Artigas 1994; Bonvento et al. 1992) and it is thought to
be mainly the result of 5-HT;, autoreceptors-mediated activation of inhibitory feed-back.
Nonetheless, because the injection of 8-OH-DPAT was systemic, we cannot rule out a
possible role of the 5-HT;4-R expressed post-synaptically. This result differs with one study
carried out on rats, in which the authors measured an increase of [°H]8-OH-DPAT binding to
5-HT.4-R in the DR of amphetamine-induced sensitized animals after one day and 15 days of
withdrawal (Bonhomme et al. 1995). However, in addition to the difference of species, the
dose of amphetamine used in the later study is around 5 times higher than the dose we
used, and is given twice a day for 6 days, contrary to once a day for 4 days in our protocol.
In this respect, the authors assess behavioural sensitization rating stereotyped behaviours,

while with our dose of amphetamine, this behaviour is not observed. The conflicting results
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can thus be explained by the difference of drug exposure, since locomotor response and
stereotyped behaviours are competitive behaviours probably controlled by different

neuronal systems (Vanderschuren and Pierce 2010).

After proving the long-term desensitization of 5-HT4-R in sensitized mice, we focused on
the mechanisms sustaining this desensitization. The first logical hypothesis was a down
regulation of receptors expression. However, quantitative autoradiography of 5-HT;a-R
showed no changes in receptor expression after amphetamine treatment after a short
withdrawal. In an attempt to discriminate autoreceptors from heteroreceptors, we
measured the labeling of the antagonist [°H]-WAY 100635 in the RD (autoreceptors) and in
the CA1l area of the hippocampus (heteroreceptors), but the same optical density was

measured between saline or amphetamine treated animals in both regions.

We then shifted our attention to the following step of the intracellular signaling, the
coupling with the Gy proteins. Using agonist-induced [*°S] GTPyS binding, we obtained a
functional measure of the coupling between 5-HT14,-R and Gg; proteins. In amphetamine
sensitized mice, this coupling was decreased after a long withdrawal. Interestingly, this
decrease was only observed in the RD and not in the hippocampus, suggesting a specific

change of presynaptic 5-HT4-R only.

Undoubtedly, because agonist and antagonist injections are systemic, our data cannot
ascertain that the desensitization concerns only autoreceptors, but a body of evidence
leads to that conclusion. First of all, it has been suggested that pre and post-synaptic 5-
HT,,-R differ in response to 5-HT,, ligands (Ago et al. 2003). Indeed, pindolol, a 5-HT;4-R
weak partial agonist and antagonist, seems to have more potent blocking properties of pre-
synaptic 5-HT;4-R than post-synaptic ones (Romero et al. 1996). A different response to a
same treatment between auto and heteroreceptors has also previously been observed.
Indeed, a study shows an uncoupling between 5-HT4-R and Gg; proteins only in the RD after
chronic fluoxetine treatment, but no change in other regions where 5-HT1,-R are expressed
as heteroreceptors (substantia nigra and hippocampus) (Pejchal et al. 2002). Lastly, a study
shows that the presynaptic 5-HTi4,-R of the RD is more sensitive to inhibition by the
antagonist WAY 100635 than the postsynaptic 5-HT;a-R (Ago et al. 2003). The reason for
this divergence is still unknown. It has been suggested that differences in receptor reserve
or the efficacy of coupling with the signal transduction system could explain these

distinctions, since Kd values of WAY 100635 and its potency in antagonizing 5-HTs-R-
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mediated responses are similar for pre and postsynaptic receptors (Corradetti et al. 1996;

Castro et al. 2000; Ago et al. 2003).

Moreover, the expression of Gy, was decreased after both 4-days and one-month of
withdrawal, suggesting that this down regulation of Gg; expression could explain the
decreased coupling to the 5-HT;, autoreceptors. Although a pool of several G proteins are
expressed in the RD (Ggi1, Gaiz, Gaiz, Gaifo), @ study reports that 5-HT4-R interact exclusively
with the Ggs subtype in the rat raphe area (Mannoury la Cour et al. 2006). In our
conditions, Ggs expression isn’t modified in sensitized mice, and we believe Gy; down
regulation still can affect 5-HTa-R intracellular signalling. First, we speculate that
differences of coupling partners can be seen between species. Secondly, down regulation of
Gqi1 subtype could logically impact the functioning the pool of G of proteins. Like so, in
sensitized mice, receptors usually binding several G4 proteins would compensate Gg;; down
regulation with increased Gg;; binding. This would decrease Gg;; availability and result in a
lower efficacy of 5-HT14-R/Ggi; coupling. Mechanisms showing heteroregulation of 5-HT;4-R
by another receptor have been described in the literature. One example establishes that
the blockade of CB1 receptors induced a functional desensitization of 5-HT;-R in the RD

(Aso et al. 2009).

Finally, activating serotonergic feed-back during amphetamine’s effect doesn’t have any
impact on drug-induced behavioural sensitization. Our result contrasts with other studies
which main findings show an attenuation of methamphetamine sensitization by a 5-HT;4-R
agonist (Ago et al. 2006) or a complete inhibition of amphetamine sensitization by 8-OH-
DPAT, another 5-HT;,-R agonist (Przegalinski et al. 2000). Our result implies that 5-HT;4-R
do not take a part in sensitisation, but that desensitization of these receptors would be a
secondary effect of amphetamine exposure. It isn’t surprising, since in our conditions,
2mg/kg of amphetamine doesn’t release 5-HT in mice. However, several results suggest a
shared, similar role of noradrenergic and serotonergic receptors in drug-induced
behavioural sensitization, since the specific blockade of qz-adrenergic and 5-HT,a
serotonergic receptors completely block sensitization (Tassin 2008). Recent work showed a
long-lasting desensitization of a,s-adrenergic receptors, the receptors controlling
noradrenergic inhibitory feed-back (Doucet et al. 2013). Modifying Q,s-adrenergic receptors
drastically influenced amphetamine-induced behavioural sensitization. It is tempting to
think that for drugs of abuse inducing a release of 5-HT, like morphine or heroin, 5-HT;4-R

could exhibit a similar control of induced locomotor response.
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Conclusion

The main result of this work is that, at low doses, 2mg/kg amphetamine-induced
behavioural sensitization long-lastingly impairs 5-HT;4-R signalling. This desensitization is
maintained by a persistent decrease of Gg; protein expression which most likely decreases
5-HT14-R/Ggiz coupling. Since, at this dose, amphetamine doesn’t release 5-HT in mice, it
would be interesting to analyze 5-HT.5-R desensitization with other more serotonergic

drugs, to see if this alteration can impact drug-induced behavioural responses.
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Résumé

Les derniers travaux de l'équipe ont montré I'existence d’une sensibilisation
neurochimique, c’est-a-dire d’une hyper-réactivité noradrénergique et
sérotoninergique corrélée a la sensibilisation comportementale lors d’injections
répétées d’amphétamine, de cocaine, de morphine, d’alcool et de nicotine, lorsque
cette derniere est couplée a des inhibiteurs de monoamines oxydases (Salomon et
al. 2006; Lanteri et al. 2008; Lanteri et al. 2009). L’hyper-réactivité exige I'activation
des récepteurs Qig-adrénergiques et 5-HT,p sérotoninergiques, sans lesquels les
sensibilisations comportementale et neurochimique sont bloquées (Tassin 2008).
Un des mécanismes qui maintient cette hyper-réactivité a long terme est une
désensibilisation fonctionnelle des autorécepteurs Qjs-adrénergiques et 5-HTia
sérotoninergiques (Doucet et al. 2013). Ces récepteurs produisent un rétrocontréle
inhibiteur des transmissions noradrénergique et sérotoninergique, respectivement,
et sont couplés aux protéines Ggio, dont certains sous-types sont sous-exprimés

chez les animaux sensibilisés a 'amphétamine.

Ce travail confirme et généralise les études sur la sensibilisation neurochimique en
explorant les effets de I'exposition répétée au MDMA (ou ecstasy), un dérivé
amphétaminique détourné pour un usage récréatif. Notons que la dose utilisée
pour obtenir la sensibilisation comportementale reste faible (10mg/kg), afin d’éviter

les effets toxiques du MDMA a plus fortes doses (Logan et al. 1988).
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Résultats principaux

Un des résultats intéressants de cette étude est la mise en évidence de I'effet du

MDMA sur la transmission noradrénergique.

1. Une injection aigué systémique de MDMA induit une libération de
noradrénaline (NA) au niveau du cortex préfontal (CPF). Ce résultat accroit
les propriétés du MDMA, substance souvent réduite a l'induction d’une
libération de dopamine (DA) et de sérotonine (5-HT) (Baumann, Clark, et

Rothman 2008).

Comme toutes les drogues, les injections répétées de MDMA induisent une

sensibilisation comportementale (L. H. Gold et Koob 1989).

2. De fagon identique aux autres drogues déja testées, la sensibilisation
comportementale est corrélée a une sensibilisation neurochimique. Cette
derniere se traduit par une hyper-réactivité noradrénergique et
sérotoninergique en réponse a des injections d’amphétamine, qui libére la
NA et de para-chloro-amphétamine (PCA), qui libére la 5-HT.

Les récepteurs djg-adrénergiques et 5-HT,n sérotoninergiques jouent
également un role dans I’hyper-réactivité des deux systemes. En effet,
I’administration simultanée d’antagonistes de ces récepteurs en méme
temps que [|'amphétamine bloque totalement les sensibilisations

comportementale et neurochimique.

L'hyper-réactivité est définie par la réponse exacerbée au stimulus, mais celui-ci
étant toujours systémique, il était difficile d’établir s’il s’agit d’une réactivité au

niveau du soma ou dans les terminaisons.

3. Les injections locales dans le CPF d’amphétamine et de PCA induisent une
libération corticale de NA et de 5-HT, mais cette réponse est de méme
amplitude chez les animaux sensibilisés et chez les controles. Ceci suggére
que I"hyper-réactivité observée chez les animaux sensibilisés n’est pas une
conséquence d’adaptations au niveau terminal, mais une adaptation

somato-dendritique des neurones noradrénergiques et sérotoninergiques.

137



Le maintien a long terme de la sensibilisation neurochimique passant par une
désensibilisation des autorécepteurs a,s-adrénergiques et 5-HT4 sérotoninergiques
chez les animaux sensibilisés a 'amphétamine (Doucet et al. 2013), la fonctionnalité

de ces récepteurs a été testée chez les animaux sensibilisés au MDMA.

4. Les animaux sensibilisés au MDMA présentent bien une altération du

rétrocontréle noradrénergique et sérotoninergique. En effet, les agonistes
de ces récepteurs induisent une diminution de la libération corticale de NA
et de 5-HT plus faible chez les animaux sensibilisés. La dexmedetomidine,
agoniste des récepteurs Q,,, induit une perte de réflexe de redressement qui
dure moins longtemps chez les animaux sensibilisés que chez les contrdles.
Quant a l'agoniste des récepteurs 5-HTi,, il induit une hypothermie plus
faible chez les animaux sensibilisés au MDMA. Ces deux effets se
maintiennent a long terme, puisqu’ils sont observables apres 4 jours et un
mois de sevrage.
Remarguons que seules les injections locales de I'agoniste des récepteurs
aya-adrénergiques dans le locus coeruleus (LC) ou 5-HTi5 dans le raphé
dorsal (RD) induisent des libérations de NA ou de 5-HT plus faibles chez les
animaux sensibilisés, ce qui confirme I'adaptation somato-dendritique des
autorécepteurs Oya-adrénergiques dans le LC ou 5-HT14 dans le RD chez les
animaux sensibilisés.

5. La désensibilisation des autorécepteurs est maintenue a long terme par une
diminution de I'expression des protéines Ggi;» dans le LC et Ggi3 dans le RD,
diminution non observée dans le CPF, une des zones de projection de ces
noyaux ou l'expression des récepteurs Qjs-adrénergiques et 5-HT;a sont
post-synaptiques.

6. La diminution d’expression des protéines Gq n’est pas accompagnée de

diminution des niveaux d’ARNm de ces protéines dans le LC ni dans le RD.
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Conclusions

De maniere similaire a toutes les autres drogues déja testées, les injections
répétées de MDMA induisent une sensibilisation neurochimique des transmissions

noradrénergique et sérotoninergique corrélée a la sensibilisation comportementale.

Cette hyper-réactivité passe par les récepteurs Qig-adrénergiques et 5-HT,a
sérotoninergiques et se maintient a long terme grace notamment a une
désensibilisation chronique des récepteurs Qys-adrénergiques et 5-HTia
sérotoninergiques, elle-méme maintenue par une diminution de I'expression des

protéines Ggi1» du LC et Gqi3 du RD chez les animaux sensibilisés.

Enfin, la diminution d’expression des protéines Gg; est probablement maintenue au
niveau post-transcriptionnel et affecte peut-étre la stabilité de la protéine ou a son
adressage a la membrane, phénomenes déja observés dans la littérature (Giguere

et al. 2012).

Il est intéressant de remarquer que les résultats des expériences d’injections locales
ainsi que la mesure de |'expression des protéines G effectuées dans ce travail
complétent les arguments en faveur d’une modification persistante au niveau
somato-dendritique, ou les récepteurs Qps-adrénergiques et 5-HTia

sérotoninergiques jouent le role d’autorécepteurs.
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ORIGINAL ARTICLE
Repeated exposure to MDMA triggers long-term plasticity of

noradrenergic and serotonergic neurons

C Lanteri'*3, EL Doucet'?*3, SJ Hernandez Vallejo?, G Godeheu'3, A-C Bobadilla'*3, L Salomon®, L Lanfumey® and J-P Tassin'*>

3,4-Methylenedioxymethamphetamine (MDMA or ‘ecstasy’) is a psychostimulant drug, widely used recreationally among young people
in Europe and North America. Although its neurotoxicity has been extensively described, little is known about its ability to strengthen
neural circuits when administered in a manner that reproduces human abuse (i.e. repeated exposure to a low dose). C57BL/6J mice
were repeatedly injected with MDMA (10mgkg ', intraperitoneally) and studied after a 4-day or a 1-month withdrawal. We show,
using in vivo microdialysis and locomotor activity monitoring, that repeated injections of MDMA induce a long-term sensitization of
noradrenergic and serotonergic neurons, which correlates with behavioral sensitization. The development of this phenomenon, which
lasts for at least 1 month after withdrawal, requires repeated stimulation of o;g-adrenergic and 5-hydroxytryptamine (5-HT),4 receptors.
Moreover, behavioral and neuroendocrine assays indicate that hyper-reactivity of noradrenergic and serotonergic networks is
associated with a persistent desensitization of somatodendritic a;a-adrenergic and 5-HT; 5 autoreceptor function. Finally, molecular
analysis including radiolabeling, western blot and quantitative reverse transcription-polymerase chain reaction reveals that mice
repeatedly treated with MDMA exhibit normal a;x-adrenergic and 5-HT; 5 receptor binding, but a long-lasting downregulation of Gai
proteins expression in both locus coeruleus and dorsal raphe nucleus. Altogether, our results show that repeated MDMA exposure
causes strong neural and behavioral adaptations and that inhibitory feedback mediated by o;s-adrenergic and 5-HT; 5 autoreceptors

has an important role in the physiopathology of addictive behaviors.

Molecular Psychiatry advance online publication, 20 August 2013; doi:10.1038/mp.2013.97

Keywords: o,s-adrenergic autoreceptors; behavioral sensitization; Gi proteins; 5-HT;5 autoreceptors; MDMA; neuroplasticity

INTRODUCTION

3,4-Methylenedioxymethamphetamine (MDMA), commonly
known as ‘ecstasy’, is a substituted amphetamine with psychos-
timulant and hallucinogenic properties. This illicit drug is
extensively consumed by teenagers and young people in clubs
and rave parties, despite the increasing evidence of its putative
neurotoxicity' > and its adverse effects on mental health. Indeed,
chronic use of MDMA has been associated with many psychiatric
disorders including anxiety, depression or psychosis,*® and may
lead to addiction in vulnerable individuals.”

In rodents, MDMA induces locomotor hyperactivity and
repeated injections result in behavioral sensitization.®'° This
long-lasting phenomenon is thought to have a critical role in the
development of compulsive drug seeking and drug taking, as well
as in cue-induced relapse.'"'?

Studies of the brain circuits underlying addictive behaviors have
focused on the mesolimbic dopaminergic system,'*' as it was
shown that all drugs of abuse, including MDMA, increase
extracellular dopamine levels in the nucleus accumbens of
rodents.'"'® However, several in vitro studies indicate that MDMA
shows higher affinity for both norepinephrine and serotonin
transporters than for dopamine transporter.'#'

Moreover, growing evidence suggests that the involvement of
both noradrenergic and serotonergic systems in MDMA-induced
addictive behaviors may have been seriously underestimated. The
pharmacological blockade of either a;-adrenergic or 5-hydroxy-
tryptamine (5-HT),4 receptors reduces the hyperlocomotor effects

of MDMA and prevents the development of behavioral sensitiza-
tion.?>?* Also, self-administration of MDMA is abolished in mice
lacking the serotonin transporter (serotonin transporter KO
mice),** whereas mice lacking 5-HT,, receptors (5-HT,, KO mice)
are insensitive to MDMA-induced reinforcement and cue-induced
reinstatement of MDMA-seeking behaviors.?®

Recently, we identified a new kind of neural plasticity that may
be involved in the long-term behavioral effects of drugs of abuse.
Indeed, we showed that repeated administration of amphetamine,
cocaine, morphine, ethanol or nicotine + monoamine oxidase
inhibitor induces long-lasting sensitization of noradrenergic and
serotonergic neurons in C57BL/6J mice.”®?° Molecular mechanisms
underlying this phenomenon remain however unknown.

The main purpose of this study was to investigate the long-term
effects of a repeated MDMA exposure on noradrenergic and
serotonergic transmissions. The reactivity of noradrenergic and
serotonergic neurons was investigated by in vivo microdialysis in
the prefrontal cortex (PFC) and behavioral effects were recorded in
parallel. The mechanisms underlying MDMA-induced changes were
then investigated at the molecular, physiological and behavioral
levels.

MATERIALS AND METHODS
Subjects

Animals were 2-3 months old (26-32 g) C57BL/6J male mice (Charles River,
L'Arbresle, France). They were housed eight per cage and maintained on a
12h light/dark cycle with food and water available ad libitum. Seven
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hundred mice were used in this study (300 mice for the microdialysis
experiments, 256 mice for the behavioral experiments, 80 mice for the
neuroendocrine experiments and 64 mice for the molecular experiments).
Each mouse was naive at the beginning of each experiment and was not
used repeatedly for the different tests. Animal experimentation was
conducted in accordance with the guidelines for care and use of
experimental animals of the European Economic Community (86/809).

Drugs

3,4-Methylenedioxymethamphetamine (MDMA) hydrochloride, p-amphe-
tamine sulfate, p-chloroamphetamine (PCA) hydrochloride, prazosin
hydrochloride, WAY-100635 (N-[2-[4-(2-[0-methyl-3H]methoxyphenyl)-1-
piperazinyllethyl]-N-2-pyridinyl) cyclohexane carboxamide trihydrochlor-
ide) hydrochloride and efaroxan hydrochloride were purchased from
Sigma-Aldrich (L'Isle d’Abeau-Chesne, France). Dexmedetomidine hydro-
chloride was purchased from Tocris Bioscience (Bristol, UK). SR46349B
hemifumarate was a generous gift from Sanofi-Aventis (Paris, France) and
F13640 was kindly supplied by Pierre Fabre Laboratories (Castres, France).
All drugs were dissolved in saline (0.9% NaCl) except prazosin, which was
dissolved and sonicated in water (50% of final volume), and then
completed with saline and SR46349B, which was dissolved and sonicated
in saline plus lactic acid (0.1%), and then finally neutralized with 10m
NaOH. Doses are expressed as salts. MDMA was given at 10mgkg ~'."°
p-amphetamine was given at 2mgkg ~ ' and PCA at 7mgkg ~ '.?° Doses of
prazosin (1mgkg ~") and SR46349B (1 mgkg ') were identical to those
used in previously reported experiments?® Efaroxan was given at
25mgkg "' and WAY-100635 was given at 1mgkg~'. The dose of
F13640 given was between 0.1 and 0.6mgkg ' (ref. 30) and of dexme-
detomidine was between 0.1 and 0.5mgkg ~'3' In systemic experiments,
drugs were injected intraperitoneally (0.1ml per mouse). In local
experiments, drugs were dissolved in artificial cerebrospinal fluid (see
below) at a concentration of 1-1000 um and infused incrementally in the
PFC, the LC or the dorsal raphe nucleus (DRN) through the dialysis probe.

Repeated treatment

Mice were given four consecutive daily injections of saline or MDMA in the
cylindrical compartment used for microdialysis or in that used to monitor
locomotor activity. After a 4-day or a 1-month withdrawal period, all
experiments were performed as described below (Supplementary
Figure 1a). To test the effects of prazosin and SR46349B on the
development of neurochemical and behavioral sensitization to MDMA,
as well as on the MDMA-induced desensitization of a,-adrenergic and
5-HT, A autoreceptors function, mice were given a pretreatment (saline or
prazosin plus SR46349B) every day 30 min before the injection of MDMA.

In vivo microdialysis
1

Surgery. Mice were anesthetized with sodium pentobarbital (60 mgkg ™ ';
Sanofi Santé Animale, Libourne, France) and placed in a stereotaxic frame
(Kopf Instruments, Tujunga, CA, USA). An unilateral permanent cannula
(CMA/7; CMA Microdialysis, Solna, Sweden) was placed at the edge of the
PFC, the LC or the DRN and secured on the skull with screws and dental
cement. The coordinates for the guide cannula tip were as follows:
PFC—anteroposterior, + 2.6 relative to bregma, mediolateral, + 0.5 and
dorsoventral, Omm from dura; LC—anteroposterior, —5.4 relative to
bregma, mediolateral, + 0.75 and dorsoventral, —2.4mm from dura; and
DRN—anteroposterior, —4.36 relative to bregma, mediolateral, 0, and
dorsoventral, —1.5mm from dura, according to the atlas of Paxinos and
Franklin®? (Supplementary Figure 1b). After surgery, mice were allowed to
recover for at least 4 days.

Monitoring of cortical extracellular monoamines levels. On the day of the
experiment, the microdialysis probe was inserted into the PFC (membrane
length, 2mm; diameter, 0.24 mm; cutoff, 6000 Da; CMA/7; CMA Micro-
dialysis), the LC or the DRN (membrane length, 1mm). Artificial
cerebrospinal fluid (in mM: 147 NaCl, 3.5 KCl, 1 CaCly 1.2 MgdCl,, 1
NaH,PO,, 25 NaHCO;3, pH 7.6) was perfused through the probe at a rate of
1ulmin " by a CMA/100 microinjection pump and samples from the PFC
were collected in a refrigerated computer-controlled fraction collector
(CMA/170). Adequate steady-state monoamines levels in perfusate
samples were reached 140 min after probe insertion. Cortical samples
(20ul every 20min) were collected for 100 min, to determine basal
extracellular values. Then, MDMA, amphetamine, PCA, dexmedetomidine
or F13640 were injected either intraperitoneally or infused locally into the
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PFC, the LC or the DRN through the dialysis probe and cortical samples
were collected for 200 min. In local experiments, the concentration of
dexmedetomidine and F13640 was gradually increased every 40 min (i.e.
every two samples).

Biochemistry. Dialysate samples (20pul) were injected every 30min
through a rheodyne valve in the mobile phase circuit with a refrigerated
automatic injector (Triathlon; Spark Holland, Emmen, The Netherlands).
High-performance liquid chromatography was performed with a reverse-
phase column (80 x 4.6 mm; 3 um particle size; HR-80; ESA, Chelmsford,
MA, USA). The mobile phase (for NE analysis: 0.1 m NaH,PO,, 0.1 mm EDTA,
2.75 mm octane sulfonic acid, 0.25 mm triethylamine, 3% methanol, pH 2.9;
for 5-HT analysis: 0.1m NaH,PO,4, 0.1 mm EDTA, 2.75mm octane sulfonic
acid, 0.25 mm triethylamine, 15% methanol, 5% acetonitrile, pH 2.9; and for
DA analysis: 0.1 M NaH,PO,, 0.1 mm EDTA, 2.75mm octane sulfonic acid,
0.25 mm triethylamine, 6% methanol, pH 2.9) was delivered at 0.7 ml min -1
by an ESA-580 pump. An ESA coulometric detector (Coulochem Il 5100A,
with a 5014B analytical cell; Eurosep Instruments, Cergy, France) was
used for electrochemical detection. The conditioning electrode was set
at -0.1775mV and the detecting electrode was set at +0.175mV.

Histology. At the end of the experiment, a blue dye was infused through
the microdialysis probe. Then, the brain was quickly removed and
immediately frozen at —30°C using isopentane cooled by dry ice and
serial coronal slices were cut on a microtome to ensure the accurate probe
implantation.

Locomotor activity

Mice were introduced into a circular corridor (4.5 cm width, 17 cm external
diameter) crossed by four infrared beams (1.5 cm above the base) placed
at every 90° (Imetronic, Pessac, France). Locomotor activity was scored
when animals interrupted two successive beams and thus had traveled
one-quarter of the circular corridor. Spontaneous activity was recorded for
120 min (habituation to the experimental procedure), and then mice were
injected with amphetamine or PCA, and locomotor responses were
recorded for an additional 200 min.

Dexmedetomidine-induced sedation

Mice were injected with dexmedetomidine (0.1-0.5mgkg ™ ', intraper-
itoenally) and gently rolled onto their backs 30 min later. The hypnotic
response to dexmedetomidine was defined as the loss of the mouse’s
righting reflex (LORR). The sleep time was measured as the time from the
mouse’s inability to right itself when placed on its back until the time when
it spontaneously and completely reverted to the prone position.

—1

F13640-induced hypothermia

Body temperature was measured by inserting a 2-cm-long 2-mm-diameter
thermistor probe into the rectum of mice that had been gently handled for
20s. Measurements were made every 10 min for 30 min (basal tempera-
ture). Then, the response to a systemic injection of F13640
(0.1-0.6mg kg ~, intraperitoneally) was assessed every 10min until the
temperature had returned to the basal value. For each animal, the
hypothermic response to F13640 was calculated as the difference between
basal body temperature (calculated as the average temperature during the
period before injection) and the minimal body temperature after injection.

Quantitative autoradiography

Mice were killed by decapitation. The brain was quickly removed and
immediately frozen at — 30 °C using isopentane cooled by dry ice. Sections
(16 um thick) were cut at —20°C in a cryostat (Leica CM3050 S, Leica
Microsystems, Wetzlar, Germany), and stored at — 80 °C for <2 weeks until
used for radiolabeling. Locus coeruleus (LC) sections were located between
—5.80 and — 5.34mm from bregma, raphe sections between —4.84 and
—4.36 mm and PFC sections between + 2.22 and + 2.80 mm, according to
the atlas of Paxinos and Franklin.>

a4-Adrenergic receptor labeling.  Sections were preincubated for 20 min at
room temperature in 170 mm Tris-HCI (pH 7.4) containing 20 mm MgCl, and
then incubated for 90 min with the same buffer supplemented with 1.1 nm
['**l]-para-iodoclonidine (2200 Cimmol ~ ') in a humidified chamber. After
two 5-min washes in cold buffer, the sections were quickly dipped in ice-
cold distilled water, dried in cold air and exposed for 36 h to ['**[]Hyperfilm
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(GE Healthcare, Little Chalfont, UK) at — 80 °C. Nonspecific binding was
determined by the inclusion of 10 um clonidine in the incubation medium.

5-HT; 4 receptor labeling. Sections were preincubated for 30 min at 20 °C
in 50 mm Tris-HCl, pH 7.4, and then incubated for 1h at 20 °C in the same
buffer supplemented with 0.8nm 2HIWAY-100635 (81 Cimmol ~"). After
two 5-min washes in cold buffer, the sections were quickly dipped in ice-
cold distilled water, dried in cold air and apposed for 6 weeks to
[BHIHyperfilm (GE Healthcare). Nonspecific binding was estimated on
adjacent sections processed through the same steps except that a
saturating concentration (10 um) of 5-HT was added to the incubation
medium.

Labeling quantification. Autoradiographic results were analyzed and
quantified with MCID software (Imaging Research, Brock University, St
Catherines, ON, Canada). Optical density within structures was measured on
10-18 sections for each structure in each animal. Values for specific binding
were obtained by subtracting nonspecific binding from total binding.

Immunodetection of Gai/o proteins

Preparation of homogenates. Brains were obtained as described above
and serial coronal sections (400 um thick for LC, 500 um for DRN and
1000 um for PFC) were cut at —18°C in a cryostat (Leica CM3050 S). Ten
milligram samples of LC and DRN and 50 mg samples of PFC (correspond-
ing to eight mice in each group) were punched from the slices according
to the atlas of Paxinos and Franklin®® (Supplementary Figure 1c). The
punched samples of LC, DRN and PFC were homogenized by sonication,
(1g/10V) in ice-cold Tris-HCI buffer (50 mm Tris, 100 mm NaCl, 2 mm MgCl,,
1mm ethylenediaminetetraacetic acid, 1 mm ethylene glycol tetraacetic
acid, 0.5mwm dithiothreitol, 0.32m sucrose, pH 7.3) supplemented with
Protease Inhibitor Mixture tablet (Roche Diagnostics, Basel, Switzerland).

Western blot analysis. The protein concentration in all extracted samples
was determined by the method of Bradford and bovine serum albumin
was used as a protein standard. Protein samples (35 pg) were boiled for
5min at 95°C in NuPAGE LDS Sample Buffer (Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA) containing 2.5% B-mercaptoethanol, and then run on a 10% NuPAGE
SDS-PAGE Gel Electrophoresis System and transferred to PVDF membrane
(Immobilon; Millipore, Billerica, MA, USA). Membranes were then blocked
1h at room temperature in Odyssey Blocking Buffer (LI-COR Biosciences,
Lincoln, NE, USA), and further incubated overnight at 4°C with mouse
monoclonal antibodies against Gai; (1:500, ab19932) or Gai, (1:500,
ab78193) or rabbit polyclonal antibodies against Gais (1:300, sc-262), or
Goo (1:200, sc-387), plus Tween-20 (0.1%). Gai; and Gai, antibodies were
purchased from Abcam (Cambridge, UK), and Gai; and Goo antibodies
were purchased from Santa Cruz Biotech (Heidelberg, Germany).
Membranes were then incubated for 1h at room temperature in Odyssey
Blocking Buffer plus Tween-20 (0.1%) with a goat anti-mouse or a goat
anti-rabbit IR-Dye  680/800-coupled secondary antibody (1:5000;
LI-COR Biosciences). Immunoreactivity was detected with the Odyssey
Infrared Imaging System (LI-COR Biosciences). Each Ga protein subtype
migrated at approximately 40kDa. B-Actin (A544J; Sigma-Aldrich) was
immunoprobed as loading control. Tyrosine hydroxylase (LI-COR Bios-
ciences) and tryptophan hydroxylase (LI-COR Biosciences) were immuno-
probed as markers of tissue specificity. MCID software (Imaging Research)
was used for analysis and quantification of immunostainning results.

Isolation of total mRNA and quantification analysis by quantitative
RT-PCR of Gai/o mRNA

mMRNA extraction. Samples of LC and DRN (1 mg tissue per structure per
mouse) were dissected as described above (Supplementary Figure 1c) and
total cellular mRNA was purified using RNeasy Micro Kit from Qiagen
(Courtabeauf, France).

Quantitative RT-PCR of Gui/o mRNA. After extraction, 200ng of mRNA
were reverse transcribed. Quantitative reverse transcription-polymerase
chain reaction (qRT-PCR) analysis was performed with SYBR green
detection of amplified products in a light cycler instrument (Roche Applied
Science, Penzberg, Germany). Primers used for Gai/o were as follows: Gai,
(forward, 5'-GTCACTGCCCTTACCCTGAA-3; reverse, 5'-AATTGATCCAAAGGC
AGGTG-3); Gai, (forward, 5-CATCCGTTCGGGTTTTCTAA-3'; reverse, 5'-
ACATTTGGACTTGGGTCAGG-3'); Guis (forward, 5'-GCATGACAGGACCAAG
GAAT-3'; reverse, 5'-GAAGGCAGCACCTCAACTTC-3'); and Gao (forward,
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5'- TCGTGA CTCCCCTTTG -3/; reverse 5'- TTTTTCTCAATCGCCTTGCT-3').
The relative quantification for a given gene was corrected to the B-actin
mRNA values.

Statistics

Statistical analysis was performed using Graph Pad Prism 5.0 software (San
Diego, CA, USA). Data from microdialysis and locomotor activity experi-
ments are described as a function of time. Data from microdialysis are
expressed as percentages of the respective mean basal value. Extracellular
monoamine levels and locomotor activity data obtained after MDMA,
amphetamine, PCA, dexmedetomidine or F13640 injection were analyzed
for 120 min and compared with a two-way analysis of variance (repeated-
measures). Dose-dependent effects of dexmedetomidine (sleep time) and
F13640 (hypothermia) were compared with a two-way analysis of variance,
followed by a Student's t-test. Differences in the amounts of o,4-AR,
5-HT AR, Goi/o protein and mRNA were assessed using an unpaired
Student’s t-test. Pharmacological treatments correspond to independent
groups of animals. Each group contained eight mice except microdialysis
and gRT-PCR experiments, for which five to six animals were used. Western
blot experiments were performed three times with n =8 mice per group.
The threshold for significant differences was set at P<0.05.

RESULTS

Acute MDMA increases norepinephrine, serotonin and dopamine
levels in the mouse PFC

Acute injection of MDMA (10 mg kg ', intraperitoneally) induced a
4.2-fold increase in extracellular NE levels in the PFC of mice
(F(1,5y=26.70, P<0.0001) (Figure 1a). The maximum effect was
observed 20min after drug injection and NE levels remained
significantly higher than those of control mice for at least 80 min.
MDMA also induced a fivefold increase in cortical extracellular
5-HT levels (F(5y=47.13, P<0.0001) (Figure 1b) and a 2.5-fold
increase in cortical extracellular DA levels (F(; 5y =19.39, P<0.005)
(Figure 1¢).

Repeated MDMA administration induces a long-lasting
sensitization of noradrenergic and serotonergic neurons, which is
correlated to behavioral sensitization

The reactivity of noradrenergic neurons was tested using
p-amphetamine as an NE releaser, whereas that of serotonergic
neurons was assessed with p-chloroamphetamine, an ampheta-
mine analog that releases 5-HT without modifying extracellular NE
levels in mice.®® As expected, acute injection of amphetamine
(2mg kg_1, intraperitoneally) induced an increase in cortical
extracellular NE levels (F(; 5 =276.7, P<0.0001) (Figure 2a) and
locomotor hyperactivity (F .3 =16.89, P<0.005) (Figure 2c).
Similarly, PCA (7mgkg™', intraperitoneally) induced an increase
in cortical extracellular 5-HT levels (F;5=23.03, P<0.0001)
(Figure 2b) and locomotor hyperactivity, but with slightly different
magnitude and kinetics (F( >3y =23.79, P<0.0005) (Figure 2d). In
mice repeatedly injected with MDMA, the amphetamine-induced
release of NE and the PCA-induced release of 5-HT were,
respectively, 121.1% and 84.9% higher than in mice repeatedly
injected with saline, 4 days after withdrawal (F 5 =21.66,
P<0.005 and F(;5=20.02, P<0.005, respectively) (Figures 2a
and b). Moreover, mice repeatedly injected with MDMA exhibited
a greater locomotor response to amphetamine (+ 349.5%) or PCA
(+ 242.5%), 4 days after withdrawal, than mice repeatedly injected
with saline (F(; 23) = 56.89, P<0.0001 and F; ,3) = 36.60, P<0.0001,
respectively) (Figures 2c and d).

Strikingly, the amphetamine-induced release of NE and the
PCA-induced release of 5-HT were still higher than control values 1
month following repeated MDMA exposure (+ 106.5%,
Fas=19.91, P<0.005 and +76.5%, F s =23.26, P<0.0005 for
NE and 5-HT, respectively) (Figures 2a and b). Accordingly,
behavioral responses to amphetamine and PCA were still
significantly different after 1 month withdrawal when compared
with those of control animals (+ 302.3%, F(; 3= 34.00, P<0.0001
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Figure 1. Acute 3,4-methylenedioxymethamphetamine (MDMA)

increases extracellular norepinephrine (NE), 5-hydroxytryptamine
(5-HT) and dopamine (DA) levels in the mouse prefrontal cortex
(PFC). Mice were acutely injected with either saline or MDMA
(10mgkg ™', intraperitoneally) and cortical extracellular NE (a), 5-HT
(b) and DA levels (c) were monitored by in vivo microdialysis. Cortical
extracellular monoamines levels are expressed as a percentage
of the respective mean basal value*s.e.m. (absolute baseline
values: saline, 0.69+0.06 pg NE/20 min, 0.93 £ 0.08 pg 5-HT/20 min
and 1.2+0.2pg DA/20min; MDMA, 0.72%0.05pg NE/20min,
1.12£0.16 pg 5-HT/20min and 0.9+ 0.25pg DA/20min); n=5-6
mice per group. There was no significant difference in basal
cortical extracellular monoamines levels between the different
conditions (P> 0.05).

and +268.22%, F( 23 =32.70, P<0.0001, for amphetamine and
PCA, respectively) (Figures 2c and d).

To investigate whether the increased reactivity of noradrenergic
and serotonergic neurons induced by repeated injections of
MDMA was related to the stimulation of o;g-adrenergic and
5-HT,4 receptors, as observed with other drugs of abuse,?®~2% mice
were pretreated with antagonists of these two receptors, prazosin
and SR46349B, respectively, 30 min before each injection of
MDMA. We found that mice pretreated with prazosin (1 mg kg”,
intraperitoneally) and SR46349B (1mgkg ', intraperitoneally)
exhibited an amphetamine-induced release of NE and a PCA-
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induced release of 5-HT identical to those of animals repeatedly
injected with saline (F;5=0.144, P>0.05 and F(5=0.416,
P>0.05, respectively) (Figures 2a and b). Moreover, these mice
exhibited locomotor responses to amphetamine or PCA identical
to those observed in mice repeatedly injected with saline
(F(1,23y=0.023, P>0.05 and F(; 53y =0.439, P>0.05, respectively)
(Figures 2c and d).

Repeated MDMA fails to sensitize mesocortical dopaminergic
neurons

To investigate the role of the mesocortical dopaminergic system in
MDMA-induced behavioral sensitization, we also measured cortical
extracellular DA levels following repeated MDMA exposure. We
found that amphetamine increased extracellular DA levels in the
mouse PFC (F(; 5 =39.85, P<0.0005) (Supplementary Figure 2).
However, this effect was not significantly different between mice
repeatedly injected with MDMA and those repeatedly injected with
saline, after a 4-day withdrawal (F(; 5y=0.5747, P>0.05).

The MDMA-induced sensitization of noradrenergic and
serotonergic neurons is not a consequence of adaptations at the
axon terminal level in the PFC

We have shown that the development of behavioral and
neurochemical sensitization to MDMA requires the repeated
stimulation of o,g-adrenergic and 5-HT,, receptors. Nevertheless,
the neurobiological changes allowing the long-term persistence of
this phenomenon remain unknown. To test whether MDMA-
induced sensitization of noradrenergic and serotonergic neurons
is mediated by adaptations at the axon terminal level, mice
repeatedly injected with MDMA were infused with amphetamine
or PCA directly through the dialysis probe, 4 days after withdrawal.
Figures 3a-c shows that local infusion of 1-1000 um amphetamine
by reverse microdialysis dose-dependently increased cortical
extracellular NE levels (F(; 5)=242.43, P<0.0001); administration
of 10um of amphetamine was required to reach NE levels
equivalent to those observed after systemic injection of

2mgkg™". Similarly, local infusion of 1-1000pum PCA dose-
dependently increased cortical extracellular 5-HT levels
(F,5=239.9, P<0.0001) (Figures 3b-d). Nevertheless, the

increase of extracellular monoamines levels obtained in these
experimental conditions did not differ significantly between mice
repeatedly injected with MDMA and those repeatedly injected
with saline, whatever the dose tested (F; 5)=0.1956, P> 0.05 and
F15=0.1452, P>0.05, for NE and 5-HT levels, respectively)
(Figures 3a-d).

The MDMA-induced sensitization of noradrenergic and
serotonergic neurons is associated with sustained desensitization
of somatodendritic a,-adrenergic and 5-HT, 5 autoreceptor
functions
The reactivity of brain monoamines systems is under the negative
control of autoreceptors. Noradrenergic neurons that innervate the
PFC are inhibited by o,4-adrenergic autoreceptors located in the LC
nucleus,**** whereas serotonergic neurons are inhibited by 5-HT;
autoreceptors located in the DRN and the median raphe
nucleus>3® At the axon terminal level, NE and 5-HT release is
controlled by a;a-adrenergic and 5-HT, g autoreceptors, respectively.
To test whether repeated MDMA exposure impairs the
sensitivity of a,a-adrenergic autoreceptors, we analyzed the ability
of dexmedetomidine, a selective a,-adrenergic agonist, to
decrease cortical extracellular NE levels in mice repeatedly
injected with MDMA or saline. As expected, dexmedetomidine
(0.5mgkg ', intraperitoneally) decreased cortical extracellular NE
levels of control mice (—83+6%, F;s5=1089, P<0.0001)
(Figure 4a). We found that mice repeatedly injected with MDMA
were significantly less sensitive to the effects of dexmedetomidine
than those repeatedly injected with saline both 4 days (— 39 + 7%,

© 2013 Macmillan Publishers Limited



Sensitization of noradrenergic and serotonergic neurons with MDMA
C Lanteri et al

.@

a 1250 b 15007
2 1000 3 12501
= 5
5 750 e
8 - _% 750 1
e £ 500
= =
w250 T 2501
= [ w3y I
e e 0l— e
40 0 40 80 120 160 200 40 0 40 80 120 160 200
Time (min) Time (min)
c d 125
£ _ 2 _ 100
BE £ £
S € 8 E 75
= L) [Ty
52 8%
E 3 g 3 50
g 8 =
3 S 7 254
X s ¥ 0 E-_. - - - T v
40 0 40 80 120 160 200 40 0 40 80 120 160 200
Time (min) Time (min)

= Acute
< Repeated saline © Repeated MDMA (1-m)

= Repeated MDMA (4-d) -» Repeated MDMA + (SR+Pz)

Figure 2. Repeated 3,4-methylenedioxymethamphetamine (MDMA) induces a long-lasting sensitization of noradrenergic and serotonergic
neurons, which is correlated to behavioral sensitization. Mice were repeatedly injected with either saline or MDMA (10mgkg ',
intraperitoneally). To investigate the role of a;g-adrenergic and 5-hydroxytryptamine (5-HT),a receptors in the action of MDMA, mice were
pretreated with either saline or SR46349B (SR, 1 mg kg ™, intraperitoneally) plus prazosin (Pz, 1 mg kg ™', intraperitoneally) 30 min before each
injection of the drug. Four days or 1 month after the last injection, amphetamine (2mgkg ~ ", intraperitoneally) or p-chloroamphetamine
(PCA) (7mgkg ~, intraperitoneally) was administered and cortical extracellular norepinephrine (NE) (a) or 5-HT (b) levels as well as locomotor
responses (c and d) were monitored. Cortical extracellular monoamines levels are expressed as a percentage of the respective mean basal
value £ s.e.m. (absolute baseline values: acute, 0.67 £ 0.08 pg NE/20 min and 0.81 £ 0.07 pg 5-HT/20 min; repeated saline, 0.73 £0.11 pg NE/
20 min and 1.04 £ 0.07 pg 5-HT/20 min; repeated MDMA 4-d, 0.75 + 0.13 pg NE/20 min and 0.99 + 0.09 pg 5-HT/20 min; repeated MDMA 1-m,
0.77 £0.08 pg NE/20 min and 0.91 £ 0,13 pg 5-HT/20 min; repeated MDMA + SR/Pz, 0.68 + 0.09 pg NE/20 min and 0.82 £ 0.16 pg 5-HT/20 min).
There was no significant difference in basal cortical extracellular monoamines levels between the different conditions (P> 0.05). Locomotor
activity is expressed as one-fourth turn per 5 min £ s.e.m. Each group included at least five mice for microdialysis experiments and eight mice
for behavioral experiments. Locomotor activity following acute saline injection was almost zero and is not shown for clarity. It was verified that
repeated (SR + Pz) did not modify the amphetamine and PCA-induced neurochemical and behavioral responses on the test day (data not

shown for clarity). 4-d, 4 days after withdrawal; 1-m, 1 month after withdrawal.

Fa1.5=19.26, P<0.005) and 1 month after withdrawal (— 44 + 9%,
F155=8.368, P<0.05) (Figure 4a). Interestingly, the MDMA-
induced desensitization of dexmedetomidine effects is pre-
vented when mice were pretreated with prazosin (1 mgkg ',
intraperitoneally) plus SR46349B (1 mgkg™', intraperitoneally)
(F(1,5=0.03, P>0.05 when compared with the control group
after a 4-day withdrawal) (Figure 4a).

To distinguish which subtype of autoreceptors (axon terminal
versus somatodendritic) is involved in dexmedetomidine-induced
decrease of cortical NE levels, we then analyzed the effects of this
compound when infused locally either in the LC or the PFC
through the microdialysis probe. We found that dexmedetomidine
(1-1000 pum) dose-dependently decreased cortical extracellular NE
levels when injected into the LC (F(; 10)=21.55, P<0.0001) or the
PFC (F(1,10)=20.22, P<0.005) (Figure 4c). As shown when injected
systematically, we found that mice repeatedly injected with MDMA
were significantly less sensitive to the effects of dexmedetomidine
than those repeatedly injected with saline after a 4-day withdrawal,
when infused locally in the LC (F; ;0= 9.045, P<0.05). In contrast,
the effects of dexmedetomidine were not significantly different
between the two groups (saline versus MDMA), when infused
locally in the PFC (F;,10)=0.36, P>0.05).

We also analyzed dexmedetomidine-induced sedation in mice
repeatedly injected with MDMA or saline as it has been well
demonstrated that the hypnotic effects of a,-adrenergic receptors
agonists are mediated, at least partly, by the activation of
aya-adrenergic receptors within the LC3'?73% As expected,
dexmedetomidine  (0.1-0.5mgkg ', intraperitoneally) dose-
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dependently increased mouse sleep time, measured as the
period of loss of the righting reflex (296 + 27 min at 0.5 mgkg ',
P<0.0001) (Figures 4e-g). We found that mice repeatedly injected
with MDMA were significantly less sensitive to the hypnotic effects
of dexmedetomidine than those repeatedly injected with saline
both 4 days (209 + 14 min at 0.5mgkg '; P<0.05) and 1 month
after withdrawal (227 £ 19min at 0.5mgkg™"; P<0.05) (Figures
4e-qg).

To test the sensitivity of 5-HT;, autoreceptors after MDMA-
induced sensitization, we analyzed the ability of F13640, a highly
specific 5-HT;, agonist,>® to decrease extracellular cortical 5-HT
levels in mice repeatedly injected with MDMA or saline. We found
that F13640 (0.6mgkg ', intraperitoneally significantly decrease
cortical extracellular 5-HT levels of control mice (— 81+ 6%,
Fas=8196, P<0.0001), but the effects observed in mice
repeatedly injected with MDMA were significantly lower both 4
days (—30%3%, F(5=3226, P=0.0005 and 1 month
(—27£12%, F,5=18.98, P<0.005) after withdrawal (Figure 4b).
Interestingly, the MDMA-induced desensitization of F13640 effects
is also prevented when mice were pretreated with prazosin
(1mgkg ', intraperitoneally) plus SR46349B (1 mgkg ', intraper-
itoneally) (F(;5)=0.643, P>0.05 when compared with the control
group after a 4-day withdrawal) (Figure 4b).

To confirm that somatodendritic 5-HT;, autoreceptors are
involved in F13640-induced decrease of cortical extracellular
5-HT levels, we then analyzed the effects of this compound
when infused locally either in the DRN or the PFC through
the microdialysis probe. We found that F13640 (1-1000 pm)
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dose-dependently decrease cortical extracellular 5-HT levels when
infused locally in the DRN (F(;,10)=26.85, P<0.001) but not in the
PFC (F(1,10)=0.012, P>0.05) (Figure 4d). As shown when injected
systematically, we found that mice repeatedly injected with
MDMA were significantly less sensitive to the effects of F13640
than those repeatedly injected with saline after a 4-day with-
drawal, when infused locally in the DRN (F,10)=10.36, P<0.05).

We also analyzed the ability of F13640 to decrease mouse body
temperature, an effect mediated by presynaptic 5-HT;5 recep-
tors.3%3? As expected, F13640 (0.1-0.6 mgkg ™', intraperitoneally)
dose-dependently decreased body temperature of the control
mice, the maximum effect being observed at 06mgkg™’
(-3.78£0.21°C, F;.7)=122.9, P<0.0001) (Figures 4f-h). We found

that mice repeatedly injected with MDMA were significantly
less sensitive to the hypothermic effects of F13640 than
those repeatedly injected with saline, both 4 days and 1 month
after withdrawal (-2.48 £ 0.2 °C, F(; ;) = 12.77, P<0.005 after 4 days
and -2.27+0.28°C, F47,=15.17, P<0.005 after 1 month, at
0.6 mgkg™") (Figures 4f-h).

Repeated MDMA does not alter a,p-adrenergic and 5-HT 4
receptors binding, but lastingly decreases Gai proteins expression
in LC and DRN cells

We investigated whether the decreased effects of a,-adrenergic
and 5-HT; agonists are mediated by decreased expression of aa-
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Figure 3. The 3,4-methylenedioxymethamphetamine (MDMA)-induced sensitization of noradrenergic and serotonergic neurons is not a
consequence of adaptations at the axon terminal level in the prefrontal cortex (PFC). Mice were repeatedly injected with either saline or
MDMA (10mgkg ', intraperitoneally). After a 4-day withdrawal, amphetamine (0.1-1000 um) or p-chloroamphetamine (PCA) (0.1-1000 pm)
was infused locally in the PFC by reverse microdialysis and cortical extracellular norepinephrine (NE) (a and ¢) and 5-hydroxytryptamine (5-HT)
levels (b and d) were monitored. Cortical extracellular monoamines levels are expressed as a percentage of the respective mean basal
value £ s.e.m. (absolute baseline values: repeated saline, 0.62+0.05pg NE/20min and 0.85+0.09pg 5-HT/20 min; repeated MDMA,
0.75+0.13 pg NE/20min and 0.99+£0.16 pg 5-HT/20 min); n=>5-6 mice per group. There was no significant difference in basal cortical
extracellular monoamines levels between the different conditions (P> 0.05).

>

Figure 4. The 3,4-methylenedioxymethamphetamine (MDMA)-induced sensitization of noradrenergic and serotonergic neurons is associated
with enduring desensitization of somatodendritic o,s-adrenergic and 5-hydroxytryptamine (5-HT);x autoreceptors functions. Mice were
repeatedly injected with either saline or MDMA (10 mg kg ~', intraperitoneally) after being pretreated with either saline or SR46349B (SR,
1mgkg ', intraperitoneally) plus prazosin (Pz, Tmgkg ™', intraperitoneally) 30 min before each injection of the drug. After a 4-day or
1-month withdrawal, they were injected with dexmedetomidine or F13640 either systemically or locally (in the locus coeruleus (LC), the dorsal
raphe nucleus (DRN) or the prefrontal cortex (PFC)). Cortical extracellular norepinephrine (NE) (a—c) and 5-HT (b-d) levels were monitored by
in vivo microdialysis. Cortical extracellular monoamines levels are expressed as a percentage of the respective mean basal value £ s.e.m.
(Systemic experiments: Absolute baseline values of NE—repeated saline 4-d, 0.82 + 0.12 pg NE/20 min; repeated MDMA 4-d, 0.73 £ 0.22 pg NE/
20 min; repeated MDMA 1-m, 0.62 £ 0.05 pg NE/20 min; and repeated MDMA + SR + Pz, 0.71 £ 0.15 pg NE/20 min. Absolute baseline values of
5-HT—repeated saline, 0.77 £ 0.09 pg 5-HT/20 min; repeated MDMA 4-d, 0.97 + 0.14 pg 5-HT/20 min; repeated MDMA 1-m, 0.89 + 0.12 pg 5-HT/
20 min; repeated MDMA + SR+ Pz, 0.86 + 0.2 pg 5-HT/20 min. Local experiments: Absolute baseline values of NE—repeated saline test LC,
0.57 £0.13 pg NE/20 min; repeated MDMA test LC, 0.63 £ 0.18 pg NE/20 min; repeated saline test PFC, 0.68 £ 0.06 pg NE/20 min; and repeated
MDMA test PFC, 0.81 + 0.22 pg NE/20 min. Absolute baseline values of 5-HT—repeated saline test DRN, 0.88 + 0.25 pg 5-HT/20 min; repeated
MDMA test DRN, 1.23 £ 0.22 pg 5-HT/20 min; repeated saline test PFC, 0.79 + 0.15 pg 5-HT/20 min; and repeated MDMA test PFC, 1.05 £ 0.17 pg
5-HT/20 min). There was no significant difference in basal cortical extracellular monoamines levels between the different conditions (P> 0.05).
It was verified that repeated (SR+Pz) did not modify the dexmedetomidine- and F13640-induced decrease of cortical extracellular
monoamines levels on the test day (data not shown for clarity). (e) Sedative effects of dexmedetomidine measured as the loss of the righting
reflex (loss of the mouse’s righting reflex (LORR) test) (0.5 mgkg ~ ', intraperitoneally). (g) Dose-response curve of dexmedetomidine-induced
sedation (0.1-0.5mgkg ). (f) Time course of F13640-induced hypothermia (0.6 mgkg ™', intraperitoneally). (h) Dose-response curve of
F13640-induced hypothermia; n=6 mice per group for the microdialysis experiments and n=28 mice per group for the LORR test and the
hypothermia assay. Data represent mean * s.e.m. *P <0.05, **P <0.005 (unpaired Student’s t-test).
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adrenergic and 5-HT; 5 receptors. We used quantitative autoradio-
graphy to measure the density of these two proteins in the
brainstem nuclei and the PFC of mice repeatedly injected with
MDMA. The labeling of ay-adrenergic receptors was assessed by
using the selective radioligand ['?’l]-para-iodoclonidine
(Figure 5a) and that of 5-HT; receptors was assessed by using
the selective radioligand [*HIWAY-100635 (Figure 5b). We found
that mice repeatedly injected with MDMA exhibited ['*I]-para-
iodoclonidine binding within the LC and the PFC similar to that in
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mice repeatedly injected with saline, 4 days after withdrawal
(P>0.05) (Figure 5c). Similarly, PHIWAY-100635 binding within the
DRN and the PFC did not differ between the MDMA and the
control group (P>0.05) (Figure 5d).

Alternatively, the long-term decrease of a,s-adrenergic recep-
tor- and 5-HT;5 receptor-mediated effects may be due to
alterations in their downstream signaling pathways. Given that
both o,a-adrenergic and 5-HT;p receptors are coupled to
inhibitory G proteins,*®**! we used western blotting and qRT-PCR
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to assess the expression levels of Gi/o-like proteins and mRNAs in
the LC, the DRN and the PFC after a repeated MDMA exposure. We
found that mice repeatedly injected with MDMA exhibited
significant less Gai; and Guoi, immunoreactivity within the LC
(t=3.176, P<0.05 and t=3.744, P<0.05 for Gai; and Gai,,
respectively) (Figures 5e and f) and Gais immunoreactivity within
the DRN (t=3.042, P<0.05) than controls (Figures 5g and h).
These differences were observed 4 days after withdrawal and were
still significant after 1 month (t=2.874, P<0.05 and t=3.015,
P<0.05 for Gai; and Guai,, respectively, and t=2.956, P<0.05 for
Guais). In contrast, repeated MDMA exposure did not affect Gai
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immunoreactivity in the PFC (P>0.05) (Supplementary Figure 3).
Despite the persistence of the MDMA-induced decrease in Gai
protein levels observed within the LC and the DRN, we found that
this effect was not associated to any significant modifications in
Gai mRNA levels (P> 0.05 for each Gai/o mRNA transcript tested)
(Figures 5i and j).

Pharmacological blockade of a,s-adrenergic and 5-HT, 5 receptors
mimics neurochemical and behavioral sensitization

To verify that the alterations of o,-adrenergic autoreceptor- and
5-HT, A receptor-mediated inhibitory feedback may be involved in
MDMA-induced neurochemical and behavioral sensitization, we
tested if pharmacological blockade of each receptor could
enhance the reactivity of noradrenergic and serotonergic neurons.
We found that efaroxan (2.5mgkg ', intraperitoneally) poten-
tiated the amphetamine-induced release of cortical NE
(Fa,5=8.101, P<0.05) (Supplementary Figure 4a) as well as the
locomotor hyperactivity of mice (F23=28.998, P<0.01)
(Supplementary Figure 4c). Similarly, WAY-100635 (1mgkg™',
intraperitoneally) potentiated the PCA-induced release of cortical
5-HT (F1,5) = 14.18, P<0.005) (Supplementary Figure 4b) as well as
its locomotor effects (F(;,3=28.548, P<0.05) (Supplementary
Figure 4d). We also verified that neither efaroxan nor WAY-
100635 modified cortical extracellular monoamines levels
(Fa5=0.8231, P>0.05 and F(;5=0.7499, P>0.05 for NE and
5-HT, respectively) or mice locomotor activity by itself
(F(1,23=1.587, P>0.05 and F;,3=3.345, P>0.05 for ampheta-
mine and PCA, respectively).

DISCUSSION

The first finding of this study is that acute injection of MDMA
(10mgkg ', intraperitoneally) significantly increases extracellular
NE levels in the mouse prefrontal cortex. This effect is consistent
with its pharmacological profile described in vitro and indicate
that this compound does indeed induce the release of NE in vivo,
although it is usually considered to be a DA/5-HT releaser.**™**
This finding suggests that compounds targeting the
noradrenergic transmission may be useful for treating symptoms

<

Figure 5. Repeated 3,4-methylenedioxymethamphetamine (MDMA)
does not alter a,a-adrenergic and 5-hydroxytryptamine (5-HT)a
receptors binding, but lastingly decreases Gi proteins’ expression in
locus coeruleus (LC) and dorsal raphe nucleus (DRN) cells. Mice were
repeatedly injected with either saline or MDMA (10mgkg ',
intraperitoneally). Four days or 1 month after the last injection,
apa-adrenergic and 5-HT;5 receptors density was analyzed by
quantitative autoradiography and inhibitory G-protein expression
was investigated at both transcriptional and protein levels by
quantitative reverse transcrigtion—polymerase chain reaction
(qRT-PCR) and western blot. ['?’l]-para-iodoclonidine was used to
label a;5-adrenergic receptors in coronal brain sections at the level
of the prefrontal cortex (PFC) and of the LC (a). 5-HT;5 receptors
were labeled with [PHIWAY-100635 (N-[2-[4-(2-[O-methyl-3H]meth-
oxyphenyl)-1-piperazinyllethyl]-N-2-pyridinyl) cyclohexane carboxa-
mide trihydrochloride) in the PFC and the DRN (b). Relative optical
density of aya-adrenergic and 5-HT;a receptors is shown in panels
c and d. Expression levels of Gaiy, Gaiy, Gaiz and Goo were analyzed
by western blot in the LC (e) and the DRN (g). Relative expression of
each protein is given as a percentage of B-actin signal and is shown
in panels f and h. Relative Gai/o mRNA levels are given as a ratio of
B-actin expression and are shown in panels i and j. Radiolabeling
experiments were performed with n=28 mice per group. Western
blot experiments were performed three times with n=28 mice per
group. qRT-PCR experiments were performed with n=6 mice per
group. Data represent mean * s.e.m. *P<0.05, **P <0.005 (unpaired
Student’s t-test).
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of acute ecstasy intoxication in humans, as proposed by recent
clinical studies.*>*® More generally, it highlights the putative role
of NE in the mechanisms of action of drugs of abuse®’~>° and®' for
review.

The second finding of this study is that repeated administration
of MDMA elicits a long-lasting sensitization of noradrenergic
and serotonergic systems. We found that the reactivity of
noradrenergic and serotonergic neurons was higher than control
values 4 days after withdrawal, and remained similarly high for at
least 1 month; this effect was strongly correlated with the
behavioral response.

Psychostimulants are known to trigger neuroplasticity in ventral
tegmental area dopaminergic neurons,>*>* although no temporal
correlation has ever been established between the reactivity of
mesolimbic system and the amplitude of the locomotor response.
Indeed, the drug-induced increase of extracellular DA levels in the
nucleus accumbens is diminished in the early days of with-
drawal,>>>® possibly due to adaptations in the uptake process and
only studies conducted several weeks after withdrawal were able
to detect a sensitization of DA release,”>® suggesting that this
phenomenon may not be primarily involved in the development of
behavioral sensitization. Regarding the dopaminergic mesocortical
pathway, we show here that MDMA-induced behavioral
sensitization is not associated with any increase in the reactivity
of DA fibers in the PFC at least in the early stages of its
development. Interestingly, several studies suggest that MDMA
could elicit behavioral sensitization independently of its ability to
stimulate dopaminergic transmission. For example, although
pharmacological blockade of D; receptors can block the
expression of behavioral sensitization to MDMA, it fails to prevent
its induction,”>®° as shown with cocaine®’ and amphetamine.?’

In mice, MDMA is known to induce selective and nearly
irreversible loss of brain dopaminergic neurons. For example, it
decreases DA tissue concentration, dopamine transporter labeling
and tyrosine hydroxylase activity in many brain areas.5*®* It is
unlikely, however, that the long-term sensitization of
noradrenergic and serotonergic neurons described here is
related to the neurotoxicity of MDMA because no MDMA-
induced loss of noradrenergic or serotonergic functions has
been reported in this species, even at very high dose’*%®
Moreover, the dose used in this study was substantially lower
than the dose potentially toxic in mice. To our knowledge, this is a
first time that a non-toxic dose of MDMA has been shown to
induce such potent and enduring adaptations in mouse brain that
may be relevant to the recreational abuse of this drug.

The third finding of this study is that the MDMA-induced
sensitization of noradrenergic and serotonergic neurons is
associated with a desensitization of their respective inhibitory
feedback. Local perfusion with amphetamine or PCA in the PFC of
mice repeatedly injected with MDMA failed to reproduce the
substantial potentiation of NE and 5-HT release observed when
these two releasers were injected systemically. These findings
strongly suggest that the expression of noradrenergic and
serotonergic neurons sensitization is not a consequence of
adaptations at the nerve terminal level such as increased
synthesis, increased storage and release ability and/or upregula-
tion of uptake systems; rather, they suggest adaptations at the
somatodendritic level.

Accordingly, we found that mice repeatedly injected with
MDMA display a persistent downregulation of somatodendritic
aa-adrenergic and 5-HT;, autoreceptors function. This phenom-
enon is associated with a selective decrease in the expression of
Gai; and Guai, proteins in the LC and of Gais in the DRN but not in
the PFC. Finally, we demonstrated that the blockade of
ay-adrenergic receptors potentiated the amphetamine-induced
increase in cortical NE, whereas that of 5-HT;5 receptors
potentiated the PCA-induced increase in cortical 5-HT, as well as
the locomotor hyperactivity induced by both compounds. It is
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worth noting that the control of locomotor activity and anesthetic-
sparing (i.e. the ability of a compound to potentiate the sedative/
hypnotic effects of an aesthetic drug and to reduce its effective
dose) by a,a-adrenergic receptors requires specific coupling with
Goi, subtype in the LC3"*' Moreover, 5-HT;5 receptors bind
specifically to Gais protein subtype in the raphe nuclei’**°
Altogether, these findings support the hypothesis that the hyper-
sensitivity observed in MDMA-treated mice is a consequence of
the impairment of somatodendritic a,s-adrenergic autoreceptor-
and 5-HT;p autoreceptor-mediated inhibitory feedback. The
findings of our local microdialysis experiments suggest that the
function of terminal autoreceptors was not significantly altered by
repeated administration of MDMA. These data may point to
differential control of a,a-adrenergic and 5-HT;, receptors at
terminal versus somatodentritic level that may be related to
different Gi/o proteins coupling, which has been previously
hypothesized.*

The mechanism that leads to the downregulation of Gi proteins
in noradrenergic and serotonergic neurons remains, however,
unknown. Chronic psychostimulants have been shown to down-
regulate Gi expression in important brain structures such as the
ventral tegmental area and nucleus accumbens,®® but the
mechanism involved in this process has not been described.
Giving that MDMA does not significantly alter the levels of Gi
mRNA, we can assume that such regulations occur at the post-
translational level and may affect the proteins stability and their
targeting to the plasma membrane as described by Giguere
et al®” It cannot be excluded, however, that because of the limits
of the experimental procedure and the small number of NE and
5-HT neurons in each structure, a decrease of Gi mMRNA may occur
but be too small to be statistically detected.

We found that pharmacological blockade of a,-adrenergic and
5-HT, A receptors before each MDMA injection did not prevent the
desensitization of their mediated effects nor the behavioral
sensitization (data not shown), suggesting that this phenomenon
is not due to their overactivation by the repeated release of NE
and 5-HT, but is a consequence of a much more complex process.
Interestingly, we found instead that the desensitization of
apa-adrenergic and 5-HT;, autoreceptors function and the
consecutive neurochemical and behavioral sensitization were
prevented by pretreatment with antagonists of o;-adrenergic
and 5-HT, receptors, as shown with other drugs of abuse.?®2®
Several anatomical and functional studies have demonstrated that
ag-adrenergic and 5-HT,, receptors are critically involved in
regulating the reactivity of noradrenergic and serotonergic
systems at the subcortical level. In the brainstem, noradrenergic
fibers arising from the LC control DRN firing through the activation
of ayg-adrenergic receptors located on serotonergic neurons.®®%°
Conversely, the DRN exerts a tonic modulation of the LC via
5-HT,4 receptors expressed by both noradrenergic and GABAergic
cells.”®”" Therefore, the repeated stimulation of o4g-adrenergic
and 5-HT,, receptors may alter the expression of proteins
involved in regulating neuronal excitability, such as inhibitory G
proteins, possibly through the activation of the Gg/11 signaling
pathway, thereby leading to a decrease of aya-adrenergic
autoreceptor- and 5-HT, 5 autoreceptor-mediated inhibition.

Interestingly, electrophysiological studies have shown that
chronic stress increases LC neurons excitability and that these
effects are mediated at least in part by a desensitization of
osa-adrenergic  autoreceptors.”>’®>  Chronic  stress  also
downregulates 5-HT;5 autoreceptors within the DRN.”*7® It is
not known how long such adaptations may persist after recovery
but our findings are nevertheless consistent with the putative role
of stress in the physiopathology of addiction. Indeed, it should be
recorded that stress cross-sensitizes with the behavioral effects of
most drugs of abuse, including MDMA.”%7® Therefore, the
sensitization of noradrenergic and/or serotonergic neurons by
chronic stressful conditions may explain how the environment
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could facilitate the development of compulsive drug seeking. By
activating both nuclei through the hypothalamic-pituitary-adrenal

is,”*81 acute stressful stimuli may also promote relapse after
withdrawal in the absence of any drug stimulation.

CONCLUSION

In humans, the abuse potential of ecstasy is still controversial.”
Here we showed that only four injections of a subtoxic dose of
MDMA in mice are able to trigger the same long-term neural
modifications as compounds with high potential of abuse such as
amphetamine, cocaine, morphine, ethanol and nicotine + monoa-
mine oxidase inhibitor , suggesting that ecstasy’s addictivity may
have been underestimated. Moreover, we demonstrated that this
drug-induced long-term plasticity is a consequence of a sustained
impairment of inhibitory feedback mediated by o;-adrenergic
and 5-HT,;, autoreceptors in the LC and the DRN, respectively.
These latter findings provide potentially new targets for treatment
of addiction.
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Supplemental Figure 1. (A) Schematic representation of the experimental procedure. Mice
were injected once daily for 4 days with either saline, MDMA or SR46349B + prazosin +
MDMA. Then, both in vivo experiments (microdialysis analysis, locomotor activity
monitoring, LORR test, hypothermia assay) as well as in vitro experiments (radiolabeling of
O,a-adrenergic and 5-HT,, receptors, western blot and qRT-PCR analysis of Gai/o proteins
and mRNAs expression in the LC and the DRN) were conducted 4 days or 1 month after this
repeated treatment. (B) Schematic illustration of the localization of the dialysis probe in the
mouse PFC, LC and DRN (adapted from the atlas by Paxinos and Franklin, 1997). (C)
Schematic illustration of the microdissection of the LC and the DRN (adapted from the atlas

by Paxinos and Franklin, 1997).
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Supplemental Figure 2. Repeated MDMA fails to sensitize mesocortical dopaminergic
neurons. Mice were repeatedly injected with either saline or MDMA (10 mg/kg, i.p.) and
extracellular DA levels were monitored by in vivo microdialysis following amphetamine
injection (2 mg/kg, i.p.) 4 days after withdrawal. Cortical extracellular DA levels are
expressed as a percentage of the respective mean basal value £ SEM (absolute baseline
values: repeated saline, 1.3 £ 0.18 pg DA/20 min; repeated MDMA, 0.92 + 0.2 pg DA/20
min). n = 5-6 mice per group. There was no significant difference in cortical extracellular DA

levels between the different conditions (p > 0.05).
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Supplemental Figure 3. Repeated MDMA does not alter Gi proteins expression in the PFC.
Mice were repeatedly injected with either saline or MDMA (10 mg/kg, i.p.). Four days or
one month after the last injection, expression levels of Gai;, Gdi, and Gai; were analyzed
by western blot in the PFC. Experiments were performed 3 times with n = 8 mice per group.

Data represent mean £ SEM. (p > 0.05) (unpaired Student’s t test).
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Supplemental Figure 4. Pharmacological blockade of a,x-adrenergic and 5-HT,, receptors
mimics neurochemical and behavioral sensitization. Mice were acutely injected with either
saline, amphetamine (2 mg/kg, i.p.) or PCA (7 mg/kg, i.p.) after being pre-treated with
either saline, efaroxan (2.5 mg/kg, i.p.) or WAY-100635 (1 mg/kg, i.p.) 30 min before.
Cortical extracellular NE (A) and 5-HT (B) levels were monitored by in vivo microdialysis as
well as the locomotor response induced by both compounds (C and D). Cortical
extracellular monoamines levels are expressed as a percentage of the respective mean
basal value = SEM (absolute baseline values of NE: sal + sal, 0.55 + 0.28 pg NE/20 min; efa +
sal, 0.58 = 0.32 pg NE/20 min; sal + amph, 0.59 + 0.42 pg NE/20 min; efa + amph, 0.83 +
0.59 pg NE/20 min. Absolute baseline values of 5-HT: sal + sal, 0.63 + 0.51 pg 5-HT/20 min;
WAY + sal, 0.95 + 0.58 pg 5-HT/20 min; sal + PCA, 0.4 + 0.12 pg 5-HT/20 min; WAY + PCA,
0.27 + 0.09 pg 5-HT/20 min). There was no significant difference in basal cortical
extracellular monoamines levels between the different conditions (p > 0.05). Locomotor
activity is expressed as % turn per 5 min + SEM. Each group included at least 6 mice for

microdialysis experiments and 8 mice for behavioral experiments.
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Discussion

1. Avancées effectuées et liens avec la littérature

Présentés sous la forme de 4 articles distincts, notre travail a cherché a approfondir les
connaissances du modele de la sensibilisation comportementale et a identifier quelles sont
les modifications persistantes dans les systémes d’autorégulation des transmissions

noradrénergiques et sérotoninergiques.

Maintien de la sensibilisation comportementale (Publication n°1)

Concernant le modele de la sensibilisation comportementale, le premier article présenté
analyse le maintien dans la durée de I'"hyperactivité locomotrice en réponse a des injections
d’amphétamine. Contrairement au trés long maintien qui avait été décrit chez le rat
(Paulson, Camp, et Robinson 1991), nous n’observons ici qu’un maintien de la réponse
potentialisée jusqu’a un mois aprés la 4°™ et derniére injection d’amphétamine. De 2 3 4
mois de sevrage, |‘hyperactivité chute a 40% de la réponse sensibilisée. De maniére
intéressante, un rappel d’amphétamine induit une réponse locomotrice totalement

potentialisée et ce, quel que soit le temps de sevrage.

Plusieurs éléments peuvent expliquer ces résultats en apparence divergents. Tout d’abord,
on peut observer de nombreuses différences de protocole. Au-dela des spécificités liées a
I'espéece (le travail cité utilise des rats Holtzman femelles tandis que nous travaillons avec
des souris males C57BI/6)), 'exposition a "'amphétamine est trés différente. Pendant 42
jours, les rats recoivent des injections non-contingentes d’amphétamine deux fois par jour
a des doses croissantes (1-10 mg/kg), avec des arréts de traitement le week-end. Notre
protocole se limite a une injection d’'amphétamine quotidienne a dose constante pendant 4

jours consécutifs.

La dose utilisée et la durée d’exposition a la drogue sont des paramétres décisifs dans le
maintien de la sensibilisation et surtout dans la nature de la sensibilisation mesurée. En
effet, de fortes doses de drogue induisent des comportements stéréotypés (mouvements

de la téte, mouvements répétitifs, ruminations,...).
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La locomotion induite par les drogues et les stéréotypies sont des comportements qui sont
compétitifs, puisque lorsque I'animal s’engage dans les stéréotypies, il présente moins ou
plus du tout de locomotion horizontale (Segal et Mandell 1974). On considére d’ailleurs que
ces deux réponses comportementales sont contrOlées par deux systéemes neuronaux
différents (Vanderschuren et Pierce 2010). Ainsi, les animaux présentant des lésions
bilatérales des neurones dopaminergiques induites par la 6-OH-DA au niveau du NAc. ne
présentent plus aucune réponse locomotrice a 'amphétamine, tandis que les lésions au
niveau du noyau caudé préviennent les formes intenses de stéréotypie (Kelly, Seviour, et
Iversen 1975). Un autre travail vient confirmer ces résultats: la lésion des neurones
dopaminergiques et noradrénergiques induite par la 6-OH-DA au niveau du striatum dorsal
provoque une diminution des stéréotypies et une augmentation de la réponse locomotrice
a différentes doses d’amphétamine (Joyce et Iversen 1984). Les auteurs suggerent que, de
facon similaire a I'incompatibilité entre les comportements stéréotypés controlés par les
neurones dopaminergiques de la voie nigro-striée et les comportements alimentaires, il
existerait une incompatibilité entre la voie nigro-striée et le systéme mesolimbique au

niveau du NAc. qui favoriserait la locomotion induite par les drogues.

Paulson et collaborateurs montrent donc que, chez les rats, les stéréotypies se
maintiennent jusqu’a au moins un an aprés une exposition intense a I'amphétamine,
cependant la réponse locomotrice des animaux traités ne reste pas potentialisée (Paulson,

Camp, et Robinson 1991).

Puisque nous cherchons a déterminer les modifications neuronales des systemes impliqués
dans les comportements liés a la prise de drogue, nos conditions expérimentales se limitent
a des doses faibles, qui n’induisent pas de stéréotypies mais bien une activation

dopaminergique mésolimbique contrélant la locomotion.

Concernant le rebond de sensibilisation lors d’une 6°™ injection d’amphétamine, il est
intéressant d’observer que méme les animaux qui ne paraissaient plus sensibilisés restent
tout de méme sensibles a I'amphétamine trés longtemps et qu’une seule exposition
supplémentaire suffit a retrouver une réponse pleinement potentialisée. Bien qu’il soit
difficile de comparer directement ces expériences avec les résultats cliniques, il est
frappant de remarquer que les ex-fumeurs dépendants restent longtemps vulnérables aux
rechutes. Refumer une seule cigarette entraine souvent une reprise de la consommation au

niveau ou elle avait été arrétée.

158



L’exposition répétée a I'amphétamine induit une altération persistante des principaux

systemes de rétrocontroéle inhibiteur noradrénergique et sérotoninergique (Publications n°2

et n°3)

Apres avoir analysé le maintien de la sensibilisation comportementale, nous avons utilisé
ce modele pour étudier les modifications a long terme (jusqu’a un mois) induites par les

drogues.

Nous avons montré que les animaux sensibilisés a I'amphétamine présentent une altération
du rétrocontrole inhibiteur des systemes noradrénergique et sérotoninergique. Cette
altération passe par une désensibilisation des récepteurs Q,s-adrénergiques (a,,-AR) et 5-
HT,, sérotoninergiques suivi d’une diminution d’expression des protéines G, dans le locus
coeruleus (LC) et dans le raphé dorsal (RD) maintenue aprés un mois de sevrage. Le
dysfonctionnement du rétrocontrdle explique, en partie, le maintien a long terme de
I’hyper-réactivité noradrénergique et sérotoninergique observée chez les animaux

sensibilisés.

En gardant une correspondance entre le systeme noradrénergique et sérotoninergique,
tous deux modifiés de fagon similaire chez les animaux sensibilisés, nous avons réalisé

différentes expériences en tenant compte des spécificités de chaque systéme.

Dysfonctionnement du rétrocontréle noradrénergique

Le systeme noradrénergique est celui qui semble subir de profondes modifications et avoir
le role le plus décisif, notamment dans l'induction de la sensibilisation mesurée en
locomotion. En effet, I'activité basale des neurones noradrénergiques du LC est augmentée
chez les animaux sensibilisés, et on observe une diminution de I'effet de I’agoniste des Q-
AR, la clonidine. De plus, le blocage ou la stimulation pharmacologique des récepteurs Q-
AR influence significativement I'induction et I'expression de la sensibilisation, mesuré apres

3 semaines de sevrage.

Quelques études ont décrit I'effet de 'amphétamine sur I'activité basale des neurones
noradrénergiques du LC et I'effet de cette drogue sur I'inhibition induite par la clonidine.
Dans ces travaux, le traitement répété a 'amphétamine ne modifie pas I’activité basale des
neurones noradrénergiques du LC (Ramirez et Wang 1986a; Ramirez et Wang 1986b).

Cependant on observe bien une diminution de la sensibilité des a,,-AR aux effets
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inhibiteurs de la clonidine (Ramirez et Wang 1986b). La différence d’activité basale aprées un
traitement répété d’amphétamine pourrait étre expliquée par le protocole de
sensibilisation utilisé. En effet, Ramirez et collaborateurs sensibilisent des rats avec deux
injections quotidiennes d’amphétamine (5mg/kg) pendant 7 jours et mesurent I'activité des
neurones noradrénergiques du LC un jour aprés la derniére injection. Dans les expériences
réalisées par le Dr Houades et le Prof. Sara, co-auteurs de I'article n°2, les rats sensibilisés
ont subi une injection quotidienne de 0,75mg/kg d’amphétamine pendant 4 jours, et les
enregistrements de neurones ont été effectués aprés un sevrage d’ 1 mois. Il est possible
gue la modification de I'activité noradrénergique basale nécessite un peu de temps pour se

mettre en place.

Dans nos conditions expérimentales, le systeme noradrénergique des souris sensibilisées
est hyperactif a I'état basal. Il est donc envisageable de penser que n’importe quel stimulus
qui active les neurones noradrénergiques pourra induire une libération de noradrénaline

(NA) plus importante chez les animaux sensibilisés par rapport aux contréles.

L'hypothese d’une excitabilité noradrénergique altérée a été testée en mesurant la
décharge des neurones noradrénergiques du LC chez des rats sensibilisés aprés un mois de
sevrage. La stimulation de la patte induit une séquence d’excitation suivie d’une inhibition
bien caractérisée (F.-J. Chen et Sara 2007). Lorsque des stimulations électriques d’intensité
croissante sont effectuées sur la patte controlatérale, les animaux sensibilisés a
I"amphétamine présentent une réponse typique a de plus faibles intensités que les animaux
controles (Houades et Sara, communication personnelle). Cette diminution du seuil de

sensibilité suggére une excitabilité noradrénergique basale chez les animaux sensibilisés.

Comme nous I'avons développé précédemment, les projections noradrénergiques sont tres
diffuses et induisent des libérations de NA dans de nombreuses régions, dont I'amygdale
basolatérale et I'hippocampe. Grace a des expériences ou la transmission noradrénergique
est modifiée pendant la période de consolidation de la mémoire, de nombreux auteurs ont
mis en évidence une influence de la NA dans la consolidation de la mémoire a long-terme
(McGaugh et Roozendaal 2009; Sara 2009). La NA a également un rble dans la récupération
de la mémoire. Une équipe a ainsi montré que les souris qui n’expriment plus I'enzyme
nécessaire a la synthése de NA, la dopamine-f-hydroxylase, présentent une altération de la
récupération de la mémoire contextuelle et spatiale (Murchison et al. 2004). Le rdle
noradrénergique semble passer par les récepteurs B1-adrénergiques de I’hippocampe. On

peut supposer que la transmission noradrénergique étant plus excitable chez les animaux
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sensibilisés, la consolidation de la mémoire liée a la consommation de drogue et au
contexte associé est plus importante. Cela expliquerait en partie le fort apprentissage
observé chez les animaux dans des paradigmes d’auto-administration associée a des
indices, ainsi que l'induction de comportement de recherche de drogue lors de la
présentation d’un indice précédemment associé a la drogue. Ces expériences modélisent
bien la vulnérabilité persistante du toxicomane en sevrage et le risque de rechute
augmenté lorsqu’il est en présence d’éléments associés a la drogue (par exemple, une

seringue pour un héroinomane).

Nous avons aussi montré que le blocage des récepteurs Q,,-AR lors de linjection
d’amphétamine facilite I'induction et I'expression de la sensibilisation comportementale
tandis que la stimulation des Q,,-AR avec la clonidine bloque ces deux phases. Ce résultat
atteste de I'importance de la transmission noradrénergique dans le développement de la
sensibilisation comportementale et de la possibilité de contréler la réponse

noradrénergique a I'amphétamine en modifiant son rétrocontréle inhibiteur.

Une équipe finlandaise a étudié le réle de I'atipamezole, un antagoniste des récepteurs a,-
AR sur la sensibilisation comportementale a I'amphétamine (Juhila et al. 2003). Leurs
résultats sont en accord avec les notres, puisque le prétraitement a I'atipamezole réduit le
développement de la sensibilisation, ainsi que I'expression mesurée lors d’une injection

aigué d’amphétamine.

Afin de préciser I'effet adrénergique observé avec cet antagoniste non spécifique des
récepteurs a,,-AR, cette méme équipe a par la suite étudié la sensibilisation a
I'amphétamine des souris qui n’expriment plus le récepteur a,,-AR (Juhila et al. 2005). Ces
souris présentent une sensibilisation a I'amphétamine fortement diminuée par rapport aux
controles. Cependant, il est difficile de conclure sur le réle des 0,4-AR dans la sensibilisation
car les souris mutantes se sensibilisent apres un traitement répété au sérum physiologique.
Il semble donc que ces souris répondent au stress de l'injection plus qu’a la drogue elle-
méme. Des travaux montrent d’ailleurs que le stress chronique augmente I'excitabilité des
neurones noradrénergiques du LC et que ces effets sont dus en partie a une
désensibilisation des autorécepteurs Q,,-adrénergiques (Jedema et Grace 2003; Jedema et

al. 2008).

Le réle de la clonidine sur les effets induits par I'abus de drogues a été étudié pour les

opiacés chez 'Homme et plusieurs travaux montrent que le Catapressan® (la clonidine),
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soulage les symptomes de sevrage physique des héroinomanes, ce qui évite la rechute
(Gold, Redmond, et Kleber 1978). Il parait cependant difficile de comparer cet effet de la
clonidine a I'effet sur I'induction de la sensibilisation. Chez les héroinomanes, la clonidine
diminue probablement I'hyperactivité de la synthese d’AMPcyclique des neurones
noradrénergiques du LC observée apres des injections chroniques d’opioides (Nestler,
Alreja, et Aghajanian 1994). L’augmentation stable dans le temps de cette voie de
signalisation est une réponse compensatrice a 'effet aigu des opioides qui inhibent les

neurones noradrénergiques du LC.

Il a également été montré que la clonidine empéche les comportements de recherche
d’héroine induits par un stress chez le rat, mais |'effet semble étre dépendant
exclusivement des Q,,-AR exprimés par les neurones noradrénergiques du tegmentum

latéral, puisque les injections intra-LC ne reproduisent pas cet effet (Shaham et al. 2000).

Bien que nous ayons montré un effet significatif sur la sensibilisation, la stimulation des
autorécepteurs 0,,-AR a été effectuée simultanément aux injections de drogue. Afin de
tester si I'effet de la clonidine sur la réponse locomotrice peut également influencer des
animaux sensibilisés, nous avons traité de maniére répétée des animaux sensibilisés a
I'amphétamine avec l'agoniste adrénergique (résultats non montrés). Ce traitement
n’influence pas la sensibilisation, puisqu’aprés une injection d’amphétamine, les animaux
maintiennent leur réponse potentialisée. Jusqu’a présent, seule I'exposition prolongée a un
environnement enrichi est capable d’annuler la sensibilisation comportementale et la
préférence de place a la cocaine chez des animaux ayant acquis ces comportements

(Solinas et al. 2008).

Dysfonctionnement du rétrocontréle sérotoninergique

On observe également une altération du rétrocontréle inhibiteur sérotoninergique. En
effet, I'injection de 8-OH-DPAT, un agoniste des récepteurs 5-HT;s, n’induit plus de
diminution de libération de 5-HT dans le CPF des souris sensibilisées, ce qui suggére une

désensibilisation des récepteurs 5-HT,.

A l'instar de la désensibilisation noradrénergique, cette altération du rétrocontréle
inhibiteur des récepteurs 5-HT;, est probablement a [l'origine de [I’hyper-réactivité
sérotoninergique observée chez les animaux sensibilisés a I'amphétamine (Salomon et al.

2006). En accord avec cette hypothese, les souris n’exprimant plus le récepteur 5-HTy, (5-
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HT,,-KO) n’ont pas de changement au niveau du taux extracellulaire basal de 5-HT, mais on
observe une libération de 5-HT dans le RD plus importante chez les mutants que chez les
controles apres un stress ainsi qu’apres I'administration de fluoxétine, un inhibiteur sélectif

de la recapture de la sérotonine (Bortolozzi et al. 2004).

Il est intéressant de noter que si la désensibilisation des récepteurs 5-HT;, induit un
phénotype comparable aux souris 5-HT1,-KO au niveau de la libération de 5-HT, les
réponses des animaux sensibilisés pourraient également étre comparables au phénotype
anxieux observé chez les 5-HT1,-KO. En effet, les souris n’exprimant plus le récepteur 5-
HT,» de maniére constitutive présentent une anxiété et une réponse au stress plus
importante que les contréles (Parks et al. 1998). A l'inverse, I'exposition a un stress trés
léger chronique, ou léger chronique, désensibilise les autorécepteurs 5-HT;, du RD
(Lanfumey et al. 1999; Froger et al. 2004). L'ensemble de ces résultats apporte des
éléments de réponse quant au mécanisme qui induit la sensibilisation croisée entre le
stress et les comportements induits par les drogues (Antelman et al. 1980; Deroche et al.

1995; Rouge-Pont et al. 1995).

Concernant le rble des récepteurs 5-HT;, dans l'induction et I'expression de la
sensibilisation a 'amphétamine, stimuler ces récepteurs n’influence aucune de ces étapes.
Bien que d’autres équipes aient montré que l'injection de I'agoniste 8-OH-DPAT atténue la
sensibilisation a la méthamphétamine (Ago et al. 2006) et bloque complétement la
sensibilisation a 'amphétamine (Przegalinski et al. 2000), I'absence d’influence dans nos
conditions n’est pas une surprise. En effet, les doses d’amphétamine utilisées pour la
sensibilisation n’induisent pas de libération de 5-HT chez la souris, il semble cohérent de ne
pas observer d’effet de la stimulation du rétrocontrdle inhibiteur. Un effet totalement
différent serait attendu dans le cadre de la sensibilisation comportementale aux opiacés ou
au MDMA. Ces drogues induisent une forte libération de 5-HT et par conséquent bloquer

cette libération pourrait altérer la sensibilisation induites par celles-ci.
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Maintien de la désensibilisation a long terme des autorécepteurs a,-AR et 5-HT;5 ?

Afin de déterminer le mécanisme qui permet le maintien de la désensibilisation

fonctionnelle des autorécepteurs, nous avons quantifié la liaison de la [**

l]para-iodo-
clonidine et du [*H]WAY 100 635 aux a,,-AR et aux récepteurs 5-HT;,. Nous n’observons
pas de différences d’expression des protéines entre les animaux sensibilisés a
I"amphétamine ou au MDMA et les contréles. Nous avons donc cherché une altération en
aval des récepteurs chez les animaux sensibilisés. Nous avons observé une diminution du
couplage des récepteurs 5-HT1, aux protéines G, au niveau du RD mesuré avec le GTPyS,

ainsi qu’une diminution de I'expression des protéines Gy, au niveau du LC et Ggs au

niveau du RD.

Bien que nous n’ayons pas montré dans nos conditions l'interaction entre les a,,-AR et 5-
HT.4 et ces sous-types de protéines G, de nombreux travaux montrent que cette interaction
existe. Une étude montre ainsi I'expression Gu;3 au niveau du LC et suggere un couplage
préférentiel a la sous-unité Gg,, puisque les effets des agonistes a,,-AR ne sont plus

observés dans les souris n’exprimant plus cette sous-unité (Albarran-Juarez et al. 2009).

Pour le récepteur 5-HT4,, le couplage au niveau du RD a été montré exclusivement avec la
sous-unité Ggs chez le rat (Mannoury la Cour et al. 2006). Or, dans nos conditions
expérimentales, seule I'expression de la sous-unité Gg; est modifiée chez les souris
sensibilisées aprés un mois de sevrage. Au-dela de possibles spécificités de couplage inter
especes, nous pensons que la diminution persistante de I'expression de Gg: pourrait
influencer le couplage 5-HT;4/Gqs. En effet, altérer I'expression d’un sous-type pourrait
influencer I'ensemble des protéines G, et créer une hétérorégulation entre récepteurs,
comme cela a été montré lors du blocage des récepteurs CB1 aux cannabinoides qui induit

une désensibilisation fonctionnelle des récepteurs 5-HT;, du RD (Aso et al. 2009).

Nos résultats concernant la diminution de I'expression des protéines Gy induite par les
drogues rejoignent d’autres études qui montrent une modification de I'expression de ces
protéines dans différentes régions du cerveau, dont le NAc. et le LC, aprés une exposition
répétée a différentes drogues (Nestler et al. 1990; Striplin et Kalivas 1993). Ce phénomene
a d’ailleurs aussi été observé chez les humains, puisqu’une étude post-mortem montre une
diminution de 32 a 49% de I'expression des sous-unités Giq; et Giy, spécifiguement dans le

NAc. de consommateurs d’héroine et de méthamphétamine (McLeman et al. 2000).

164



Un autre travail montre le réle complexe des protéines Gg.;, couplées au récepteur
dopaminergique D; dans le striatum, dans la réponse aigué et chronique aux drogues. En
effet, les souris hétérozygotes pour le gene codant pour Ggor présentent une réponse
diminuée a des injections aigués d’amphétamine et de cocaine et une sensibilisation
locomotrice plus forte pour ces deux drogues, tandis que la préférence de place n’est pas

altérée (Corvol et al. 2006).

Les mécanismes qui maintiennent la diminution des protéines Gy dans les neurones
noradrénergiques et sérotoninergiques restent a déterminer, mais un début de réponse est
apporté par quelques expériences préliminaires. Les ANRm des sous-unités Gz ont été
mesurés dans le LC et le RD, et la sensibilisation au MDMA ne semble pas altérer leur
niveau d’expression. Il pourrait s’agir donc de modifications post-transcriptionnelles
(Giguere et al. 2012). Une autre hypothése testée concerne la modification des protéines
régulatrices de la signalisation des protéines G,;, les RGS (Regulators of G protein signaling)
et AGS (activators of G-protein signaling), apres un traitement répété a I'amphétamine. Il a
été montré que ces protéines régulatrices sont modifiées apres une exposition aux drogues
(Rahman et al. 2003; Han et al. 2010; Bishop et al. 2002). En fonction du résultat de ces
études et de I'expression des protéines, nous avons analysé par la méthode de Western
Blot I'expression des RGS 2,4 et 7 dans le LC, des protéines RGS 2, 4, 7 et 10 dans le RD,
ainsi que I'expression de ’AGS3 dans les deux noyaux. Aucune différence d’expression n’a
été observée aprés un traitement répété a I'amphétamine ni au MDMA (résultats non

montrés).

Une hétéro-régulation entre les récepteurs a;5-AR/5-HTin et 5-HT,a/a0-AR est-elle

possible ?

La facilitation de la sensibilisation obtenue par le blocage de ces récepteurs est un résultat
déconcertant, puisque nous pensions que « protéger » ces récepteurs en les bloquant allait
empécher cette désensibilisation. Afin de vérifier ce résultat, nous avons analysé la
sensibilisation a 'amphétamine a deux doses (1 et 2 mg/kg) en bloquant les récepteurs Qa-
AR et 5-HT,, (Figure 12). Bloquer ces récepteurs facilite bien la sensibilisation a 1mg/kg,

non observée a cette dose en conditions controles.
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Figure 12 : Le blocage des récepteurs ,,-AR et 5-HTy, facilite et permet la sensibilisation a
de faibles doses d’amphétamine

Amph : amphétamine, Antagonistes : Efaroxan (2.5 mg/kg, i.p.) + WAY 100 635 (1 mg/kg,
i.p.), ¥p< 0.05, n.s.: non significatif

Ce résultat complémentaire suggére que la désensibilisation a long terme des récepteurs
a,.-AR et 5-HT;4 n"est pas la conséquence de la stimulation répétée de ces récepteurs par la
NA ou la 5-HT, mais pourrait étre induite par des mécanismes intracellulaires. Or, la
stimulation des récepteurs Q.z-AR et 5-HT,, est nécessaire pour observer I'hyper-réactivité

noradrénergique et sérotoninergique chez les animaux sensibilisés (Tassin 2008).

On observe une grande homologie entre les récepteurs d;-AR et 5-HT,,. llIs activent tous
deux la voie G4/Gyy, qui favorise la libération d’ inositol-triphosphate (IP3) et de diglycéride
(DAG). L'IP3 augmente la libération de calcium intracellulaire et le DAG active la PKC. Au
niveau de I'expression de ces récepteurs, le récepteur d;3-AR est exprimé par les neurones
sérotoninergiques du RD, et le récepteur 5-HT,, est exprimé par les interneurones
GABAergiques qui entourent le LC ainsi que par les neurones noradrénergiques du LC eux-
mémes. Les neurones noradrénergiques du LC expriment donc a la fois les récepteurs Q,a-
AR et 5-HT,, et les neurones sérotoninergiques du RD expriment les récepteurs 5-HT;, et
a1-AR (Figure 13). Nous proposons que l'activation continue des récepteurs a;3-AR et 5-
HT,a active la cascade intracellulaire G,/Gy; et induit la phosphorylation des autorécepteurs
5-HT.s et 0,4-AR et/ou de leur protéine associée, respectivement, et le maintien de leur

désensibilisation.
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Neurone NA du LC

Interneurone
GABAergique

Neurone 5-HT du RD

Figure 13 : Modeéle d’hétérorégulation entre les récepteurs ag-AR/5-HT14 et 5-HT,a/au4-AR.
5-HT : sérotonine; DAG: diaglycérol ; GABA: acide y-aminobutyrique; IPs: inositol-
triphosphate ;

LC : locus coeruleus ; NA : noradrénaline ; P: phosphorylation ; PKC: phosphokinase C; PLC:
phospholipase C; RD : raphé dorsal
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Plusieurs études suggerent qu’'un tel mécanisme pourrait avoir lieu au niveau intra-
cellulaire. Tout d’abord, il a été montré in vitro que l'activation de la PKC induit la
phosphorylation des récepteurs a,,-AR et 5-HTy, et leur désensibilisation (Liang et al. 1998;
Y. Chen et Penington 1996). Cependant, la phosphorylation entraine une internalisation
suivie d’'une dégradation des récepteurs désensibilisés, or dans notre modele il n’y a pas de

diminution d’expression des récepteurs.

On observe en revanche une diminution de I'expression des protéines Gg;.. D’autres études
in vitro montrent que l'activation de la PKC phosphoryle les protéines Gg et induit un
découplage entre le récepteur et la protéine G associée (Chen et Penington 1996; Sasaki et
al. 1997; Di Marzo et al. 1993). Ce mécanisme PKC-dépendant a été montré
spécifiquement pour la phosphorylation des sous-unités Gg1 et Gy, (Murthy, Grider, et

Makhlouf 2000).

Ainsi, I'activation des récepteurs 0.5-AR et 5-HT,, respectivement par la NA libérée dans le
RD et par la 5-HT libérée dans le LC induirait une activation de la PKC qui pourrait
phosphoryler les protéines G, des neurones noradrénergiques et sérotoninergiques et
induire une diminution de couplage entre ces protéines et les autorécepteurs 5-HT;, et Qza-

AR.

2. Limites du travail et généralisations

Les résultats obtenus sont-ils spécifiques des injections hon-contingentes de drogue ?

Le modele utilisé, la sensibilisation comportementale, se base sur des injections non-
contingentes de drogue et ne prend pas en compte la volonté de I'animal. La prise de
décision est pourtant un parametre décisif dans la consommation de drogues et le passage
a I'abus chez I’'humain. De maniere générale, la sensibilisation comportementale n’est pas
associée aux prises de drogues chez I'humain, méme si quelques travaux montrent des
caractéristiques communes (Strakowski et al. 1996; Strakowski et Sax 1998; Boileau | et al.

2006).

Comme nous l'avons exposé dans l'introduction, certains modeles tiennent compte de ce
parametre. Le plus couramment utilisé est probablement celui de I'auto-administration de
drogues (O’Connor et al. 2011; Vanderschuren et Ahmed 2013). Dans ce modele, des

études ont montré un effet sur la prise de drogue lorsque les systemes noradrénergiques
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ou sérotoninergiques sont altérés (Zhang et Kosten 2005; Greenwell et al. 2009; Trigo et al.
2007; Maurel, De Vry, et Schreiber 1999; Drouin, Darracq, et al. 2002). En particulier, les
autorécepteurs a,,-AR semblent avoir un réle dans le comportement de recherche de
cocaine et d’héroine induit par le stress, puisque des injections de clonidine effectuées
juste avant le stress évitent ces comportements (Shaham et al. 2000; Erb et al. 2000).

Rappelons que la clonidine est le catapresan® qui est utilisé en clinique.

Nous n’avons pas étudié I'état de sensibilité des autorécepteurs 0,,-AR et 5-HT;,, apres des
protocoles d’auto-administration, mais les quelques articles qui montrent un réle des
transmissions noradrénergiques et sérotoninergiques dans ces modeles incitent a s’y

intéresser.

Peut-on étendre les résultats obtenus avec 'amphétamine et le MDMA aux autres drogues

ou, au moins, aux psychostimulants ?

Par définition les drogues partagent la capacité commune d’induire un comportement
toxicomanogéne, mais ont des propriétés d’action et des effets sur les systemes neuronaux
qui sont tres hétérogenes. L’hyper-réactivité noradrénergique et sérotoninergique a été
montrée pour une grande majorité de drogues : I'amphétamine, la cocaine, la morphine, le
MDMA, l'alcool et la nicotine, lorsque cette derniére est couplée a des inhibiteurs de
monoamines oxydases (Salomon et al. 2006; Lanteri et al. 2008; Lanteri et al. 2009; Tassin
2008). Nos résultats expliquant le mécanisme de maintien se limite cependant aux
injections répétées d’amphétamine (Publications n°2 et 3) et de MDMA (Publication n°4).
Quelques études trouvées dans la littérature nous permettent néanmoins d’observer les
modifications des autorécepteurs a,,-AR et 5-HT;, induites par I'exposition a d’autres

drogues.

Un premier travail analyse I'effet de I'exposition prénatale a la cocaine sur la transmission
noradrénergique testée sur des rats a I’age de jeune adulte (Elsworth et al. 2007). Un léger
stress induit une augmentation du taux de renouvellement de la NA dans le CPF des rats
exposés a la cocaine avant la naissance. Chez ces mémes animaux, on observe une
diminution de la liaison de la [**I] para-iodo-clonidine aux autorécepteurs Q,, du LC, ce qui
suggere une diminution d’expression de ces récepteurs aprés I'exposition a la cocaine in

utero qui se maintient a I’age adulte.
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Une autre étude a analysé I'état de sensibilité des autorécepteurs 5-HT;, aprés une
sensibilisation a la cocaine. Chez des rats sensibilisés a cette drogue, I'agoniste 8-OH-DPAT
induit une inhibition des neurones sérotoninergiques du RD plus importante que chez les
controles, ce qui suggere une hypersensibilité des autorécepteurs 5-HT;,. Cette
modification ne semble pas passer par une surexpression de ces récepteurs, puisque le
marquage de I'agoniste radioactif n"augmente que dans I'amygdale medio-centrale, et non
dans le RD (Cunningham, Paris, et Goeders 1992). Bien que notre étude sur les
autorécepteurs 5-HT;, se limite a I'amphétamine et au MDMA, [I'hyper-réactivité
sérotoninergique a été montrée également pour la cocaine, aprés une exposition a la
drogue similaire a celle utilisée dans le papier de Cunningham et ses collaborateurs. Il serait
donc logique pour nous d’observer la méme désensibilisation des 5-HT1, chez les animaux
sensibilisés a la cocaine, aprés un mois de sevrage. Or, dans I'étude citée (Cunningham,
Paris, et Goeders 1992), la réactivité des autorécepteurs a été testée aprés des sevrages

courts, de 18 et 24h.

Dans nos conditions expérimentales, le couplage fonctionnel entre le récepteur 5-HT;, et
les protéines Gy est diminué chez les animaux sensibilisés a I'amphétamine. Un autre
article étudie l'influence de la prise volontaire chronique d’éthanol sur les autorécepteurs
5-HT,, et sur l'activité spontanée basale des neurones sérotoninergiques du RD. Les
animaux qui ont bu de fagon volontaire I'éthanol présentent une augmentation du
couplage entre ces récepteurs et les protéines G, dans le RD, ce qui suggére une
hypersensibilité des autorécepteurs (Kelai et al. 2008). La prise d’éthanol ne modifie pas
I'activité spontanée des neurones. Il est important de souligner que ces mesures ont été
effectuées le jour méme de la derniéere prise d’éthanol, sans aucune étape d’abstinence ou

de sevrage, dans des conditions tres différentes de nos sevrages a long terme.

Dans toutes ces études, I'importance du temps de sevrage est fondamentale, puisque cela
permet de différencier entre des adaptations qui cherchent a compenser I'effet immédiat
de la drogue et des modifications a long terme qui pourraient expliquer les altérations
permanentes des systémes neuronaux. Ainsi, on observe qu’un traitement répété a la
morphine induit une augmentation de couplage du récepteur 5-HT;, aux protéines G, dans
le CPF tout de suite apres le traitement, tandis qu’aprés une semaine de sevrage, ce méme

couplage est diminué dans le RD (Lutz et al. 2011).

Il est intéressant de remarquer que, seule, la nicotine n’induit pas de sensibilisation

comportementale (Marks, Burch, et Collins 1983; Kita et al. 1988; Sparks et Pauly 1999;
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Villégier, Salomon, Blanc, et al. 2006). En revanche, en présence d’inhibiteurs de
monoamines oxydases, contenues dans le tabac et dans sa fumée, la nicotine induit des
réponses locomotrices et récompensantes similaires a toutes les autres drogues (Villégier,
Salomon, Granon, et al. 2006). Il a été démontré que cet effet des inhibiteurs de
monoamines oxydases passe par une désensibilisation des autorécepteurs 5-HT;, du RD,
probablement via une internalisation de ces récepteurs (Lanteri et al. 2009). Il semble donc
qgue la désensibilisation des 5-HT,, soit essentielle pour les mécanismes neurobiologiques

induits par le tabac.

Les autorécepteurs a,,-AR et 5-HT;, sont-ils les seuls a étre touchés ?

En plus du rétrocontréle inhibiteur exercé par les autorécepteurs 5-HT,, les neurones
sérotoninergiques expriment également des autorécepteurs 5-HT,;; au niveau des
terminaisons synaptiques. L’activation de ces récepteurs inhibe la libération de 5-HT au
niveau des zones de projection (Sinton et Fallon 1988; Sharp, Bramwell, et Grahame-Smith
1989, 1989; Hjorth et Tao 1991) et, de maniere similaire aux récepteurs 5-HT;,, le contréle
5-HT.z semble étre phasique puisque les souris n’exprimant pas ce récepteur présentent la
méme activité sérotoninergique de base (Evrard et al. 1999). Quelques auteurs ont étudié
le réle de ces récepteurs dans la réponse aux drogues et les résultats indiquent que les
récepteurs 5-HT;z peuvent agir sur celle-ci en modifiant directement ['activité
sérotoninergique mais aussi via le contréle de la libération de DA dans le NAc. (Przegalinski
et al. 2001). Les deux sous-types de récepteurs 5-HT,, et 5-HT,z ayant un réle similaire mais
des adressages neuronaux différents, il serait possible d’observer une augmentation de
I'activité 5-HT,z afin de compenser la désensibilisation a long terme mesurée chez les
animaux sensibilisés a 'amphétamine. Nous n’avons pas étudié cette possibilité, mais
quelques études suggerent que la compensation n’est pas systématique. En effet, chez les
animaux qui n’expriment plus de 5-HT1,, on n‘observe pas de changement dans I'efficacité
des récepteurs 5-HT,z du RD a diminuer la libération locale de 5-HT (Bortolozzi et al. 2004)

ni de changement de densité de ces récepteurs dans ce méme noyau (Ase et al. 2001).

171



Quels autres meécanismes peuvent expliquer I’hyper-réactivité des systemes

noradrénergiques et sérotoninergiques ?

L'hyper-réactivité noradrénergique et sérotoninergique observée chez les animaux
sensibilisés est donc en partie expliquée par une désensibilisation a long terme des
rétrocontroles inhibiteurs respectifs de ses systemes. Mais une autre hypothése plausible
concerne les afférences glutamatergiques recues par le LC et le RD. Ces arrivées excitatrices
pourraient étre renforcées chez les animaux sensibilisés, ce qui induirait une réactivité

noradrénergique et sérotoninergique augmentée.

La transmission glutamatergique est essentielle au développement de comportements de
type addictif dans les modeles animaux, en particulier celui de la sensibilisation
comportementale. En effet, le blocage des récepteurs NMDA prévient le développement de
la sensibilisation comportementale aux psychostimulants (Karler et al. 1989; Wolf et Khansa

1991; Vanderschuren et Kalivas 2000).

Une quantité croissante d’études propose que les processus addictifs peuvent étre
considérés comme une forme anormale de plasticité synaptique (Wolf et al. 2004). Une des
transmissions les plus étudiées a cet égard est la transmission dopaminergique et,
particulierement, la plasticité des synapses dans I'ATV et le NAc. qui regoivent des
afférences glutamatergiques du CPF. La premiere démonstration de cette théorie a décrit
une LTP AMPA-dépendante dans les synapses glutamatergiques des neurones
dopaminergiques de I'ATV induite par une injection aigué de cocaine (Ungless et al. 2001).
Cette plasticité se maintient 5 jours apres l'injection, et n’est plus mesurée apres 10 jours
de sevrage. Par la suite, la méme LTP a été testée et obtenue pour des injections aigués de
toutes les drogues : amphétamine, morphine, nicotine et éthanol (Saal et al. 2003; Faleiro,
Jones, et Kauer 2004). La LTP semble avoir lieu également aprés des injections répétées,
puisque ce phénomeéne est observé apres un traitement répété de cocaine (Liu, Pu, et Poo

2005).

La LTP a également été mesurée dans les neurones glutamatergiques du CPF aprés des
injections de cocaine (Huang, Lin, et Hsu 2007; Lu et al. 2010). Compte tenu du contrdle
glutamatergique cortical sur les noyaux du LC et du RD, ces modifications laissent supposer

une activation plus forte des transmissions noradrénergiques et sérotoninergiques.

Mais la plasticité synaptique ne se limite pas a des modifications induites par des injections

non-contingentes de drogues. Récemment, une potentialisation des fibres
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glutamatergiques du NAc. core a été mise en évidence apres une extinction de I'auto-
administration de cocaine (Moussawi et al. 2009). Lors de la restauration du comportement
d’auto-administration, aprés une longue période de sevrage, une potentialisation rapide et
éphémeére supplémentaire de ces synapses est observée (Gipson et al. 2013; Gipson,
Kupchik, et Kalivas 2013). Cette potentialisation est spécifique de I'auto-administration de
cocaine et n’est pas observée avec |'auto-administration de sucre. Ces résultats suggerent
que la plasticité glutamatergique a aussi un réle dans les comportements de recherche de

cocaine et de rechute.

Pour le moment, aucune étude n’a analysé la plasticité glutamatergique au niveau du LC et
du RD, mais il parait plausible qu’elle existe. Tout d’abord, il existe un controle clair de ces
deux noyaux par les voies glutamatergiques descendantes (Hajés et al. 1998; Lu et al.
2012). De plus, la NA et la 5-HT ont toutes deux été impliquées dans des processus de
plasticité. Ainsi, la NA est nécessaire pour bloquer I'inhibition GABAergique et permettre
I'induction de LTP dans les synapses des projections thalamiques sur 'amygdale (Tully et al.
2007). La sérotonine est également capable d’induire une LTP des transmissions
synaptiques de I'amygdale (Y.-Y. Huang et Kandel 2007). Enfin, certaines formes de LTP
nécessitent la stimulation de la PKC, qui a lieu lors de I'activation des récepteurs 0,5-AR et

5-HT,, (Malinow, Madison, et Tsien 1988).

Nous proposons donc que, en parallele du dysfonctionnement du rétrocontréle inhibiteur
noradrénergique et sérotoninergique observé chez les animaux sensibilisés, une plasticité
de type LTP s’établit au niveau des synapses glutamatergiques du LC et du RD. Cette
plasticité induirait une plus forte réactivité des transmissions noradrénergiques et

sérotoninergiques chez les animaux sensibilisés a I'amphétamine.

Quels systemes neuromodulateurs sont altérés dans les différentes étapes de la transition

vers |'addiction ?

Toutes les theses décrites dans la premiére partie de ce travail apportent des notions clé
pour comprendre et mieux modéliser I'addiction. Etant donné la complexité de ce trouble,
il est d’ailleurs plausible que toutes les hypothéses soient exactes a un moment donné du

processus addictif.
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En restant proche de la clinique, nous nous fondons sur la division des pratiques addictives
en 3 paliers progressifs : 'usage, I'abus et la dépendance (Figure 14) (Reynaud, Parquet, et
Lagrue 1999).

Abus (30-50%)

Usage Dépendance
(15%)

Figure 14 : Illustration des trois paliers usage, abus et dépendance

Les trois étapes sont les mémes que celles développées dans le rapport des pratiques
addictives (Reynaud, Parquet, et Lagrue 1999) et reprises dans la transition par étapes vers
I’addiction (Piazza et Deroche-Gamonet 2013). Ainsi, l'usage est caractérisé par une
consommation sans dommage induit. Les dommages sont cependant possibles et la
pratique est qualifiée de « a risque ». Il est difficile d’avancer un pourcentage de la
population touchée, car ce palier est hétérogene et regroupe la non-consommation, la
consommation socialement réglée et la consommation a risque. A titre d’exemple, en
France, la non consommation d’alcool est de 10%, tandis que 90% des francais ne
consomment pas de drogues illicites. Les chiffres sont donc extrémement dépendants de la

drogue et des facteurs de sexe et d’age (Reynaud, Parquet, et Lagrue 1999).

Notons que tous les stimuli récompensants n’induisent pas le passage de |'usage a I'abus,

mais que le stimulus doit étre récompensant pour induire ce passage (drogues).

La répétition de la prise et les vulnérabilités individuelles favoriseraient le passage vers le
deuxieme palier, I'abus. Ici, la consommation répétée induit des dommages dans des
domaines somatiques, psychoaffectifs ou sociaux. Le passage vers I'abus pourrait étre
principalement soutenu par la transmission dopaminergique, puisque les drogues

activeraient les circuits de récompense en attribuant a celle-ci la notion de plaisir (Figure
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15). C’est a ce niveau que se situent les paradigmes d’auto-administration et de préférence
de place conditionnée, qui montrent un comportement motivé pour des stimuli plaisants.
En effet, les animaux apprennent a s’auto-administrer une drogue, mais aussi du sucre
(Lenoir et al. 2007) et on observe une préférence de place pour une multitude de stimuli
appétitifs naturels, comme la nourriture, la copulation ou I’exercice (Bardo et Bevins 2000).
Ces paradigmes sont intéressants car ils permettent une dissection précise des mécanismes

dopaminergiques impliqués dans les comportements motivés par des récompenses.

Abus

Plaisir Manque

NA

PA | sonT

Usage Dépendance

Figure 15 : lllustration des trois paliers usage, abus et dépendance avec les transmissions
neuromodulatrices hypothétiquement associées

Dans l'abus, la drogue prend de plus en plus d’'importance, tant au niveau du temps
consacré comme des doses croissantes, surtout pour les opiacés, pour lesquels la tolérance
se met en place avec la répétition des prises. Bien que le rapport a la drogue a changé par
rapport au stage d’'usage, ce stade ne serait pas encore considéré comme de |'addiction. Il
serait logique d’inclure dans ce palier les animaux qui favoriseraient une récompense
naturelle a la drogue, lorsque le choix est possible (Lenoir et al. 2007), ou les animaux ne
validant qu’un ou deux criteres définis par le modele de Deroche-Gamonet et
collaborateurs (Deroche-Gamonet, Belin, et Piazza 2004). Il serait également possible
d’inclure dans ce groupe les animaux qui augmentent leur consommation de cocaine lors

d’un accés prolongé a celle-ci. (Ahmed et Koob 1998).

Enfin, et toujours en fonction de la vulnérabilité personnelle, le palier de I'abus pourrait

étre franchit pour tomber dans la dépendance. Cette derniéere étape est caractérisée par
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une perte de contrdle et une perte de la notion de plaisir, remplacée par une sensation de
manque difficilement supportable pour le toxicomane. Seraient inclus dans cette catégorie
les animaux répondant aux trois critéres décrits dans le modéle animal sur lequel se base la
théorie de la transition par étapes vers I'addiction (Deroche-Gamonet, Belin, et Piazza
2004). D’apres ce modele et d’autres études (Anthony, Warner, et Kessler 1994), I'état de
dépendance aux psychostimulants serait atteint pour, en moyenne et selon les produits,

15% de la population consommatrice de départ.

Nous proposons que les transmissions noradrénergique et sérotoninergique sont a la base
de cette derniere étape (Figure 15). Les vulnérabilités individuelles génétiques ou
psychologiques induiraient I’hyper-réactivité noradrénergique et sérotoninergique
observée chez les animaux sensibilisés a long terme (Tassin 2008) et maintenue en partie

par I'altération persistante des rétro-contrdles inhibiteurs de ces deux systemes.

Un des arguments qui encouragent l|'idée d’une ascendance noradrénergique et
sérotoninergique sur la dopamine est le fait que bloquer les récepteurs az-adrénergiques
et 5-HT,, sérotoninergiques prévient complétement la sensibilisation comportementale a
I"amphétamine, la cocaine, la morphine, I'alcool et la nicotine, lorsque celle-ci est couplée a
des inhibiteurs de monoamine oxydase (Salomon et al. 2006; Lanteri et al. 2008; Lanteri et
al. 2009; Lanteri et al. 2013). Au vu du réle de la transmission noradrénergique dans la
vigilance et le contrdle du ratio signal/bruit dans les régions sensorielles (Sara 2009), il est
possible d’imaginer que I"hyper-réactivité de ce systéme induirait une réponse exacerbée a
des stimuli qui, en conditions normales, serait rapidement contrélée. Ceci pourrait
maintenir le toxicomane dans un état d’hyper-sensibilité permanente et favoriser la

consommation de drogues.

Dans la majorité des cas, le passage de I'usage a I'abus par I'activation de la transmission
dopaminergique est une étape importante pour atteindre le palier de la dépendance.
Cependant dans certains cas, I'abus n’est pas indispensable. En effet, pour le crack, la forme
fumée de la cocaine, le mélange entre le potentiel toxicomanogéne de la substance et la
voie d’administration est si puissant que quelques prises suffisent, chez des individus

vulnérables, pour induire une dépendance.

Une fois atteint le stade de dépendance et, bien que nous proposions un contréle
initialement noradrénergique et sérotoninergique, ces deux transmissions hyper-réactives
vont stimuler le systéme dopaminergique et induire la libération de DA, avec tous les effets

associés a cette libération.
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3. Perspectives

Bien que ce travail ait permis d’obtenir un certain nombre de réponses aux questions que

nous nous posions, il a aussi soulevé de nouvelles questions :

Etablir la différence entre autorécepteurs et hétérorécepteurs

Les quantifications dans les zones de projection des neurones noradrénergiques et
sérotoninergiques et les expériences locales (article n°4) constituent des arguments en
faveur d’un effet spécifique de la désensibilisation des autorécepteurs; néanmoins la
majorité des injections étant systémiques, elles ne nous permettent pas de différencier

parmi les auto ou les hétérorécepteurs.

Des injections intra-craniennes d’agonistes et d’antagonistes des autorécepteurs o,,-AR et
5-HT,, au niveau du LC et du RD avant chaque injection d’amphétamine permettraient de
déterminer si les effets observés sur la sensibilisation a I'amphétamine (pour le systéme
noradrénergique) ou a la morphine (pour le systeme sérotoninergique) sont spécifiques des

autorécepteurs.

Pour les récepteurs 5-HT;, et le systéme sérotoninergique, un outil particulierement
intéressant pourrait étre utilisé. Il s’agit des souris KO conditionnel des autorécepteurs 5-
HT,A. En fonction de la souris générée, le niveau d’expression des autorécepteurs 5-HT;, est
élevé ou tres faible (Richardson-Jones et al. 2010). Nous pourrions étudier la réponse a la
sensibilisation induite par I'amphétamine chez les souris dont I'expression des
autorécepteurs est tres faible, tandis que le niveau des hétérorécepteurs ne serait pas

modifié.

Définir des liens de causalité entre la désensibilisation des autorécepteurs a,,-AR et 5-HT;

et I’hyper-réactivité noradrénergique et sérotoninergique.

Bien que le dysfonctionnement des rétrocontrdles inhibiteurs chez les animaux sensibilisés
a 'amphétamine et au MDMA ait été démontré, le lien entre la désensibilisation de ces

récepteurs et I'’hyper-réactivité reste corrélatif.

Afin d’identifier ou non un lien de causalité entre ces deux éléments, nous proposons de

sensibiliser les animaux a I'amphétamine avec le méme protocole utilisé pour ce travail,
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puis de sur-exprimer les récepteurs oa-AR et 5-HTi, au niveau du LC et du RD,
respectivement, a I'aide d’injections locales de virus. Lors d’un test locomoteur en réponse
a 'amphétamine, les animaux dont |'altération des autorécepteurs a été compensée par

leur surexpression devrait répondre comme des animaux naifs a 'amphétamine.

Déterminer si I'exposition répétée a I'amphétamine induit une plasticité synaptique au

niveau du LC et du RD.

Comme nous I'avons détaillé précédemment, il est probable qu’au dysfonctionnement des
autorécepteurs observé chez les animaux sensibilisés s’ajoute une plasticité synaptique
glutamatergique. Pour tester cette hypothese, nous pourrions mesurer la LTP au niveau des
synapses glutamatergiques en mesurant le rapport des récepteurs AMPA/ NMDA,
caractéristique de la plasticité synaptique, dans le LC et du RD chez des animaux sensibilisés

a 'amphétamine aprés un mois de sevrage.

Déterminer I'état de réactivité des systémes noradrénergique et sérotoninergigue dans les

modéles présentant un «stade dépendant ».

Afin d’argumenter notre hypothese selon laquelle la transition vers la dépendance serait
acquise par la modification des systemes noradrénergique et sérotoninergique, il serait
intéressant de tester I'état d’activation de ces systémes neuronaux chez les animaux qui
sont le plus proche possible de cette définition dans les modeles animaux. Il s’agirait des
animaux qui maintiennent I'auto-administration de cocaine malgré I'indication de la non-
disponibilité de la drogue, présentant un point de rupture important et qui persisteraient
dans I'auto-administration de drogue malgré I'association de celle-ci avec une punition, soit
les animaux répondant aux trois criteres définis par Deroche-Gamonet et collaborateurs
(Deroche-Gamonet, Belin, et Piazza 2004). Il serait intéressant également d’étudier le faible
pourcentage (moins de 10%) de souris qui s’auto-administrent de la cocaine malgré la

présence d’une récompense alternative, comme le sucre (Ahmed 2010).

Pour tester ces systemes, il s’agirait de mesurer la libération de NA et de 5-HT aprés une
injection d’amphétamine et de PCA dans le CPF de ces souris mais aussi d’évaluer I'état de
sensibilité des autorécepteurs a,s-adrénergiques et 5-HT;, sérotoninergiques en mesurant

la diminution de libération de NA et de 5-HT induite par les agonistes respectifs.
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Dans ce travail, nous avons décrit les modifications a long terme des systémes
noradrénergiques et sérotoninergiques induites par 'amphétamine et par le MDMA, dans
des modeles de comportement murin. Cette approche intégrée présente le bénéfice d’étre
proche de la complexité cellulaire et moléculaire du vivant et l'inconvénient d’étre
incapable parfois de déterminer précisément les types de récepteurs et la localisation ou
leur activation est responsable de I'effet mesuré. Il est cependant manifeste qu’au sein du
réseau monoaminergique les interactions sont trés fortes. Le maintien de l'intégrité du
réseau permet d’étudier la répercussion des effets des drogues sur les transmissions

monoaminergiques.

Bien que les résultats obtenus ne soient valables que pour I'amphétamine et pour le
MDMA, I'étude de la littérature permet de supposer un réle des autorécepteurs a,,-AR et
5-HT,, dans la sensibilisation comportementale et neurochimique de la majorité des

drogues, malgré leur hétérogénéité de mécanismes.

Aprés avoir discuté les résultats et avoir proposé quelques pistes pour approfondir ce
travail, les quelques pages suivantes rassemblent un rappel de la problématique avec les

résultats principaux et permettent de conclure ce travail.
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Conclusion

L'exposition répétée aux drogues induit une hyper-réactivité des transmissions
noradrénergique et sérotoninergique observée jusqu’a un mois apres la derniere injection.
Cette sensibilisation neurochimique, commune a toutes les drogues, est fortement corrélée

a la sensibilisation comportementale.

Les objectifs de ce travail étaient d’identifier les mécanismes qui maintiennent a long terme

cette hyper-réactivité.

Pour cela, nous avons principalement travaillé sur des animaux sensibilisés a
I"amphétamine et avons commencé par définir les limites du maintien de la sensibilisation
chez la souris, a la base de notre modeéle. Nous avons ainsi montré que la réponse
locomotrice pleinement potentialisée induite par 'amphétamine est observée un mois
apres la derniere injection et chute de 60% entre 2 et 4 mois de sevrage. De maniere
intéressante, une nouvelle exposition a I'amphétamine consécutive au jour test permet de
retrouver une réponse pleinement potentialisée et ce quel que soit le temps de sevrage. Ce
résultat suggére que dans nos conditions la sensibilisation a 'amphétamine est un bon
modele pour étudier les modifications persistantes jusqu’a un mois de sevrage. Nous
voyons aussi que malgré une apparente perte de potentialisation locomotrice aprés des
sevrages d’entre 2 et 4 mois, les souris restent vulnérables aux injections ultérieures

d’amphétamine, puisqu’elles se re-sensibilisent deux fois plus facilement qu’a I'état naif.

Puisque le blocage des autorécepteurs a,s-adrénergiques ou 5-HT;, sérotoninergiques
induit une libération corticale de NA ou de 5-HT potentialisée en réponse a une injection
d’agents libérateurs (amphétamine ou PCA) chez des souris naives, nous nous sommes
intéressés au fonctionnement des récepteurs a,, et 5-HTy,, responsables du rétrocontréle

noradrénergique et sérotoninergique, respectivement.

Chez les animaux sensibilisés, ces autorécepteurs sont désensibilisés, induisant ainsi une
altération du rétrocontrdle inhibiteur de ces systemes. En effet, les agonistes de ces
récepteurs n’induisent plus de diminution de la libération corticale de NA et de 5-HT chez
les animaux sensibilisés. La désensibilisation des autorécepteurs se maintient a long terme

par une diminution d’expression des protéines Gg au niveau du LC et du RD, ce qui induit,
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pour le systéme sérotoninergique, la diminution du couplage fonctionnel entre le récepteur

5-HT,, et les protéines Gy;.

L'altération persistante des rétrocontrdles noradrénergique et sérotoninergique par une
désensibilisation des autorécepteurs a,,-adrénergiques et 5-HT,, a également été observée

chez les animaux sensibilisés au MDMA.

La transmission noradrénergique a un rOle particulier dans la sensibilisation
comportementale a 'amphétamine puisque, chez les animaux sensibilisés, I'activité basale
des neurones noradrénergiques du LC est augmentée par rapport aux contrdles. De plus, la
stimulation du rétrocontréle inhibiteur par I'agoniste des récepteurs a,s-adrénergiques
avant les injections d’amphétamine blogque completement la sensibilisation

comportementale.

Ces résultats montrent que I'exposition répétée a 'amphétamine ou au MDMA induit des
modifications a long terme des rétrocontréles inhibiteurs des systémes noradrénergique et
sérotoninergique. En ce qui concerne I'amphétamine, modifier ce rétrocontrole pendant les
injections d’amphétamine peut significativement modifier le développement et I'expression
de la sensibilisation comportementale, ce qui suggére que les récepteurs a,,-adrénergiques

pourraient étre une cible indirecte de I'amphétamine.
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Résumé

Le modele de sensibilisation comportementale permet d’étudier les changements neuronaux
induits par les drogues. Chez les rongeurs, 'activité locomotrice augmente au fur et a mesure
des injections et se maintient a long terme. En paralléle a cette sensibilisation, on observe une
sensibilisation neurochimique des transmissions noradrénergique (NA) et sérotoninergique (5-
HT) jusqu’a un mois aprés la derniére injection. Cette sensibilisation neurochimique, qui se
traduit par des libérations de NA et de 5-HT potentialisées mesurées au niveau du cortex
préfrontal, est commune a toutes les drogues et fortement corrélée a la sensibilisation
comportementale.

Le but de ce travail était d’identifier les mécanismes qui maintiennent a long terme cette
hyper-réactivité.

Nous avons tout d’abord montré que la réponse locomotrice potentialisée a 'amphétamine se
maintient durant le premier mois de sevrage, et décroit de 60% entre 2 et 4 mois. Toutefois les
souris restent plus vulnérables a la drogue et ce, méme apres de longs sevrages.

Nous avons également démontré que I’hyper-réactivité des systémes se maintient a long
terme notamment grace a une désensibilisation fonctionnelle persistante des récepteurs aa-

adrénergiques et 5-HTqp, responsables du rétrocontrole inhibiteur des transmissions NA et 5-

HT. On observe une diminution de I'expression des protéines Gj couplées a ces récepteurs,
dans le locus coeruleus et dans le raphé dorsal, respectivement.

La méme altération des rétrocontroles ayant été mesurée chez les animaux sensibilisés au
MDMA, les résultats suggérent que les récepteurs a,,-adrénergiques et 5-HT, pourraient étre
des cibles indirectes des psychostimulants.

Abstract

The behavioral sensitization model allows the study of the neuronal changes induced by drugs
of abuse. In rodents, the locomotor activity increases progressively with the injections of drug,
and stays long-lastingly potentiated. Concurrent with this sensitization, a neurochemical
sensitization of noradrenergic and serotonergic transmissions is developed until one month
after the last injection. This sensitization, quantified through potentiated noradrenergic and
serotonergic releases in the prefrontal cortex, was shown to be common to almost all drugs of
abuse and highly correlated to behavioral sensitization.

The aim of this study was to identify the mechanisms sustaining this hyper-reactivity.

We first showed that the potentiated response persists after the first month of withdrawal,
and decreases to 40% of the response after 2 to 4 months of withdrawal. However, all mice
remain more vulnerable to the drug, even after long (4 months) withdrawals.

We also showed that the systems’ hyper-reactivity is sustained in the long term by a functional

and persistent desensitization of the aya-adrenergic and 5-HT1p receptors, responsible for the
inhibitory feed-back of noradrenergic and serotonergic transmissions. We observed a

decreased expression of G proteins coupled receptors in the locus coeruleus and the dorsal
raphe.

The same feed-back dysfunctions were found in animals sensitized to MDMA, which suggests

that ayp-adrenergic and 5-HTqp receptors are indirect targets of psychostimulant drugs.
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