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Résumé en francais

Le méthylenedioxyméthamphétamine (MDMA) et le méthgnidate (MPH) sont des
psychostimulants qui agissent sur les systémes amoinergiques. Au cours du
développement, ces systéemes ont un réle esseatislld croissance et la mise en place des
circuits neuronaux. Ainsi, I'exposition prénatale ®IDMA ou au MPH peut affecter les
processus de maturation cérébrale et induire deségoences a court et long terme sur le
fonctionnement du systeme nerveux central. L'olfielet ce travail a été d’évaluer I'intégrité
neurobiochimique et fonctionnelle des systemes mapergiques chez le rat adulte exposé en

période prénatale a ces molécules.

Des rates gestantes ont recu des injections gentids de MDMA ou de MPH (10
mg/kg, s.c.) entre le £3° et le 26™ jour de gestation. L'intégrité neurobiochimiquesde
neurones dopaminergiques est évaluée sur la ptaggémale et femelle adulte dans les deux
modeles d’exposition. Les études ont consisté ela Huantification de la DA vésiculaire
libérée sous stimulation pharmacologique gracetadanique de microdialyse intracérébrale,
au niveau du cortex préfrontal (CPF) et du noyauabens (NAc), et 2) I'évaluation de la
densité de différentes protéines impliquées damelaotransmission dopaminergique, telles
gue les transporteurs membranaires (DAT) et vaaiad (VMAT2), les récepteurs, et la
tyrosine hydroxylase (TH). Dans le modele d’expositprénatale au MDMA, certains
aspects moléculaires tels que le taux de prolitératellulaire et I'expression de BDNF, et
comportementaux tels que la préférence de lieuittondée a la cocaine, ont été étudiés chez
la progéniture adulte, dans une démarche de compsé&n des mécanismes impliqués et des

conséquences fonctionnelles des altérations neagiibniques.

L’exposition prénatale au MDMA induit au niveau thésencéphale une diminution
des corps cellulaires immunoréactifs a la TH efedgression du BDNF chez les males et les
femelles, ainsi que des modifications de la dem@tetransporteurs observées seulement chez
les femelles. Au niveau des sites de projectiongrsa qu’aucune modification
neurobiochimique n’est observée dans le NAc etrlatsm, une augmentation de la densité
de DAT est observée dans le CPF chez les femalissciée a une tendance a la diminution
du taux de DA vésiculaire. Le test de la préféredeelieu ne révéle pas de trouble du
comportement de récompense. L’exposition prénaaléPH induit quant a elle chez la

progéniture adulte des modifications neurobiochueg] des voies nigrostriee et



meésolimbique, caractérisées par une diminutionadu tle DA vésiculaire dans le NAc, une
augmentation des RD2 au niveau du mésencéphald, e des RD1 dans le striatum.

Aucune modification du taux de DA vésiculaire n'ebservée dans le CPF dans ce modeéle.

Ces résultats montrent que I'exposition au MDMAaauMPH au cours d’'une fenétre
de développement chez le rat qui correspond a dmipgre moitié de la grossesse chez
’Homme, induit des modifications neurobiochimiques long terme des circuits
dopaminergiques. Cependant, alors que I'exposijwénatale au MDMA induit des
modifications de la voie mésocorticale, plus aaeées chez la progéniture femelle,
'exposition prénatale au MPH a plutét des cons@ges sur les voies nigrostriée et
meésolimbique. Ainsi, cette étude souligne une walbiité a long terme des fonctions
dopaminergiques sexe- et/ou structure- dépendariexposition prénatale au MDMA ou au
MPH.

Mots-clés :  Autoradiographie ; BDNF; Dopamine; pBsgition prénatale ;
Méthylenedioxyméthamphétamine (MDMA) ; Méthylphéatiel (MPH) ; Microdialyse ;

Modele animal ; Neurogénese ; Préférence de liadittonnée a la cocaine.



Résumé en anglais

Methylenedioxymethamphetamine (MDMA) and methylpdate (MPH) are
psychostimulants that act directly on monoaminesystems. During development, these
systems have a key role in the growth and the iomictg of neuronal circuitries. Thus,
prenatal exposure to MDMA and MPH could affect depmental processes and lead to
long-term consequences on central nervous systantidn. The objective of this work was
to characterise specifically the structural andcfiomal integrity of dopaminergic systems in

adult rats prenatally exposed to these molecules.

Pregnant rats received subcutaneous daily injextain10 mg/kg MDMA or MPH
between the 8and 28" day of gestation. Structural investigations of @awnergic neurons
were conducted separately in male and female pyogemadult age in both animal models.
They consisted of 1) the measurement of pharmaiwalthg induced dopamine (DA) release
using in vivo microdialysis with a dual probe impiation in the prefrontal cortex (PFC) and
nucleus accumbens (NAc) ; 2) the quantification doppamine transporters (DAT) and
vesicular monoamine transporters (VMATZ2) densitisd tyrosine hydroxylase (TH)
immunoreactivity in the nerve endings and cell lbsdof dopaminergic neurons. In the
MDMA exposure model, studies of specific molecudapects such as cell proliferation and
BDNF expression, and behavioural aspects such alsiagion of the rewarding effects of
cocaine in a conditioned place preference paradigene conducted in order to approach the
mechanisms and functional consequences of the dopagit alterations.

Prenatal MDMA exposure led to a reduction in thenbar of TH immunoreactive cell
bodies and in BDNF expression in the midbrain ithboale and female progeny, associated
exclusively in females with significant changeghe DAT and VMAT2 density. In the PFC,
prenatal exposure to MDMA resulted in a tendancgdorease in the stimulated release of
DA in both males and females, associated with aifsignt increase in DAT density in
females only. In contrast, dopaminergic markersaiaed similar to controls in the NAc and
striatum of the MDMA group. Moreover, prenatal MDMposure did not alter the cocaine
conditioned place preference test. In the modegirehatal MPH exposure, male and female
progeny from the MPH group showed a significantrelase in the stimulated release of DA
in the NAc, but no change in the PFC. Evaluation dipaminergic markers by
autoradiography realised in male progeny reveateiti@ease in RD2 density in the midbrain

and in RD1 in the striatum in the MPH group.



These results demonstrated that persistent newtodnaical changes in cell bodies
and nerve endings of dopaminergic pathways occurredt models of prenatal exposure to
MDMA or MPH during a period of brain developmentriesponding to the SLhalf of
gestation in humans. A prenatal exposure to MDMAutes specific alterations in the
midbrain and in the mesocortical dopaminergic mtgas with a higher vulnerability in
female progeny and has little or no effect in miesibic and nigrostriatal projections. By
contrast, a prenatal exposure to MPH led to neoobl@mical alterations in these two
dopaminergic pathways. These findings underlindshsis for sex- and/or region-selective

vulnerability of the dopaminergic systems conse®uto the prenatal exposure to MDMA or
MPH.

Keywords Animal models ; Autoradiography ; BDNF ; Conditexd place preference ;
Dopamine markers ; MethylenedioxymethamphetaminBeM) ; Methylphenidate (MPH) ;
Microdialysis ; Neurogenesis ; Prenatal exposure.
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Abbrévations

5-HIAA
5-HT
6-OHDA
AP
ATV
BDNF
BrdU
COMT
CPF

Ct

DA
DAB
DAT
DG

DO
DTBZ
DV

GABA
HHA
HHMA
HMA
HPLC
HVA
L-DOPA
LV
MAO-A
MAO-B
MDA
MDMA
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Acide 5-hydroxyindolacétique
5-hydroxytryptamine
6-hydroxydopamine
Antero-Postérieur

Aire tegmentale ventrale

Brain derived neurotrophic factor
5-bromo-2’-deoxyuridine
Catéchol-O-méthyltransférase

Cortex préfrontal

Cycle seuil

Dopamine

Diaminobenzyline

Transporteur membranaire de la dopamine
Gyrus denté

Densité Optique
Dihydrotetrabenazine

Dorso-Ventral

Jour de vie embryonnaire
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Acide y aminobutyrique
3,4-dihydroxiamphétamine
3,4-dihydrométhamphétamine
4-hydroxy-3-méthoxyamphétamine
Chromatographie liquide a haute pression
Acide homovanilique
L-3,4-dihydrophénylalanine

Vésicule a coeur dense (Large Dense Core Vesicle)
Monoaminoxydase A
Monoaminoxidase B
Méthylénedioxyamphétamine
3,4-méthyléenedioxyméthamphétamine

Median-Latéral
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MPH Méthylphénidate

NAC Noyau Accumbens

NE Noradrénaline

NET Transporteur membranaire de la noradrénaline
P Jour de vie postnatale

PBS Phosphate Buffer Saline

PKC Protéine kinase C

RT-PCR Transcription inverse — Réaction de polymérisaénrchaine
SEM Ecart sur la moyenne

SERT Transporteur de la sérotonine

SGZ Zone subgranulaire

SN Substance noire

SNc Substance noire compacta

SNC Systeme nerveux central

Str Striatum

SV Vésicule synaptique

Svz Zone subventriculaire

TDAH Trouble déficitaire de I'attention et d’hyperactéi
TH Tyrosine hydroxylase

TPH Tryptophane hydroxylase

VMAT?2 Transporteur vésiculaire des monoamines

VL Ventricule latéral
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PARTIE 1: PSYCHOSTIMULANTS ET SYSTEMES
MONOAMINERGIQUES

|. Généralités sur les psychostimulants

Les psychostimulants correspondent a une classena@écules qui stimulent le
systeme nerveux central (SNC) et produisent chemime un spectre d’effets caractérisés
par une augmentation de la vigilance, une stimatatiardiovasculaire, une amélioration de
’humeur et une réduction de la fatigue. Chez haali les psychostimulants augmentent
l'activité de locomotion et sont facilement autavadistrés en raison de leur puissante
propriété renforcante. Les psychostimulants les ppnsommeés actuellement chez 'homme,
selon un rapport de 2008 de la National Institufe Dyug Abuse (NIDA), sont:
'amphétamine et ses dérivés structurels - comnmedthamphétamine-, la cocaine et le 3,4-
méthylenedioxyméthamphétamine (MDMA). Certains pggtimulants sont des molécules
prescrites dans le cadre du traitement des troulgiésitaires de I'attention et d’hyperactivité
(TDAH), de la narcolepsie ou de troubles alimee®ifTableau 1). Cependant, certaines de
ces molécules prescrites sont consommées dansdra nan médical. Ainsi, un méme
psychostimulant peut représenter tour a tour unicagtent ou une substance d’abus selon le
contexte dans lequel il est consommeé ; c’est ledeaBamphétamine et du méthylphénidate
(MPH).

Tableau 1: Psychostimulants a usage thérapeutique.

Molécules thérapeutiques Indications
Méthylphénidate TDAH
Amphétamine TDAH, Narcolepsie
Phentermine Anorexie
Diethyproprion Anorexie
Phendimetrazine Anorexie
Benzphetamine Anorexie

TDAH : Troubles déficitaires de I'attention et djfgractivité.
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La majorité des psychostimulants présente une tateichimique composée d’un
cycle phényle connecté a un groupement amine parchaine carbonée. Ce squelette, dont
les structures sont indiguées en vert sur la Figuest commun aux monoamines (dopamine,
noradrénaline et sérotonine). A ce squelette commueuvent étre greffés d’autres
groupements, de type hydroxy, methoxy, pyrrole owmcoes ester. Le 3,4-
meéthyléenedioxyméthamphétamine (MDMA) est un dé@wéphétaminique. Par son noyau
indole, il présente une similitude de configuratgpatiale plus spécifique avec la sérotonine.
De plus, la présence d’'un groupement méthylénediox€H,-O-) en position 3 et 4 du cycle
phényl lui confere une ressemblance structureler da mescaline, molécule hallucinogene.
Le méthylphénidate (MPH) n’est pas quant a lui, dérivé amphétaminique, mais

pipéridinique qui possede deux centres de chiralité

Monoamines Psychostimulants
Dopamine Méthylphénidate Amphétamine
NH2 G‘x e NHZ
S N oY
HO
OH
Sérotonine NH. MDMA Methamphétamine
§
HO. 0 H ~
{ O oY
N 0
H
Noradrénaline Mescaline Tyramine
OH
- MeO NH, ©/\,MH2
RHz MeO HO
HO OMe

Figure 1 : Composés dont la structure chimique s'gparente a celle du MDMA et du MPH Le squelette
commun a toutes ces molécules est indiqué en vert.

Comme il vient d’étre décrit, les psychostimulamtésentent des structures similaires
aux monoamines. Grace a cette analogie, ils ont gamactéristiques de ce lier aux différents
transporteurs membranaires et vésiculaires des anones. Ces transporteurs sont des
molécules clés dans la régulation de I'homéostades monoamines synaptiques,
cytoplasmiques et vésiculaires. Les transportewesibnanaires ont un réle critique dans la

régulation de l'intensité et de la durée de la agansmission par recapture des monoamines
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de la fente synaptique vers la terminaison prédioap Selon les conditions ioniques, ils
peuvent fonctionner de facon bidirectionnelle (Higt al. 1994). Les transporteurs
vésiculaires des monoamines (VMAT2) transporteatrf@noamines cytosoliques dans les
vésicules de stockage. Dans celles-ci, leur corationt est de I'ordre de 0,1M, alors qu’elle
est inférieure auuM dans le cytoplasme (Elsworth et Roth, 1997). lteclsage des
monoamines dans les vésicules permet de les retidponibles pour une libération
extracellulaire en réponse a une stimulation. Des,pll assure une protection contre
'environnement cytoplasmique au pH neutre, ou goésentes les enzymes catabolisantes et

des peroxydes ou radicaux libres responsablesudexgdation.

En se liant a ces transporteurs, les psychostinalaerturbent la signalisation
monoaminergique. Il en résulte une élévation dediacentration des monoamines dans la
fente synaptique. Cependant, tous les psychostitsulae présentent pas la méme affinité
pour les différents transporteurs et les mécanigemsonsables de I'augmentation du taux de
monoamines dans le milieu extraneuronal peuvermt @fiférents. Bien qu’il manque de
reproductibilité pour déterminer avec certitude Bmnstantes pharmacodynamiques des
psychostimulants pour chacune de leurs cibles (etaGu, 2006), on peut souligner des
profils d’affinité bien différents. Par exemple, dacaine a une affinité approximativement
similaire pour les transporteurs de la dopamine TRAle la sérotonine (SERT) et de la
noradrénaline (NET). L’affinité de 'amphétaminedat MPH pour le SERT est plus basse
comparée a celle pour le DAT et le NET, et inversenpour le MDMA.

Il existe deux mécanismes connus par lesquels #ghpstimulants induisent
'augmentation de la quantité de monoamines dafenke synaptique. Ces deux mécanismes
permettent de distinguer deux classes : les irhilst de la recapture et les libérateurs
(Fleckenstein et al. 2000 ; Rothman et Baumann3R00es inhibiteurs de la recapture se
lient aux transporteurs membranaires et bloquenttrémsport des monoamines qui
s’accumulent alors dans le milieu extraneuronalcbeaine et le MPH font partie de cette
premiere classe. Les libérateurs, quant a euxiegeé dux transporteurs et sont transportés
grace a ces derniers dans le cytoplasme. En irdetféavec le processus de stockage
vésiculaire, ils augmentent le taux de monoaminepdgsmique qui est alors libéré dans la
fente synaptique via un transport inversé du trarispr membranaire (Rudnick et Clark,
1993). Les amphétamines et leurs dérivés sontibdémieurs. Ces deux mécanismes sont
schématiquement décrits dans la Figure 2, dansellagest représentée une synapse

dopaminergique.
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Figure 2 : Mécanismes d’action des psychostimulant®eprésentation d’'une synapse dopaminergiqueantlu
les terminaisons pré- et post-synaptiques. La Difseskée dans les vésicules des terminaisons male@sovia
le transporteur vésiculaire des monoamines (VMAT2)DA relarguée dans la fente synaptique peuesalx
récepteurs postsynaptiques, de type D1-like (RO1pzlike (RD2). Les RD2 sont aussi localisés ses |
membranes présynaptiques, et interviennent danst@mnisme de rétrocontréle négatif de la libératena
DA. Le transporteur de la DA (DAT) est situé sumi@mbrane du neurone présynaptique. Il a un rdtiewe
dans la régulation de l'intensité et de la durééadeeurotransmission dopaminergique par recapteia DA de
la fente synaptique vers la terminaison présynaptiq

Les psychostimulants agissent sur le DAT et alteremirectement la stimulation des récepteurs
dopaminergiques. Les inhibiteurs de la recapturame la cocaine et le méthylphénidate (MPH) bloguent
DAT et inhibent le transport intracellulaire deD&, prolongeant ainsi son effet dans la synapss.libérateurs

de monoamines, comme l'amphétamine et ses dérs@¥, transportés dans le cytoplasme par le DAT et
agissent en libérant la DA vésiculaire qui, viafanctionnement en mode inversé du DAT, est libétdes la

fente synaptique.
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Systémes dopaminergiques et sérotoninergiques c hez

I'adulte

Les réponses neurobiochimiques et comportementgles peuvent induire les
psychostimulants sont trées dépendantes des systam@®naux activités. Leurs effets
comportementaux associés a leurs propriétés ageictiont étroitement liés a I'activation des
systemes dopaminergiques des voies mésocorticajuabj alors que les effets sur 'humeur
sont plutét la conséquence de l'activation desesyget sérotoninergiques. Ces deux systéemes

neuronaux sont décrits ci-dessous.

A. Systémes dopaminergiques

1. Neurones mésencéphaliques

Les différentes régions contenant les corps caladades neurones dopaminergiques

sont énumérées ci-dessous dans un ordre suivaatdaudo-rostral du cerveau (Figure 3).

brain stemv/spinal cord

Figure 3: Positions et projections axonales des f#rents groupes de neurones dopaminergiques sur une
coupe cérébrale sagittale de rat adulteAu niveau du mésencéphale, le groupe A9 (substange, SNc, en
rouge) projette au niveau du striatum et du glopakidus (GP) et le groupe A10 (aire tegmentaletned@,
ATV, en vert) vers le noyau accumbens (NAc), 'amigig (Amyg), les tubercules olfactifs (O Tub),etbrtex
préfrontal. D’autres connections de neurones dopamigques sont établies a partir du groupe AlOizean de
'hippocampe et du thalamus. La localisation desupes diencéphaligue A11-Al5 et leurs projections
descendantes sont représentées en gris. Le grode eAt composé d'interneurones dopaminergiques
périglomérulaires, et situé dans le bulbe olfgtitiéts jaunes).
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Soixante quinze pourcents des neurones dopaminegidu SNC sont localisés dans
le mésencéphale, et sont concentrés dans troisuxiayiatincts : la substance noire pars
compacta (SNc), l'aire tegmentale ventrale (ATV) &aire retrorubrale (RrF).
Historiquement, ces groupes de cellules dopamigeegi sont codifiés par A8 (RrF), A9
(SNc) et A10 (ATV) (Dahlstrom et Fuxe, 1964). En02Qil avait été dénombré environ
45000 neurones dopaminergiques au niveau de desatres chez le rat, et environ 590000
chez I'hnomme (Vernier et al. 2004). La derniéraneation stéréologique réalisée chez le rat
en dénombre environ 71000 (Nair-Roberts et al. 2008

Les premieres études de visualisation des projectdbpaminergigues ascendantes
suggerent I'existence de trois grandes voies isduanésencephale (Fallon et Moore 1978 ;
Lindvall et Bjorklund 1974 ; Swanson 1982). Chaculee ces voies dopaminergiques est

intégrée dans des fonctions cérébrales spécifigigespntrole et/ou de modulation.

» La voie nigrostriée est composée de neurones 8&lta(groupe A9) projetant dans
le striatum dorsal et le caudé putamen. Elle egiliquée trés principalement dans le
comportement moteur. La lésion unilatérale a lay@txydopamine (6-OHDA) de la voie
nigrostriée fut le premier modeéle expérimental isdil pour caractériser [Iintégrité
fonctionnelle de cette voie, par quantification damportement rotatoire induit apres
administration d’amphétamine ou d’'agoniste dopangigee (Ungerstedt 1976). Un trés
grand nombre d’études postérieures ont confirrmplirtance de la voie nigrostriée dans le
comportement de locomotion. Cependant, des rechberplar techniques anatomiques et
neurophysiologiques sont toujours en cours pouractariser l'implication précise des
neurones dopaminergiques du striatum dorsal darmulgle anatomique et fonctionnelle
responsable de la motricité, et composée du codiexhalamus et des ganglions de la base.
Chez 'homme, une dégénérescence de cette voieagattéristique de la maladie de

Parkinson.

* La voie mésolimbique est composée de neuroneAd¥ |{A10) et du RrF (A8) qui
projettent dans le striatum ventral (noyau accurap®&WAc), 'amygdale et les tubercules
olfactifs. Le systeme mésoaccumbal (systéeme deiamésolimbique composé des neurones
mésenceéphaliques se projetant exclusivement dahA& semble étre impliqué dans les
processus de motivation, assurant un lien entrprdeessus affectif, dépendant des aires
limbiques comme 'amygdale et la fonction motriégdndante du striatum dorsal (Mogenson

et al. 1980). Ainsi, ces neurones opeéreraient dassphénoménes de motivation, de
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subjectivité de la récompense, de cognition préo®iet dans I'apprentissage de nouveaux
comportements (Berridge et Robinson 1998). La déafign du fonctionnement de cette voie
pourrait étre a l'origine des comportements inappés retrouvés chez les individus
schizophrénes et de la haute distractibilité desgmmes atteintes de troubles de I'attention et
d’hyperactivité (TDAH).

e La voie mésocorticale est constituée par des nesrassus aussi de I'ATV et
formant des connections ascendantes vers le cqtékontal (CPF). Il est, encore
aujourd’hui, difficile de définir précisément la Mation du systéme dopaminergique
mésocortical du fait des nombreuses interactionslad®A avec d’autres systémes de
neurotransmission présents dans le cortex et dudéalimportance de cette structure dans
linnervation glutamatergique des aires sous caleg Le systéme dopaminergique
meésocortical représenterait plus un systeme de latbolu qu’'un réel effecteur de réponses
comportementales. Il serait impliqué dans la régqiade différentes fonctions cognitives et
participerait aux comportements de récompense, ad®niotion et de sensibilisation
(Tzschentke, 2001).

La description anatomique, schématisée dans lard-i@) est une description
simplifiée et un peu réductrice des voies dopamgigees issues du mésencéphale. En effet, il
est maintenant établi que les neurones de la SN rErojettent pas exclusivement dans le
striatum dorsal pour former la voie nigrostriée,isnge projettent aussi au niveau des aires
limbiques et corticales. De méme, les corps cetkdades neurones dopaminergiques des
voies mésolimbiques et mésocorticales sont pritaipent localisés dans I'ATV mais aussi
au niveau du tiers dorsal de la SNc et de I'A8 (Bjind et Dunnett 2007 ; Lammel et al.
2008) (Figure 4). De plus, la conventionnelle disation anatomique entre le striatum dorsal
(communément appelé striatum) et le ventral (nogaaumbens) commence a devenir
désuéte. Les récentes études fonctionnelles etarbenpentales effectuées chez le rat, sont en
faveur d'un gradient dorsolateral-ventromedial ogs Ineurones de I'A10 innervent
principalement la partie ventromédiale du striat@in ceux de I'A9 une large zone
intermédiaire, avec une dominance dorsale. Desletsr entre fonction sensori-motrice et
secteur dorsolatéral, ainsi qu'entre récompensgeeteur ventromédial ont déja été posés
(Hollerman et al. 1998 ; Carelli et Deadwyler 1994)
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@ Cortex cingulaire

@ Striatum

@ Cortex préfrontal
@ Noyau accumbens
@ Cortex perirhinal

Figure 4 : Localisation anatomique des corps cellaires de la voie mésostriatale (nigrostriée),
mésoaccumbale (sous partie de la voie mésolimbiquet) mésocorticale chez le ratLes corps cellulaires des
neurones dopaminergiques projetant au niveau datwstr, du noyau accumbens et du cortex peuvent étre
colocalisés : les cellules situées dans la pagdrgrale de la SNc innervent de fagon quasi exctulgstriatum,
alors que la partie dorsale comprend des neur@npsogetant dans les aires striatale, limbiqueoeiaale. SNc,
substance noire pars compacta; SNI, substance paigelateralis; SNr, substance noire pars ret@uMTA,

aire tegmentale ventrale. Adapté de Bjorklund et 2007.

2. Neurones diencéphaliques et télencéphaliques

Une autre population de neurones dopaminergiquésreéiuvée au niveau du
diencéphale, regroupée en cing aires A1l a A15 odiaat au total environ 1000 cellules.
Les plus importants groupes de neurones dopamqesgi se situent au niveau de
I’hypothalamus postérieur (A1l) et de la zone itecelu thalamus ventral (A13) (Dahlstrom
et Fuxe 1966). Certains auteurs considérent qgeolgpe A15 se situe dans le télencéphale.
Les neurones du groupe All forment des projecti@ssendantes vers le tronc cérébral et la
moelle épiniére. Les corps cellulaires du group@& Afojettent au niveau de I'hypothalamus
et de 'amygdale, contrairement a ceux du group@ AL Al4 qui innervent I'éminence
médiane de I'hypothalamus et I'hnypophyse. Les cotioes du groupe Al5 ne sont pas
encore connues. Ces voies dopaminergiques sontiquéeks dans les contrdles
neuroendocriniens, comme la régulation de la séarate GnRH (gonadotropin-releasing

hormone) ou de prolactine (Ben-Jonathan et HnaBka 2 Dahlstrom et Fuxe 1966).
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Finalement, une petite population de neurones domagiques est retrouvée au
niveau du télencéphale, plus précisément dans artee glu bulbe olfactif (A16) et de la
rétine (A17). Ces neurones présentent des connedtiés locales puisqu’ils sont caractérisés

respectivement comme des interneurones périgloaiggalet amacrines (Figure 3).

B. Systemes sérotoninergiques

Les neurones sérotoninergiques font partie de mygsteneuronaux les plus largement
distribués dans le cerveau des mammiferes. Lesscoeflulaires de ces neurones sont
retrouvés dans les noyaux du Raphé, situés danhdmbencéphale (Figure 5). Les
projections axonales du noyau du raphé rostrabattat le cerveau antérieur et intermédiaire,
alors que celles des noyaux caudaux descendentialamselle épiniere (Wallace et Lauder
1983). Au sein du raphé rostral, les neurones draunalorsal projettent leurs fibres tres
majoritairement dans le cortex, alors que ceux dyan médian se projettent plus
principalement vers I'hippocampe, via le cortexgeilaire (Kosofsky et Molliver 1987 ;
Rubenstein 1998). Les systemes serotoninergiquasirepliqués dans un large spectre de
fonctions vitales, comme le cycle veille/sommeild(i®n et al. 1980 ; Ursin 2002), la
thermorégulation (Clark et Clark 1980), la prisienaintaire (Curzon 1990 ; Dourish 1995), la
nociception (Eide et Hole 1993), les régulationgdaemines (Cowen et al. 1990) et
neurovégeétatives (Reneman et Van der Starre 1830fomportements sexuels (Ahlenius et
al. 1980). De plus, ses systemes neuronaux senm@iqués dans les processus de cognition
(Kulz et al. 2007 ; Ogren et al. 2008) et dansoleti®le des émotions et de 'humeur (Thiebot
1986 ; Eison 1990 ; Owens et Nemeroff 1994 ; NeataeR003).

Hippocampe Figure 5:  Projections
sérotoninergiques chez le
rat. Les fleches en rouge
représentent les projections
axonales des voies
ascendantes et les vertes, les
voies  descendantes.  Str,
striatum ; Thal, thalamus.

Hypothalamus
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lll. Le méthyléenedioxyméthamphétamine (MDMA)

A. Historique et consommation

Le 3,4-méthylénedioxyméthamphétamine (MDMA), comément appelé ecstasy, a
été synthétisé pour la premiére fois en 1912 jradd'strie pharmaceutique allemande, Merck.
Le MDMA fut breveté a Darmstadt, en Allemagne, &eMai 1914. Les chercheurs de Merck
n'avaient alors pas conscience des effets psyghedrde cette molécule, puisque c’est en tant

gue vasoconstricteur qu’elle a été commercialisée.

Dans les années 50, le MDMA fut I'une des nombreus®lécules utilisées
clandestinement pour les recherches de I'arméeicairée. Le projet de la CIA, MK-Ultra
portait sur l'investigation de nouvelles techniqueslavage de cerveau, d’espionnage et de
contrble de l'esprit. Le MDMA, nommé EA-1475, futsté par l'arsenal Edgewood de
'armée américaine a Maryland, sur différentes espanimales. Il fut utilisé chez 'lhomme

comme sérum de vérité.

La premiéere publication soulignant son activitégistrope chez 'homme fut éditée
en 1978 par Shulgin (Shulgin et Nichols 1978). Dani@re empirique, certains psychiatres
américains l'utilisaient déja depuis le début deméas 70, afin de faciliter les
psychothérapies. En 1983, Ralph Metzner inventeelme entactogene pour qualifier les
effets spécifiques du MDMA. Pour ces propriétésgsahez les psychostimulants, le MDMA
est indiqué pour le traitement du stress post-tedigme et pour faciliter le transfert avec le
psychanalyste. En Allemagne, des thérapies de graupc le MDMA ont été initiées en
1985. L'usage thérapeutique de I'ecstasy fut eédifi 1990. Cependant au cours de la méme
anneée, son usage fut clairement déconseillé darnsskehothérapies, en raison de "standards
scientifiques insuffisants pour la recherche encpsthérapie”. (Afssaps, Le point sur
I'ecstasy, http://afssaps.sante.fr/htm/5/5807c.htm)

C'est a partir des années 80, a la faveur des'Tééefino", que l'ecstasy fit sa percée
dans le milieu des adolescents et des jeunes adB#endant que la presse a grand tirage
vantait ses propriétés aphrodisiaques, I'Organisalondiale de la Santé proposait de
l'inscrire comme stupéfiant, ce qui entra en viguentre 1984 et 1988 selon les pays.
L'ecstasy, tout comme diverses amphétamines appassrconnait malgré cette mesure un

usage croissant dans tous les pays occidentauxudlipui, le MDMA n’est plus associé
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spécifiquement au mouvement musical techno et"eal& party”, mais est consommé dans

d'autres lieux festifs tels que les boites de hestpars, etc.

L'ecstasy se présente le plus souvent sous fornserdprimés de couleurs, de formes
et de tailles variables, souvent ornés d'un méigure 6). On le trouve aussi en gélule. La
dose de MDMA contenue dans un comprimé varie d230amg (Richard et al. Dictionnaire
des drogues et des dépendances, Larousse, 2004 eshgénéralement comprise entre 80 et
150 mg (Kalant 2001). La composition d'un compripnésenté comme étant de I'ecstasy est
souvent incertaine. La molécule MDMA n'est pas datg présente et peut étre mélangée a
d'autres substances : amphétamines, analgésiqakscifogenes, anabolisants. L'ecstasy
peut également étre coupé avec de la caféineardalbn, des détergents, du savon...
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Figure 6 : Pilules d’ecstasy aux couleurs et motifsaractéristiques.

Une étude francaise publiée en 2006 par 'OFDT @dlaion Francais des Drogues
et des Toxicomanies), estime en France métropuditde nombre de consommateurs
d’ecstasy sur la population agée de 12 a 75 an9)(D0®, dont seulement 200000
occasionnels, dans I'année 2005. Les niveaux diaxpétation des substances synthétiques
telles que l'ecstasy ou les amphétamines, ontpfais que doubler entre 1995 et 2005,
passant, dans une tranche d’age de 18 a 44 a@s/%ea 1,6 % chez les femmes et de 1,8% a

3,5% chez les hommes. Aux Etats-Unis, la consonmmati au moins occasionnelle -
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d’ecstasy est passée de 2,8% a 4,7% entre 19908t 4oit une augmentation de 69% entre
ces deux années (Strote 2002). Elle semble sdis¢alguisqu’en 2006, sa consommation est

de l'ordre de 4% au sein d’'une population de jewntkstes (Johnston et al. 2007).

B. Métabolisation et pharmacocinétique

Le MDMA est métabolisé majoritairement au niveauale, selon deux grandes voies
dont limplication relative varie en fonction despeces. De sa métabolisation par les
cytochromes, résulte la formation d’au moins 14abélites (Lim et Foltz 1988), dont les
principaux sont le 3,4-dihydroxyméthamphétamine K% obtenu apres O-démeéthyléenation
et le méthylenedioxyamphétamine (MDA) obtenu apdedeméthylation. Le MDA subit lui
aussi une O-démeéthylenation pour donner le 3,4elldyramphétamine (HHA). Le HHMA et
le HHA sont métabolisés par une catéchol-O-methy#tférase (COMT) pour donner
respectivement le 4-hydroxy-3-methoxy-methamphéiam{HMMA) et le 4-hydroxy-3-
methoxy-amphétamine (HMA) (de la Torre et al. 2080aurer et al. 2004) (Figure 7).

Figure 7 : Schéma des deux voies
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majeures de métabolisation du
MDMA , adapté du postulat de Green
et al. 2003. Seuls les plus importants
métabolites sont représentés.

MDMA: 3,4-méthylénedioxyméth
amphetamine; HHMA : 3,4-
dihydroxymethamphetamine; MDA :
3,4-methylenedioxyamphetamine;
HMMA: 4-hydroxy-3-méthoxy
méthamphetamine ; HHA: 3,4-
dihydroxyamphétamine; HMA: 4-
hydroxy-3-méthoxyamphétamine.



Différentes études cliniques de pharmacocinétiqgu®MA ont été meneées sur des
sujets volontaires. Apres ingestion de différemteses (50 a 150 mg) de MDMA, les pics de
concentration plasmatique ont été retrouvés a emdrh (Mas et al. 1999 ; de la Torre et al.
2000). Toutefois, une autre étude a montré queideplasmatique se trouvait 4 h aprés
lingestion (Fallon et al. 1999). L'analyse des auafilons plasmatiques démontre que le
HMMA est la molécule majeure retrouvée dans lemaspres administration de 50, 75 et
100 mg, alors que le MDMA reste le produit retroeveplus forte concentration quand il est
administré a 125 et 150 mg. La pharmacocinétiqgueMdMA ne semble donc pas étre
proportionnelle a la dose administrée (de la Tetral. 2000). De plus, il a été montré qu’elle
était tres dépendante de I'énantiomere. Le (+)-MDpt@sente une demi-vie plus courte, des
concentrations plasmatiques plus faibles et uneaokee plus importante par rapport au (-)-
MDMA (Fallon et al. 1999). Les taux plasmatiquestslativement faibles, car le MDMA
comme les autres amphétamines présente une fadbtoh aux protéines plasmatiques et la
majorité du produit (80%) diffuse dans les tissxisasasculaires ou il se lie a ses molécules
cibles. L’élimination de la drogue de I'organisns assez lente. Sa demi-vie dans le sang est
d’environ 8 h (Mas et al. 1999, Farré et al. 200/faut 5 demi-vies, soit approximativement
40 h, pour que 95 % du MDMA soit éliminé chez I'nom Ce qui expliquerait les effets
persistants de cette drogue un a deux jours aprpsse. De plus, certains des métabolites du
MDMA sont pharmacologiquement actifs étant donreéeresence d’effets encore observés

alors méme que le MDMA n’est plus détecté dangiioisme.

Chez le rat adulte, la concentration maximale tetée dans le plasma se situe environ
90 min apres administration de MDMA par voie soutanée. La demi-vie d’élimination est
de 1,5-2,5 h apres administration de la droguespir intraveineuse ou sous-cutanée (Cho et
al. 1990 ; Fitzgerald et al. 1990). La pharmacdaaoe du MDMA présente les mémes
caractéristiques que pour ’lhomme a savoir quigkst pas linéaire en fonction de la dose, et

gu’il existe une énantiosélectivité (Fitzgeraldabt1990).

L’administration de MDMA directement dans le cemvede rat n’entraine pas les
mémes modifications neurobiochimiques a long termee celles retrouvées apres
administration systémique (Esteban et al. 2001)sdimble donc que le métabolisme
périphérique soit nécessaire a la présence d'edfejs’un ou plusieurs métabolites soient liés
aux effets toxiques de la prise de MDMA ; maisdintification présumée du/des métabolites

neuroactifs n’est pas connue.
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C. Effets aigus du MDMA

1. Libération des monoamines

L’action du MDMA au niveau du SNC est complexe, f4it de l'existence de
différentes molécules cibles. Le MDMA a des effatgeurs sur le systeme sérotoninergique,
mais affecte aussi deux autres voies de neurotiassm importantes : dopaminergique et
noradrénergique. Son mécanisme d’'action le cafset@romme étant un libérateur : il
entraine une augmentation du taux des monoamimeslelanilieu extraneuronal en induisant
leur relargage de la terminaison neuronale veferge synaptique. Les données présentées
dans ce chapitre sur l'action pharmacologigue duMMDsur les différents systémes de

neurotransmission, proviennent majoritairementutiés réalisées chez le rat.

a. Systéme sérotoninergique
* Libération de la 5-HT

Le MDMA agit principalement au niveau des termioas sérotoninergiques et
entraine une libération massive de 5-HT. Cette amgation de 5-HT extracellulaire a été
démontrée in vitro suite a I'ajout de MDMA sur dasupes cérébrales et des préparations
synaptosomales (Johnson et al. 1986 ; Schmidt 498I7 ; Berger et al. 1992 ; Crespi et al.
1997 ; Koch et Galloway 1997), ainsi que sur ddsims de neurones (Nichols et al. 1982 ;
Azmitia et al. 1990 ; Sprouse et al. 1989). Deslé&suéalisées in vivo utilisant des techniques
de microdialyse confirment ces observations puitps montrent que I'administration
périphérique ou intracérébrale de MDMA entraine lilnération de la 5-HT dans différentes
régions du cerveau dont le striatum, I'hippocamiple eortex préfrontal (Gough et al. 1991,
Nash et Brodkin 1991). Plusieurs mécanismes somigoeés dans cet effet aigu du
MDMA (Figure 8) :

» Son affinité pour le SERT est dauBl. En se liant sur celui-ci, le MDMA entraine le
blocage de la recapture de la 5-HT. Cette actioticg@e a I'augmentation du taux de 5-HT
extracellulaire. Des études in vitro et in vivo ambntré que cette augmentation de 5-HT dans
le milieu extracellulaire, est largement atténuégresence d’'inhibiteurs du SERT, comme la
fluoxétine (Hekmatpanah et Peroutka 1990 ; Bergal. 4992 ; Gu et Azmitia 1993 ; Koch et
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Galloway 1997 ; Gudelsky et Nash 1996). De plu$/@MA est transporté par le SERT dans

la terminaison présynaptique du neurone ou ilagitdifférentes cibles.

2 BHT

Figure 8 : Mécanismes responsables de I'effet du MDA sur la libération massive de sérotonine (5-HT).

1 Blocage de la recapture de la 5-HT par inhibitienson transporteur (SERT) et entrée du MDMA dans |
terminaison présynaptique.

2 Action du MDMA sur le transporteur vésiculaire desnoamines (VMAT?2) et efflux de 5-HT vésiculaire
dans le cytoplasme.

3 Inhibition par le MDMA des MAOs entrainant une dietion de la dégradation de la 5-HT cytoplasmique.

4 Libération massive de 5-HT de la terminaison syinap vers le milieu extra neuronal via un
fonctionnement en mode inverse du SERT.

* Il a été montré que le prétraitement a la résergineentraine la libération du stock
vésiculaire de 5-HT, atténue la libération de 5-idduite par le MDMA (Gu et Azmitia,
1993 ; Sabol et Seiden 1998). De plus, I'ajout d@MA sur des synaptosomes striataux de
rat entraine une diminution du transport vésicaléiifansen et al. 2002). Ainsi, ’lhoméostasie

de la 5-HT vésiculaire serait modifiee par le MDM#Aa une action sur le transporteur
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vésiculaire VMAT2. En l'inhibant, le MDMA bloque I&ransport vésiculaire de la 5-HT
cytoplasmique et stimule l'efflux de la 5-HT védmive vers le cytoplasme. Cette action
serait médiée par une modification du gradient te généré par la pompe ATPasique
nécessaire au fonctionnement du VMAT2 (Schuldined.eLl993). Ainsi via son action sur le

VMATZ2, le MDMA entraine une augmentation de la 5-tdns le cytoplasme.

* Le MDMA interfere aussi avec le métabolisme de 4615 en inhibant les MAOs
(Leonardi et Azmitia 1994). La diminution de la d&gation intraneuronale de la 5-HT

participerait aussi a 'augmentation de 5-HT cyasphique.

* Finalement, la 5-HT accumulée dans le cytoplasmtelibérée dans la fente
synaptique par le SERT, via une inversion de trarispduite par le MDMA (Rudnick et
Wall 1992).

* Déplétion cérébrale de la 5-HT

A la suite de cette libération de 5-HT dans la deaynaptique, on assiste a une
déplétion de la 5-HT cérébrale quelques heuressafméministration de MDMA. Cette

déplétion est le résultat de plusieurs mécanismes :

+ La libération massive de 5-HT entraine une fortaidiition des stocks vésiculaires
de 5-HT.

* La fixation de la 5-HT libérée sur ses récepteudssynaptiques (autorécepteurs)
entraine une inhibition de la décharge des neurs@egoninergiques des noyaux dorsaux et
médians du Raphé (Sprouse et al. 1989).

» L’activité de la tryptophane hydroxylase (TPH) nzyme limitante de la synthése de
la 5-HT, est inhibée par le MDMA (Stone et al. 198Zhe et al. 1995). Cette inhibition est
détectable jusqu’a deux semaines apres admingstirde MDMA (Schmidt et Taylor 1987).
La encore, il existe plusieurs hypothéses sur E&samismes responsables de l'inhibition de la
TPH par le MDMA, qui feraient intervenir des faae€&*-dépendant (Johnson et al. 1992),
un/des métabolites actifs du MDMA (Schmidt et TayltB87), ou la température corporelle
(Che et al. 1995).
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b. Systeme dopaminergique

Le MDMA entraine aussi une augmentation rapideadkbEration de DA cérébrale
associée a une déplétion extraneuronale de DOPAQ/At Cette action du MDMA sur le
systeme dopaminergique a été mise en évidenc&ran(¥ohnson et al. 1986 ; Schmidt 1987 ;
Steele et al. 1987) puis par voltamétrie chez treativigile (Yamamoto et Spanos 1988). De
nombreuses études de microdialyse intracérébrdleanfirmé ces résultats (Hiramatsu et
Cho 1990 ; Gough et al. 1991 ; Nash et Nichols 1,994bol et Seiden 1998 ; Esteban et al.
2001 ; Gudelsky et al. 1994). Plusieurs hypothégemt aux mécanismes ont été emises,
mettant en évidence des processus dépendantsrdypdrieur de la DA (DAT) et/ou d'un

pulse nerveux (Figure 9).

Bien qu’il soit maintenant évident que la libératide 5-HT induite par le MDMA
passe par une interaction du MDMA avec le SERTole du DAT dans le mécanisme de
libération de la DA induite par le MDMA, n’est pagacore trés clair. Une premiére étude a
montré que l'augmentation de la concentration egthalaire de DA observée apres
administration in situ de MDMA, via une sonde decrodialyse au niveau du striatum, était
diminuée aprés pré-injection de bloqueurs du DAdmme le mazindol ou le GRB 12909
(Nash et Brodkin 1991). Ces résultats ont été omé par des études in vitro (Koch et
Galloway 1997). Cependant, une étude plus récéalesée sur animal vigile, montre que le
prétraitement au GRB 12909 suivi d'une administrapériphérique de MDMA entraine non
pas une atténuation mais une plus grande augnmntiila libération de DA (Mechan et al.
2002). L'hypothese actuelle serait que le MDMA pgémélans la terminaison présynaptique
des neurones dopaminergiques par diffusion passiwga le transport actif du DAT. Le
MDMA agirait sur ses molécules cibles pour diminlgetransport vésiculaire et I'activité des
MAOSs, suivant les mémes meécanismes d’action quex adcrits pour les systemes
sérotoninergiques. La DA cytoplasmique concenta¥esda terminaison serait libérée dans la
fente synaptique par le DAT via un transport ingers
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Figure 9 : Hypothéses sur les mécanismes responsabide I'effet du MDMA sur la libération massive de
dopamine (DA).

1 Entrée du MDMA dans la terminaison présynaptigae yn transport passif (diffusion membranaire) ou
actif (via le transporteur de la DA, le DAT).

2 Action du MDMA sur le transporteur vésiculaire dasnoamines (VMAT2) et efflux de DA vésiculaire
dans le cytoplasme.

3 Inhibition par le MDMA des MAOs entrainant une dntion de la dégradation de la DA.

4 Libération massive de la DA de la terminaison gjise vers le milieu extra neuronal via un
fonctionnement en mode inverse du DAT.

1’ Activation des récepteurs 5-Kfui participe a 'augmentation de la libération ldeDA dans la fente
synaptique.

La libération de DA cérébrale entrainée par le MDNdAurrait aussi étre une
conséquence indirecte de la libération massive d4T.5L’'hypothese posée est que
lactivation des récepteurs 5-HTsitués sur les membranes plasmiques des neurones
dopaminergiques va entrainer I'apparition d’'unurfherveux qui aura pour conséquence la
libération massive de DA, via une voie de signéitisafaisant intervenir la protéine kinase C
(PKC). Différents résultats expérimentaux étayeettec hypothese. Le prétraitement a la
fluoxétine diminue la libération de DA induite per MDMA (Gudelsky et Nash 1996).

L'implication des récepteurs 5-HTdans le mécanisme d’action devient évidente gaioe
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études qui montrent que I'administration, au nivdatstriatum ou de la substance noire, d’'un
agoniste de ces récepteurs potentialise la lilmérade DA striatale induite par le MDMA
(Gudelsky et al. 1994), et que I'administration rd’antagoniste la supprime (Nash 1990,
Schmidt et al. 1994 ; Yamamoto et al. 1995). La P& connue pour participer a la
signalisation cellulaire des récepteurs 5;HConn et Sanders-Bush 1986). Il a été démontre
gue l'activation ou l'inhibition pharmacologique die PKC entrainent respectivement une
potentialisation ou une diminution de la libérati® la DA induite par le MDMA au niveau
du striatum (Nair et Gudelsky 2004).

c. Systeme noradrénergique

In vitro, I'administration de MDMA induit un relaegje de NE dans le milieu
extracellulaire, qui peut étre bloqué par un ineili du transporteur de la NE, la désipramine
(Fitzgerald et Reid 1990). Ces résultats ont étdiroés in vivo (Johnson et al. 1991). Dans
des préparations synaptosomales, le MDMA induitalargage de NE équivalent a celui de
la 5-HT et plus important que celui de la DA (Rodmet al. 2001).

d. Systéme cholinergique

Alors que les effets du MDMA sur les systemes mamaoargigues sont assez bien
décrits, ses effets sur le systéme cholinergiqoatrété étudiés que récemment. La premiere
étude réalisée in vitro montre que le MDMA augmdat&bération d’Acéthylcholine (ACh)
au niveau striatal (Fischer et al. 2000). L'utiliea de techniques de microdialyse
intracérébrale réalisées sur rats vigiles a pedmisonfirmer ces premiers résultats, puisqu'il
a été démontré que l'administration systémique ousitu du MDMA entrainait une
augmentation de I'ACh extracellulaire au niveau sduatum, du CPF et de I'hippocampe
(Acquas et al. 2001, Nair et Gudelsky 2005, 2006).

L’action du MDMA sur le systéme cholinergique seiadirecte et impliquerait les
systemes dopaminergique et sérotoninergique. Eat, d& libération d’ACh induite par le
MDMA est bloquée par inhibition préalable de la tbyise de DA et de 5-HT (Nair et

Gudelsky, 2006), mais aussi par I'administrationantdagonistes des récepteurs
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dopaminergiques D1 (RD1) et sérotoninergiques 2-(Rb-HT,) (Nair et Gudelsky, 2005).
Le relargage d’ACh induit par le MDMA serait dona tonséquence d’'un mécanisme

impliquant plus précisément les RD1 et R5;HT

e. Autres systémes de neurotransmission

Le MDMA semble avoir aussi une action stimulante Eu systéeme gabaergique
(Simantov et Peng, 2004 ; Yamamoto et al. 1995jinEméme si le MDMA présente une
faible affinité (environ 100M) pour les récepteurs histaminiques, opioides &t a
benzodiazépines, la fixation a ces récepteurstgesgionsable de certains effets psychotropes

de la drogue (Battaglia et al. 1988).

2. Effets neurobiochimiques et physiologiques
a. Effets sur I'expression de genes

Le gene c-Fos, reconnu comme un marqueur de la&aiiv neuronale, est activé
principalement au niveau du cortex cérébral, stnatnoyau accumbens, amygdale, et noyaux
paraventriculaires du thalamus, quelques heuress sgministration de MDMA chez le rat
(Erdtmann-Vourliotis et al. 1999, Stephenson e1889). Au niveau cortical, une analyse par
microarray de I'ADNc a été réalisée pour évaluerréponse transcriptionnelle d’une
administration aigué de MDMA (20 mg/kg, i.p.). Tsograndes informations émergent de
cette étude (Thiriet et al. 2002) :

 Le MDMA induit une modification de I'expression deanscrits de protéines du
cytosquelette et de la matrice. Ces premiers adswuggéerent que le MDMA peut entrainer a

long terme des modifications de la plasticité neate.

e Une augmentation de la transcription de protéingsdiquées dans les mécanismes
de neurodétoxification a été rapportée, suggéranprésence des radicaux libres dans le

mécanisme de neurotoxicité du MDMA.
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 Le MDMA entraine des modifications transcriptionaeslde genes codant pour des
protéines impliquées dans les cascades de traimdeetlulaire, comme les protéines G, les

kinases ou encore les phospholipases, mais aistateurs de croissance, comme le NGF.

b. Effets sur la thermorégulation

Il a été dans un premier temps décrit que le MDNW&ainait une augmentation de la
température corporelle. Cependant, cette modifinatea pour caractéristique d'étre
poikilothermique chez le rat, c’'est a dire d’enmei une modification de la température
corporelle en fonction de la température ambiaMalljerg et Seider 1998 ; O’'Shea et al.
2006). Le mécanisme par lequel le MDMA entraine déxegulation de la réponse thermique
n'est pas encore bien établi. Cependant, alorsajtempérature corporelle est dérégulée et
varie en fonction de la température de la piecdemapérature au niveau de la queue reste
stable (Mechan et al. 2002 ; Rusyniak et al. 20083st connu que la vasodilatation ou a
I'inverse la vasoconstriction des vaisseaux deuaug sont des mécanismes majeurs pour
diminuer ou augmenter respectivement la températorporelle (Grant 1963). Ainsi, le
MDMA bloquerait ce processus de régulation. Cetiglieation est supportée par une étude
qui montre qu’a température ambiante identiquerairhébergé dans une cage en acrylique
aura une réponse hyperthermique plus intense gatumébergé dans une cage au sol grillagé
donc plus aérée (Gordon et Fogelson 1994). Le MDBHrait aussi en inhibant la
thermogénese au niveau du tissu adipeux brun uinesrgane spécialisé dans la dissipation

d’énergie sous forme de chaleur (Rusyniak et &80

Il semble que cette dérégulation thermique fassenianir I'activation de certains
récepteurs dopaminergiques et sérotoninergiquest lés rdles sont difficiles a définir.
L’hyperthermie serait médiée principalement pastimulation des récepteurs 5kiTet dans
une moindre mesure par les récepteurs RD1 (Mechah 2002 ; Shioda et al. 2008), alors
gue la réponse hypothermique serait sous la dépeadie I'activation des récepteurs 5:WT
et D2 (Rusyniak et al. 2008). Mais ces résultatd sontreversés car il a été montré que les
antagonistes des récepteurs 5tkpotentialisent I'hyperthermie induite par le MDMA
(Saadat et al. 2005). Enfin, il est possible gaetivation de certains récepteurs adrénergiques

soit impliquée dans ces variations de températomgocelle (Bexis et Docherty 2006).
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c. Effets sur la neurogénese et les facteurs neurophiques

Chez le rat adulte, I'expression de BDNF est audéeede 33-70%, 24 et 48h aprés
injection aigue de MDMA (10mg/kg, i.p.) au niveau dortex frontal ; a l'inverse, son
expression dans I'hippocampe est diminué 48h (-26%) jours (-73%) aprés injection
(Martinez-Turrillas et al. 2006). Il a aussi étésnein évidence que le MDMA a des effets
délétéres sur la neurogénése adulte, en réduisasurvie des neurones nouvellement

synthétisés (Hernandez-Rabaza et al. 2006).

3. Effets comportementaux

a. Chez 'Homme

* Effets désirés

Les effets désirés pour lesquels le MDMA est comaénsont relativement similaires
a ceux qui poussent a la prise d’autres amphétamimeMDMA produit une augmentation
de I'éveil et de I'endurance qui méne a une semisate forte énergie, une excitation sexuelle
(Zemishlany et al. 2001) et une suspension datsngs de la fatigue et de la somnolence.
Les consommateurs déclarent se sentir dans urd’étgthorie, de bien-étre, de perception
sensorielle tres affinée, accompagnée de la sensdé grande sociabilité, d’empathie et
d’extraversion (Siegel 1986 ; Peroutka et al. 198®hen et al. 1995 ; Sherlock et al. 1999 ;
Baylen et Rosenberg 2006). Ces derniers effetsnidééint le MDMA dans une classe
distincte des autres amphétamines. Il est désignéme une drogue « entactogene », qui

« facilite le contact ».

* Effets indésirables

Cependant, le MDMA peut entrainer des effets inmdéks. Comme les
amphétamines, il agit sur différentes fonctionsgipyes méme avec une dose relativement
modéré (Henry 1996). L'augmentation de I'éveil, quprésente un effet désiré, est
accompagnée par une augmentation de la tensiopeyii se manifester par des tensions
musculaires, une machoire serrée, un meulage aes aepelé bruxisme, et des mouvements
constants et agités des jambes (Siegel 1986 ; Raretial. 1988 ; Vollenweider et al. 1998 ;

Sherlock et al. 1999 ; Baylen et Rosenberg 200&tivité musculaire, associée a I'action
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directe du MDMA au niveau cérébral sur le systemehg&rmorégulation (Olson et Benowitz
1984), entraine une augmentation de la températupmrelle. Dans les 2-3 jours qui suivent
la prise de MDMA, courbatures et douleurs dansde d¢u dos et dans les membres se font
sentir. Migraine, nausée, perte d’appétit, trouldleda vision, insomnie sont des symptémes
physiques communément décrits pendant et juste #prpérience de la drogue. Le MDMA
entraine aussi pendant les premieres heures dmtiame élévation du rythme cardiaque et

de la pression sanguine qui fluctuent anormalemendant les jours suivants.

D’un point de vue sensoriel, certains effets psi@fiques sont tellement importants
gu'’ils peuvent étre percus par certains consommatmmme trés désagréables. Par exemple,
laugmentation de la vigilance et de l'excitatigmussée a I'extréme, peut entrainer de
I'hyperactivité, des incohérences de pensées,ideoinie. De plus, il a été reporté que la
prise de MDMA pouvait entrainer des hallucinatiehsles dépersonnalisations ainsi que des
comportements completement inadaptés (Siegel 18@&8qutka et al. 1988 ; Sherlock et al.
1999 ; Morland 2000 ; Baylen et Rosenberg 2006)ca®ionnellement, ces symptémes
peuvent entrainer des attaques de panique (Mc@uak 1994 ; Pallanti et Mazzi 1992), des
déliriums (Alciati et al. 1999), et des brefs épis® psychotiques qui se terminent le plus
souvent avec I'action de la drogue (McGuire eil@b4).

b. Chez 'animal

Le MDMA, comme d’autres amphétamines, augmenteiVia€ de locomotion chez le
rat de fagon dose-dépendante (Spanos et Yamam8®o; IBallaway et al. 1990), et diminue
lintérét de I'animal pour son environnement (McNaa et al. 1995). Cette hyperactivité est
consécutive a l'activation sous-jacente des systesaeotoninergiques (Spanos et Yamamoto
1989) et dopaminergiques (Gold et al. 1989) de rfagierdépendante, mais aussi a
I'activation des récepteurs adrénergiques (BexiBatherty 2006). Ainsi, il semble que les
récepteurs sérotoninergiques 5-4det 5-HT;g et dopaminergiques D1 et D2 aient un role
facilitateur dans I’hyperactivité. L’activation descepteurs 5-Hil et 5-HT,g/oc inhiberait cet
effet.

Le MDMA a aussi des effets sur le comportement xi&é chez le rat. Mais selon le
paradigme comportemental utilisé et la dose adtnég@gHo et al. 2004), il peut induire tant

un effet anxiogene (Morley et McGregor 2000 ; Fatial. 2006), qu’anxiolytique (Morley et
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McGregor 2000). Enfin, il a été montré que I'adrairation de MDMA chez le rat induit des

troubles du comportement alimentaire (Kobeissy.e2G08).

4. Différences entre les sexes

Jusqgu’a présent, seules trois études cliniquetintéalisées de facon prospective,
avec inclusion des deux genres, pour évaluer léstsehigus et subaigus de l'ecstasy.
Globalement, il a été montré que les effets suiigecfu’ils soient négatifs ou positifs, comme
les expériences sensorielles, les modificationsadgerceptions ou I'état d’anxiété, étaient
plus intenses chez les femmes que chez les homnEsverse, I'amplitude de réponse
physiologique suite a l'ingestion de MDMA sembleeéplus importante chez I’homme que
chez la femme. En effet, la pression sanguine kysty la fréquence cardiaque et la
température corporelle sont augmentées de facom ipiportante chez 'homme. Cela se
traduit par la sensation d’étre plus actif et dympra (Liechti et al 2001 ; Verheyden et al.
2002). Cependant, une étude plus récente n’a peigrsd de différences entre les sexes sur le

comportement d’aggreéssivité ou d’anxiété (Hoslale2006).

Chez le rat, des différences dans les réponses atengentales et physiologiques
suite a l'administration de MDMA ont été observéedre les males et les femelles. Tout
comme il a déja été observé avec la cocaine eph@mamine (Booze et al. 1999 ; Brass et
Glick 1981 ; Cailhol et Mormede 1999 ; Camp et Rsbn 1988 ; Glick et Hinds 1984 ;
Kosten et al. 1993 ; Van Haaren et Meyer 1991),féeselles rats adultes expriment une
réponse comportementale plus rapide et intense aplie des males, ainsi qu’'une
sensibilisation plus importante suite a I'expositichronique (Palenicek et al. 2005 ; Walker
et al. 2007).

Les males présentent une plus grande vulnérabilixeeffets toxiques et tératogenes
du MDMA, puisque la dose toxique létale est plubléachez les méles que chez les femelles
(Koening et al. 2005). D’autres études réaliséedasouris confirment cette susceptibilité
plus importante du male aux effets létaux entrapagsde fortes doses de MDMA (40 mg/kg
et plus) (Cadet et al. 1994 ; Miller et O’'Collaghh895). Enfin, la réponse thermique au

MDMA serait plus prononcée chez les males que tdefemelles (Fonsart et al. 2008).
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D. Effets a long terme et neurotoxicité
1. Chez 'Homme
a. Déficits cognitifs

Différentes études ont révélé des déficits a matelong terme (semaine, mois) sur
les capacités d’apprentissage et de mémorisatiopagdiculier au niveau de la mémoire de
travail, de la planification, des fonctions exéees ou du contrble de I'impulsivité
(Gouzoulis-Mayfrank et al. 2003 ; Von Geusau e84 ; Wareing et al. 2004a et 2004b ;
McCardle et al. 2004). Selon ces auteurs, il eatdgmssible que la prise de MDMA soit un
facteur de risque pour I'apparition précoce de litesi de la mémoire dépendants de I'age.
Cependant, bien que ces troubles cognitifs soi@tréa sur d’'anciens consommateurs

d’ecstasy, le lien de cause a effet est loin d'éttident.

b. Potentielle neurotoxicité

Les premieres études d’'imagerie fonctionnelle oomtmré une diminution de la densité
de SERT au niveau cérébral chez d’anciens consomumsatéguliers d’ecstasy, suggeérant
I'existence de Iésions sérotoninergiques (McCaral. €998 ; Semple et al. 1999 ; Ricaurte et
al. 2000 ; Reneman et al. 2001). L'existence dcoreelation entre la durée d’abstinence et la
diminution du SERT reste cependant controverséseau de ces différentes études. Leurs
meéthodologies ont été a posteriori critiquées, dumh point de vue technique que sur la prise
en compte de la complexité des dossiers des valestaemettant en cause I'’hypothese d’'une
neurotoxicité. De plus, des études plus récentesarigné des modifications fonctionnelles
du SERT chez des individus consommateurs d’ecgefégt court terme), mais n’ont pas
trouvé de différence a plus long terme chez d’'arcc@nsommateurs d’ecstasy, comparés a
des volontaires sains (Buchert et al. 2004 ; de &ial. 2004). D’autres études ont montré
une réduction de la densité des récepteurs & ig&ndant la période de consommation (effet
court terme), et une augmentation de la densitéederécepteurs en période d’abstinence
(Reneman et al. 2000, 2001, 2002).

Il existe peu d’études qui se sont intéresséesyateérmae dopaminergique et leurs
résultats ne sont pas tranchés. En 1999, I'équipS&emple a montré par imagerie que la
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fixation subcorticale du'fl] B-CIT, qui refléte la densité du DAT, était identiquhez les
consommateurs d’ecstasy a celle des sujets tér{eemple et al. 1999). Cependant, avec ce
méme marqueur, une autre équipe a mis en évidarecaugmentation de la densité du DAT
chez les consommateurs réguliers d’ecstasy paorappx sujets témoins (Reneman et al.
2002).

Des moadifications a long terme des systémes sénai@iques, et dans une moindre
mesure, des systemes dopaminergiques, ont été emnsgdence dans certaines études chez
’homme. Cependant, ces résultats étant controseilséemble nécessaire de multiplier les
études dans ce domaine, pour mieux évaluer leségaeaces a long terme de la prise

d’ecstasy.

c. Différences entre les sexes

Du fait de la présence de différences entre lesessedans les effets aigus
physiologiques et psychologiques de la prise de MDMest concevable que des différences
soient aussi présentes dans les modificationsgaterme. Les résultats d’études démontrant
une neurotoxicité a la suite de consommation déesgstsoulignent aussi un effet du sexe : les
femmes présentent des déficits fonctionnels detesgs sérotoninergiques plus importants
gue les hommes aprés une consommation réguliécetdsy. Cette différence entre les sexes
est caractérisée par une diminution significativelhmus importante chez la femme des taux
de 5-HIAA et de HVA dans le liquide céphalo-rackmi(McCann et al. 1994), de la densité
en SERT qui caractérise une diminution des terreama synaptiques (Reneman et al. 2001 ;
Buchert et al. 2004), et de la fonction sérotorgitgre évaluée par tes techniques non
invasives (Croft et al. 2001).

2. Chez 'animal
a. Altérations sérotoninergiques

Chez le rat, 'administration répétée de MDMA, paie orale ou intra-péritonéale,
entraine a long terme des modifications structesefiermanentes ou semi-permanentes des

neurones sérotoninergiques, caractérisées par immaution de la densité de différents
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marqueurs (Finnegan et al. 1988). En effet, ilaofiservé une diminution du taux de 5-HT et
de ses métabolites (Commins et al. 1987 ; Molliger’l.1990 ; Schmidt, 1989 ; Schmidt,
1987), une réduction du nombre de ses transpor{@mmsmins et al. 1987 ; Battaglia et al.
1987 ; De Souza et al. 1990), ainsi qu'une dimowtde l'activité de la tryptophane
hydroxylase (De Souza et al. 1990 ; Molliver etl&l90). Ces déficits sérotoninergiques sont
retrouvés dans différentes régions du mésencémiatki télencéphale, incluant le cortex
frontal, le striatum, I'hippocampe et I'hypothalasn(Battaglia et al. 1987 ; De Souza et al.
1990 ; Slikker et al. 1989). lls apparaissent ummane apres administration du MDMA et
sont encore retrouves apres quelques mois chat, oire méme aprés un an (Battaglia et al.
1988 ; Fischer et al. 1995 ; Lew et al. 1996 ; $&ba@l. 1996 ; Scanzello et al. 1993). Ces
résultats sont corroborés par des études immuochistiques qui montrent une diminution
de marquage des fibres axonales sérotoninergiquesvaau du cortex, du striatum et du
thalamus (O’Hearn et al. 1988). Toutes ces donséggérent donc que le MDMA entraine a
long terme une destruction des terminaisons sérwayiques par un mécanisme de

neurotoxicité.

b. Altérations dopaminergiques

La majorité des études réalisées chez le rat déemque le MDMA n’entraine aucune
neurotoxicité du systeme dopaminergique (Stone. 61986 ; Battaglia et al. 1987 ; Schmidt
et Kehne, 1990 ; Lew et al. 1996 ; Sabol et al.61;9G0lado et al. 1997, 1999). Par contre, il
est intéressant de noter que chez la souris, le MPkésente un profil de neurotoxicité tres
différent. En effet, I'atteinte des voies dopam@igues est la principale neurotoxicité induite
par le MDMA (Stone et al. 1987 ; Logan et al. 19&Callaghan et Miller, 1994). Les effets
retrouvés a long terme chez la souris sont caiaétpar une diminution de la concentration
cérébrale de DA, de la densité du DAT et de l'atgide la TH (Mann et al. 1997 ; Jayanthi et
al. 1999 ; Johnson et al. 2002). Nous ne détailepas plus la neurotoxicité dopaminergique
chez la souris puisqu’elle représente un modelecsypoint en tout cas, bien différent de
celui du rat (Colado et al. 2004).
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c. Déficits comportementaux

Les altérations des systemes sérotoninergiquesepeuavoir des conséquences
fonctionnelles. Ainsi plusieurs équipes ont évatiiféérents processus comportementaux et
cognitifs chez le rat exposé au MDMA. La majoritérdre elles n’'ont mis en évidence aucun
trouble cognitif associé a un déficit sérotoningug (Byrne et al. 2000 ; McNamara et al.
1995 ; Ricaurte et al. 1994 ; Robinson et al. 1988 étude, cependant, a montré chez des
rats préexposés au MDMA 16 jours avant les tess, deficits mnésiques (Marston et al.
1999). Mais globalement, il semble que les défiasurobiochimiques des systémes
sérotoninergigues induits par le MDMA n’aient paspeu de conséquences sur les fonctions

cognitives.

Par contre, de plus en plus de résultats montiexisience de troubles persistants de
'anxiété, associés ou non a des modificationstegnoergiques (Fone et al. 2002 ; Gurtman
et al. 2002 ; Morley et al. 2001). Une réductionla@ensité des récepteurs 5443s, plus
encore qu'une diminution du SERT, serait impliqusns la survenue de ces troubles

comportementaux (McGregor et al. 2003 ; Bull eab4).

E. Mécanismes potentiels de la neurotoxicité

Les causes et les mécanismes du potentiel effetotosiqgue du MDMA chez
’lhomme sont loin d’étre élucidés. Les données sgpse dans ce chapitre sont les résultats
d’études menées chez le rat. Celles-ci ont perraisiéyager quelques pistes et acteurs
impliqués dans la neurotoxicité sérotoninergiguseobée chez le rat. Il semble que le
dénominateur commun des différentes hypothesesasfuitmation de radicaux libres (Figure
10).

1. R6le des métabolites du MDMA

Les métabolites du MDMA (Figure 7) génerent descak libres qui sont associés a
des stress oxydatifs et des altérations membrandieesont donc proposés comme agents
responsables de la neurotoxicité, entrainée paris® de MDMA (Paris et Cunningham

1992 ; Colado et Green 1995). Mais les résultatss d@@ domaine sont éparses et il est
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actuellement difficile de conclure sur l'implicatiode tel ou tel métabolite dans la

neurotoxicité.

L’ a-MeDA et le HMA, qui sont des métabolites du MDAeuvent provoquer une
diminution de la concentration en 5-HT dans leeoftontal (Yeh et al. 1991). Cependant, le
blocage de la N-déméthylation du MDMA, donc de darfation de k-MeDA a partir du
MDA, ne prévient pas la réduction de la TPH ni de5tHT corticale (Schmidt et Taylor
1987). Cette étape de déméthylation semble justeuit intermédiaire non décisif dans le
processus de neurotoxicité (Sprague et al. 1998)pIs, I'administration systémique de
HHA et de HHMA chez le rat n’a pas montré de neaximité (McKenna et Peroutka 1990).
Par ailleurs, le HHMA est métabolisé en une stmgcguinone-like. Ce dernier métabolite
pourrait étre impliqgué dans les effets a long tedueMDMA (Hiramatsu et al. 1990). Les
radicaux libres seraient formés a partir de I'emtdé cette structure dans des cycles redox
causant l'inactivation de la TPH et des dommagesigaau des protéines et lipides des
terminaisons neuronales. De plus, les quinonegrésence d’oxygene, peuvent donner des
ions superoxydes et du peroxyde d’hydrogene quirpmnt entrainer la peroxydation des
lipides et donc endommager, de facon parallele eadicaux libres, les terminaisons
sérotoninergiques (Colado et Green 1995).

2. ROle de la 5HT et de ses métabolites

Il a été suggéré que la 5-HT ou ses métaboliteygient jouer un réle dans la
neurotoxicité induite par le MDMA chez le rat. Lespraitement & la fluoxétine (inhibiteur du
SERT) inhibant la libération de 5-HT induite patM@®MA, prévient la déplétion de 5-HT a
long terme (Schmidt, 1987 ; Sanchez et al. 20013alite la récupération de I'activité de la
TPH (Schmidt et Taylor, 1987). De plus, les récersté&-HTa participeraient a cette toxicité,
puisqu’il a été démontré que l'administration daganistes de ces récepteurs atténue la
neurotoxicité induite par le MDMA (Schmidt et Kehb@90).
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Figure 10 : Hypothéses sur les mécanismes responkab de la neurotoxicité du MDMA sur les

terminaisons sérotoninergique(d’aprés Green et al. 2003).

1 Libération massive de la sérotonine (5-HT) eladdopamine (DA), induite par le MDMA.

2 Déplétion intraneuronale des stocks de 5-HT.

3 Activation des récepteurs postsynaptiques 5xHitué au niveau des corps cellulaires des neurones
dopaminergiques qui entraine 'augmentation detéh&se de DA et potentialise sa libération.

4 Transport probable de la DA libérée en exces,sdi&n terminaison synaptique du neurone

sérotoninergique.
5 et 5’ Métabolisation de la DA et/ou des métalslidu MDMA et formation de radicaux libres.

3. Rble de la DA

Une relation linéaire entre la quantité de DA ldersuite a I'administration de
MDMA, et l'intensité des déficits structurels aweau des terminaisons sérotoninergiques, a
été mise en évidence chez le rat, soulignant licagibn de la DA dans la neurotoxicité
sérotoninergique (Nash et Nichols 1991). De plasgéstruction massive des terminaisons

dopaminergiques par la 6-hydroxydopamine, blogueelarotoxicité sérotoninergique chez le
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rat (Stone et al. 1988), alors que le prétraitendete L-DOPA l'augmente (Schmidt et al.
1991). Ainsi, I'hnypothése de l'implication de la Ddans la perte axonale des neurones
sérotoninergiques fut proposée (Sprague et al.)l&98ipportée par différentes autres études
(Johnson et al. 1986 ; Schmidt et al. 1987 ; Nasal.e1990). Mais le mécanisme est loin

d'étre défini.

4. Role de I'hyperthermie

Le degré d’altération cérébrale a long terme prodar le MDMA semble étre en
relation avec I'amplitude de la réponse hyperthgurai Il existerait une corrélation entre la
réponse thermique et le degré de neurotoxicité lfptagl et Seider, 1998). Le maintien de rats
a température basse (10°C) avant et/ou apresnueiteau MDMA, prévient la réponse
hyperthermique et atténue, ou méme élimine, laatexicité cérebrale (Schmidt et al. 1990 ;
Broening et al. 1995). Inversement, quand la teaipé de la salle d’expérimentation est
élevée (26-33°C), la réponse hyperthermique aing kjp neurotoxicité sont augmentées
(Broening et al. 1995; Sanchez et al. 2004). Cepety il a déja été observé une
neurotoxicité a long terme sans réponse hypertlggrenaigué, suite a la prise répétée de
MDMA (O’Shea et al. 1998). Le réle exact de I'hyirmie dans I'apparition d’'une réponse
neurotoxique est difficile & définir. L’hypertherenaurait un réle modulateur important mais

non essentiel.
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V. Le méthylphénidate (MPH)

A. Historique et consommation

Le méthylphénidate (MPH) a été pour la premiére fjinthétisé en 1944, et utilisé
comme analeptique dans les cas d’'overdose auxtindgbies (Wax 1997). Il a été breveté en
1954 par la Compagnie Pharmaceutique Ciba et fescpt comme traitement dans la
dépression et la narcolepsie chronique sous led®Ritalin®. C’est au début des années 60,
gu'’il est utilisé dans le traitement d’enfants iti® de troubles déficitaires de I'attention et
d’hyperactivité (TDAH). L'étiologie et les basesumelogiques de cette maladie sont mal
connues. Alors que les études moléculaires et ig&est montrent que les TDAH sont
d’'origine héréditaire, d'autres études soulignefexistence de facteurs de risque
environnementaux, comme les complications obstétsget les contextes psychosociaux
difficiles, prédisposant I'apparition de cette nuia Les résultats d’études cliniques et pré
cliniques ont révélé une dérégulation des ciratat®cholaminergiques fronto-sous-corticaux
dans la pathophysiologie des TDAH. Les études djena moléculaire montrent que les
troubles de la neurotransmission se traduisentnrmotnt par des anomalies du DAT
(Biederman et Faraone 2005).

Dans les années 70, la presse populaire attaquefféds de la Ritalin® et dénonce
'usage de ce produit comme étant un outil pourtréber I'esprit des enfants. Lentement, les
apports bénéfigues du MPH dans le traitement deSH Bont acceptés. Actuellement, plus
de 8% des jeunes américains agés entre 4 et 17sams diagnostiqués TDAH, et
approximativement la moitié est traitée avec umuskant du systeme nerveux central
(amphétamine ou MPH) (Mayes et al. 2008). Les dpsescrites de MPH se situent entre 0,3
et 1 mg/kg/j en administration orale (Greenhilakt1992).

bY

Parallelement a la trés forte augmentation descppd®ns de Ritalin®, la
consommation illicite de MPH chez les jeunes a amg (Kollins et al. 2001). Par exemple,
des études soulignent que jusqu'a 16% des étudidats les colleges américains
consomment du MPH pour augmenter leur attentiordgenles cours (Babcock et Byrne
2000 ; White et al, 2006). Ces jeunes s’administi@idrogue sous forme de cachet ou pilule
ou en intranasal pour la recherche d'un effet @ddrg des cas d’administration en
intraveineuse ont aussi été rapportés (Parrarsigtska 1991). La dépendance entrainée par la

consommation répétée du MPH par voie orale est Ediee est observée généralement dans le
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cadre d’administration intranasale ou intraveine{igran et Jasinski 1991). Dans ce cadre
de consommation abusive, les doses sont mal conmas des rapports d’expériences sur
des supports non scientifiques (http://www.erowiglpharms/methylphenidate/) décrivent
des prises uniques ou répétées sur quelques ramMPH a des doses comprises entre 20 et
150 mg. Ainsi, a la consommation du MPH thérapetics’ajoute l'usage illicite qui

représenterait plus de 5% des consommations tatal&stalin® (Dupont et al. 2008).

B. Métabolisation et pharmacocinétique

Le MPH est un dérivé pipéridinique qui posséde deentres de chiralité. De ce fait,
guatre énantioméres de cette molécule existenul@&i@l). Les premiéres préparations de
MPH contenaient les quatre énantiomeres. Cepenillant/ite été mis en évidence que les
formes erythro n’entrainaient pas d’effet stimulsunt le cerveau. Dés lors, les préparations de
MPH n’ont contenu qu’un mélange racémique de &-#tréo-MPH. Aujourd’hui, il existe un
nombre important de résultats qui suggerent que dithréeo-MPH est lisomeére
pharmacologiquement le plus actif (Patrick et &B7; Srinivas et al. 1992 ; Aoyama et al.
1996 ; Ding et al. 1997 ; Quinn 2008).

H
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O H H
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Figure 11 : Structure des quatre énantiomeres du ntBylphénidate.
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Chez 'homme, aprés administration orale, le MPH tesalement absorbé entre
l'intestin et le colon. Son pic plasmatique estaeté entre 1 et 3 heures apres ingestion, et sa
demi-vie plasmatique est comprise entre 1,5 eh8Bes (Patrick et al. 1981 ; Redalieu et al.
1982, Wargin et al. 1983). L'absorption semble @uwgmentée quand le MPH est ingéré en
méme temps que de la nourriture (Chan et al. 19B8%t métabolisé au niveau du foie par
de-estérification en un métabolite inactif, I'acidéalinique. Cette réaction limite la
biodisponibilité du MPH de 11 a 53% (Chan et aB3)%t les concentrations plasmatiques de
I'acide ritalinique excédent largement celles du HMR.e métabolisme des énantiomeres
thréo-MPH est stéréosélectif (Srinivas et al. 199B3Elimination urinaire de I'acide

ritalinique représente 60 a 80 % de la dose.

Des études utilisant la tomographie par émissiopatgtron (TEP) ont évalué sur la
pharcocinétique du MPH marqué au carbone-'C{MPH) au niveau cérébral (Volkow et
al. 1995). Aprés administration intraveineuse, ei7,5% du 'C]-MPH est retrouvé au
niveau du cerveau, avec un pic de concentratiorseptéaprées 4 a 10 minutes. La
pharmacocinétique par prise orale est plus leniessqpne le pic cérébral n’est atteint qu’au
bout d’'une heure aprés administration (Volkow etl@95). La distribution du MPH dans le
cerveau est hétérogéne. Le MPH est tres majortainé retrouvé au niveau du striatum, et

aussi, mais dans une moindre mesure, au niveawathnius, du cortex et du cervelet.

C. Effets aigus du MPH

1. Augmentation des catécholamines dans la fente sy  naptique

Le mécanisme par lequel le MPH exerce ses effetgpodementaux n’est pas tout a
fait élucidé. Le MPH est tres affin pour les tramspurs dopaminergiques (DAT) et
noradrénergiques (NET). Son IC50 pour ces dewspatieurs est respectivement de 84 nM
et 514 nM (Schweri et al. 1985 ; Gatley et al. )99Bontrairement a I'amphétamine, la
cocaine ou le MDMA, ce psychostimulant présentetwge faible affinité (> 5@M) pour le
transporteur de la 5-HT (Gatley et al. 1996).

Le MPH fait partie de la classe des inhibiteurdadescapture, tout comme la cocaine.

Ces deux psychostimulants ont en commun leur silaton au DAT (Wayment et al. 1999)
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et présentent des mécanismes d’action sur le sgsiépaminergique trés similaires. Le MPH
se lie au DAT, mais n’est pas un substrat de esp@rteur. Il inhibe le transport de la DA en
bloquant le DAT. Ainsi, ce bloquage entraine uneuawlation de la DA dans le milieu
extracellulaire. Le mécanisme d’action sur le NETs#milaire a celui sur le DAT.

Les résultats d’études de microdialyse intracétébealisées sur rat vigile confirment
ceux des études in vitro. Il a en effet été mogtré 'administration intrapéritonéale de MPH
augmentait le taux de DA extracellulaire au nivdatstriatum dorsal, du noyau accumbens et
du cortex préfrontal (Kuczenski et Segal, 1997 raSienov et al. 2000 ; Kuczenski et Segal,
2001 ; Berridge et al. 2006). Le MPH augmente alsssibération de NE dans le milieu
extracellulaire, au niveau de I'hippocampe et ddecopréfrontal (Kuczenski et Segal, 2001 ;
Berridge et al. 2006), avec une ampleur comparaldelle de la libération de DA dans le
striatum. Toujours en accord avec les résultatviiro, aucune augmentation de 5-HT
extracellulaire n'a été mis en évidence dans diffegs structures cérébrales (Wall et al.
1995 ; Gatley et al. 1996 ; Kuczenski et Segal,71;98ankaanpaa et al. 2002 ; Segal et
Kuczenski, 1999).

2. Effets neurobiochimiques

a. Redistribution des vésicules de stockage dans terminaison

synaptique

Au niveau des systémes dopaminergiques, 'admatistr du MPH modifie la
localisation sub-cellulaire des vésicules synagsgexprimant les VMAT2 (Riddle et al.
2002 ; Sandoval et al. 2002). Bien que les détadsce mécanisme soient loin d'étre
déterminés, il semblerait que I'augmentation exditataire de la DA induite par le bloquage
du DAT entraine une redistribution des vésiculestdekage du compartiment proche de la
membrane plasmique, appelé zone active, vers upamiment plus cytoplasmatique. Cette
action serait médiée par l'activation des réceptddt et D2, puisque I'administration de
leurs agonistes respectifs bloque les effets du MRt¢ niveau (Sandoval et al. 2002). De
plus, l'activation des récepteurs D2 par un agengsttraine une redistribution des vésicules
similaire a celle induite par le MPH (Sandoval et2802 ; Truong et al. 2004). Cependant,

les conséquences fonctionnelles d’'une telle redigion restent peu connues. L’hypothése
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proposée est que cette redistribution des vésiemaine une altération de la disponibilité de

la DA dans les terminaisons synaptiques (Sandd\al 2003).

b. Régulation de I'expression de molécules impliges dans la

signalisation neuronale

De récentes études ont démontré qu’au niveau duustr 'administration aigue de
MPH augmentait le taux de transcription et de tctidan de facteurs de transcription, comme
le géne c-fos chez le rat (Yano et Steiner 20@andon et Steiner 2003) et la souris (Penner
et al. 2002) ou, comme le zif269 (Yano et Steir@5b ; Brandon et Steiner 2003) et le fosB
(Chase et al. 2005). De la méme maniére qu’avemdaine, ces activations génomiques
seraient médiées par les récepteurs striataux RBio(et al. 2006). Bien que la plupart des
études se soit focalisée sur le striatum, 'augatent de I'expression de ces facteurs a aussi
été montrée dans le cortex (Yano et Steiner 2005aet al. 1996 ; Chase et al. 2005) et dans
une moindre mesure dans le noyau accumbens (Ya8teter 2005b ; Chase et al. 2005).
Ces changements moléculaires peuvent survenirtia gane seule et faible dose de MPH (2

mg/kg).

Les terminaisons des neurones striataux exprintditiezent plusieurs neuropeptides
qui agissent comme des neurotransmetteurs. lls lgmes par l'activation de récepteurs
dopaminergiques, et indirectement par les psyamodiints (Steiner et Gerfen 1998). Une
administration aigue de MPH entraine une augmemtate I'expression de la substance P et
plus modestement de la dinorphine. L’expressionetié®phalines ne semble pas étre altérée

par le MPH, ce qui le dissocie de la cocaine (YeinSteiner 2005b).

Le MPH semble aussi avoir une action sur I'expmssie molécules impliqguées dans
la signalisation cellulaire. Par exemple au nivdauCPF, il a été observé une augmentation
de la phosphorylation des récepteurs glutamateggiguite a I'administration aigué de MPH
chez le rat (Pascoli et al. 2005). Des modificatiale la phosphorylation de la protéine
inhibitrice de la phosphatase (DARPP-32) sont atetsbuvées au niveau du striatum (Fukui
et al. 2003).
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3. Effets comportementaux

a. Chez 'Homme

* Effets désirés

Chez les individus diagnostiqués TDAH, la priseMieH entraine une diminution des
déficits attentionnels, en augmentant le tempséflexion, la motivation, la persévérance, le
sens de l'organisation et la capacité d’anticipatioe MPH améliore aussi les symptomes
d’hyperactivité, en augmentant le seuil de frugimt et en diminuant I'impulsivite,
l'agitation et I'agressivité. L’administration oealde doses cliniques de MPH améliore la
mémoire de travail spatial, le contréle inhibiteda, fléxibilité, et d’autres fonctions
cognitives, toutes dépendantes du cortex préfrofflmdmmer et al. 1991 ; Bedard et al.
2003 ; Aron et al. 2003 ; Mehta et al. 2004 ; Tureteal. 2005). En 2005, plus de 200 essais
cliniues ont confirmé cette efficacité (Fone etttN2005). Chez les individus non TDAH
consommant du MPH dans un cadre illicite, le MPia@ne une augmentation de l'attention
et des performances, d’autant plus importante di@ssconditions physiologiques altérées,

comme le manque de sommeil (Volkow et al. 2008).

* Effets indésirables

Malgré I'amélioration de la formulation du MPH,réste un certains nombres d’effets
indésirables : perte d’appétit, insomnie, vertigggmnolence, maux de téte et plus
occasionnellement la survenue de tics moteurs. IDg, [l est observé une reprise assez

immédiate des symptomes apres l'arrét de la peda cholécule.

* Différences entre les sexes

Tres peu d’études sont disponibles concernant asilple dimorphisme sexuel quant a
la réponse comportementale au MPH, méme s'il aégémment tres clairement établi que
les connaissances des différences de réponsesdépa&pedantes induites par le MPH
devenaient un trés grand enjeu pour adapter lgenrants (Dafny et Yang 2006). Dans une
étude prospective, les femmes ont rapporté dedseffigbjectifs plus intenses que ceux
rapportés par les hommes, a la suite de la constomde MPH (Patrick et al. 2007). Une
autre étude menée chez les adolescents diagnas{lqu&H, a montré que les jeunes filles
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présentaient une réponse comportementale supéreuetie des garcons dans les 90 min

suivant I'ingestion de MPH, et inférieure apresheres (Sonuga-Barke et al. 2007).

b. Chez 'animal

A faible dose (2-5 mg/kg), 'administration de MRId stade adulte stimule I'activité
de locomotion chez le rat et le singe. Avec deseslgslus élevées (10 et 20 mg/kg),
apparaissent des stéréotypies (Gaytan et al. Z98®) ; Kollins et al. 2001 ; Solanto, 1998).
Le MPH entraine aussi une augmentation des perfar@sacognitives, comme ['attention, et

la mémoire de travail chez le rat adulte (Navatral.€2008 ; Bizarro et al. 2004).

L’activation des récepteurs postsynaptiques dopamigues et noradrénergiques
semble étre directement impliquée dans les effegmitifs, puisque I'administration d’'un
antagoniste des récepteurs D1 ou d'un antagoniste rdcepteurs noradrénergiqué
('idazoxan) inhibe I'augmentation des performancegnitives induites par le MPH (Arnsten
et Dudley 2005).

Méme si le systeme sérotoninergique n’est pas irle directe du MPH, il serait
impliqué dans ses effets. Ce n’est que récemmaenteguétudes pharmacologiques ont mis en
evidence un réle des récepteurs et transportedes®eIT. Un prétraitement avec un agoniste
des récepteurs 5-Hg (le CP 94253) ou avec un inhibiteur de la recapte la 5-HT (la
fluoxétine) potentialise I'hyperactivité induite ple MPH (Borycz et al. 2008). Par contre,
ladministration d’'un antagoniste des récepteursHT3- n'atténue pas les effets
comportementaux induits par le MPH (Kankaanpad.€2(®2). Le SERT et le récepteur 5-
HT1g sembleraient donc impliqués dans la modulatioradéponse comportementale induite
par le MPH, mais le mécanisme précis n’est paswonn

L’administration de MPH chez les femelles rats setilet adolescentes entraine une
plus grande hyperactivité que les males (Wooterslef006 ; Torres-Reveron et Dow-
Edwards 2005 ; Dow-Edwards et al. 2008). Tres récen, il a été montré que les femelles
présentaient par rapport aux males un comportediankiété inférieur, et une augmentation

de la consommation d’alcool et de saccharose, tpstrpas retrouvée chez les males
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(Vendruscolo et al. 2008). Par contre, sur lesgoernces mnésiques, le MPH semble
entrainer des conséquences identiqgues chez lessdgag, comme le montre les résultats de
modeles d’exposition au MPH en période pré-adotdscet adulte (Zhu et al. 2007 ; Chuhan
et Taukulis 2006 ; Dow-Edwards et al. 2008). Mais ¢&erme de vulnérabilité

neurobiochimique, aucune donnée liée aux effetseke n’'est a ce jour disponible chez le

rongeur.

D. Effets a long terme: une drogue potentiellement

toxicomanogene ?

Bien que l'effet aigu du MPH soit relativement canchez ’lhomme et I'animal, peu
d’études sont actuellement disponibles sur lesgsfielong terme, qu’ils soient néfastes ou
bénéfiques.

1. Chez 'Homme

Une préoccupation majeure de l'usage répétée de BIRHe thérapeutique, est de
prédire si cet usage n'augmente pas le risqueathsformer par la suite cette consommation
en toxicomanie. L'administration de MPH par voialef comparée a la voie intraveineuse ou
intramusculaire, semble limiter ce risque, puistgubiodisponibilité de la molécule reste tres
faible. De plus, le faible taux d’entrée de MPHraweau cérébral a la suite de la prise orale,
n’entraine pas le bloquage de tous les DAT (Gemsiet al. 2000). Enfin, les nouvelles
formulations de MPH permettent de réguler plusrfieat 'augmentation des catécholamines
tout au long de la journée, et de diminuer ainsidiets aigus. Ainsi, la majorité des études
cliniques ont montré que les sujets traités au MPétaient pas plus enclins a l'auto-
administration de MPH que les sujets ayant recs pliecebos (Kollins et al. 2001). Ces
observations sont en accord avec le fait qu'’il texi: trés faible taux de personnes TDAH

traitées aux psychostimulants, consommant des dsogfabus (Wilens et al. 2002).

Il est important de noter que dans un cadre illdgajuantité de MPH consommée est
plus importante. De plus, les capsules de MPH savertes et le contenu peut étre
consommeé par voie intranasale ou intraveineusde @@tme de consommation entraine une
entrée de la molécule beaucoup plus rapide et flams le cerveau, par rapport a la prise per
0s. Les conséquences de ce type de consommatisivalpourraient donc étre différentes de
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celles pouvant étre observées dans le cadre théigye. Les effets a long terme de ce type

de consommation abusive ne sont pas étudiés dimnithe adulte.

2. Chez I'animal

a. Effets comportementaux a long terme

Dans les modeéles animaux, le MPH induit des chaergé&rcomportementaux proches
de ceux inférés par d’autres psychostimulants cofangecaine ou 'amphétamine (Carlezon
et Konradi 2004 ; Kollins et al. 2001 ; Kuczenski egal 2005). Par exemple, une
sensibilisation comportementale au MPH est retreuwhez le rat. Celle-ci définit
I'accroissement progressif des effets comportenuentie la drogue avec la répétition de la
consommation de la droguBuite au traitement répété de MPH pendant 5 jooinsécutifs
(15 mgl/kg/j par voie intrapéritonéale), on assiataine potentialisation de Il'activité de
locomotion (Crawford et al. 1998). Cette sensihtien comportementale est aussi retrouvée
avec des doses plus faibles de MPH, a savoir 1gragkx fois par jour pendant 5 ou 11 jours
(Kuczenski et Segal 2001). De plus, l'administraticépétée de MPH facilite I'auto
administration de psychostimulants. Par exempterdés adultes traités au MPH (20 mg/kg,
pendant 7 jours), montrent une augmentation ded’administration de cocaine par rapport
aux rats témoins (Schenk et Izenwasser 2002). Cepéna une dose plus faible, ce
comportement ne difféere pas de celui des témoiesMPH induit des modifications de la
préférence de place, dans un paradigme de conu#iment de lieu. Le rat passe plus de
temps dans un environnement dans lequel il a déjfiéxpérience du MPH (Meririnne et al.
2001). L'ensemble de ces études suggere que I'édposau MPH induit chez le rat adulte
une sensibilisation du comportement de récompetdene une prédisposition a I'addiction.

b. Effets neurobiochimiques a long terme

L’administration répétée de MPH entraine de nombrhiangements neuroadaptatifs,
impliquant une dérégulation de I'expression deatest genes. Dans le striatum, I'induction
de I'expression de nombreux facteurs de transoripst diminuée aprés un traitement répété

au MPH, alors gu’elle est augmentée a la suiteajnise unique (Yano et Steiner 2007). A
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linverse, on assiste a une potentialisation dedliction de I'expression de certains facteurs
de transcription au niveau du noyau accumbens @ptet al. 2007 ; Brandon et Steiner
2003) et du cortex (Brandon et Steiner 2003).

L’induction par administration aigué de MPH de pe&ssion de la substance P est
réduite apres un traitement chronique, ces changgsnééant similaires a ceux retrouvés avec
la cocaine et 'amphétamine. Par contre, les chrarges de I'expression des peptides
opioides, la dinorphine et I'enképhaline, sont nsbele ou absents a la suite d’exposition
chronique au MPH (Brandon et Steiner 2003).

Le traitement répété au MPH chez le rat entraineng terme des modifications
neurobiochimiques des protéines de la signalisatigliulaire et de la neurotransmission,
caractérisées par une réduction de la densité diu (Zenwasser et al. 1999), ainsi que de
I'activité de la protéine kinase A et de I'adénglat/clase, au niveau du striatum (Crawford et
al. 1998). Une augmentation de la densité de réaeptglutamatergiques GlyR est aussi
observable 3 semaines apres l'arrét d’'un traitemgoété au MPH (2 mg/kg) au niveau du
NAc (Andersen et al. 2002).

Toutes ces études menées chez I'animal adulte déanbigue le MPH administré de
facon chronique entraine a long terme des altéstineurobiochimiques mais aussi
comportementales. Le MPH entrainerait des prédispos a la dépendance, tout du moins
chez le rat. Ces études suggérent donc que I'eiqosiu MPH pourrait augmenter le risque
d’abus de substances psychotropes chez 'lhommegermiéoette hypothése n’est actuellement

pas supportée par les études cliniques.
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PARTIE 2. EXPOSITION DU CERVEAU EN
DEVELOPPEMENT AU MDMA OU AU MPH

Le cerveau en développement présente des cartiqiés bien distinctes d'un
cerveau adulte, qui le rendent particulierementsibém aux effets d’agents neuroactifs.
Comprendre les mécanismes de la vulnérabilité ditesye nerveux central immature a
différents xénobiotiques est important dans despsatives de prévention, mais aussi pour la
compréhension de la maturation des circuits neuranBans le premier chapitre de cette
partie, sont synthétiquement décrits les grandsgasus du développement cérébral chez
lhomme et le rat, puis avec plus de détails le ettfypement normal des systémes
dopaminergiques et sérotoninergiques, ainsi que Velnérabilité aux psychostimulants.
Enfin, 'ensemble des données cliniques et préaqlies actuelles sur les conséquences a court
et long terme d’'une exposition au MDMA ou au MPH eaurs du développement est

regroupé dans les deux chapitres suivants.

|. Développement cérébral

A. Etapes du développement cérébral chez 'Homme

La neurogénése embryonnaire est organisée en 8tEpes successives: la
prolifération cellulaire dans les zones germinajvda migration neuronale et la

différentiation cellulaire.

1. Production des précurseurs neuronaux

L'induction neurale permet, dés I1&™ semaine embryonnaire, la transformation du
feuillet primitif (ectoderme) en neuroectodermeluGei contient des cellules souches et des
cellules précurseurs neuronaux et gliaux. A padir la 5™ semaine, ces cellules
progénitrices rentrent dans une phase d’intenséipticétion. Aprés un certain nombre de
divisions, les précurseurs neuronaux perdent leyracité mitotique et deviennent des

neurones embryonnaires préts a migrer (Cavinebakathashi 1995).
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2. Croissance et migration neuronale

La notion de migration neuronale a été évoquéeaipjus d’'un siecle mais reellement
étudiée a partir des années 60 (Angevine et Sidb®&1). Les neurones embryonnaires
migrent de la zone germinative vers leurs futuesssile fonctionnement, qui sont le cortex et
les noyaux ou ganglions (formation en agrégats)sél distribuent selon un gradient interne-
externe : les premiers neurones formés migrent temsouches profondes, et les suivants

occupent successivement les couches plus supbeic{Rakic 1988).

3. Neuritogénese et synaptogéenese

La différentiation des neurones commence des légration selon le méme gradient
interne-externe. La pousse des fibres nerveuseseerites (axones et dendrites), marque le
début de la différentiation des neurones matures. reurites s’allongent par leur extrémité
qui cherche les cellules cibles pour établir untacnavec elles, et se transformer en
terminaison synaptique. Ce phénomeéne perdure asss la naissance chez I'Homme
(Huttenlocher 1990).

4. Mort cellulaire programmée

La mort cellulaire programmée est reconnue comme fes événements les plus
importants du développement du SNC. Pendant laepti@stense neurogénese, les cellules
sont produites de facon excédentaire. Cet excédsintcontrebalancé par des processus
physiologiques dont la mort cellulaire qui touchajonitairement les précurseurs neuronaux
et les cellules gliales respectivement au courspoemier et du deuxieme semestre de
gestation. Ainsi, au cours du développement cérginématal, deux séries de mort cellulaire
programmeée ont été observées : une apoptose emmaiy@isimultanée a la prolifération et a
la migration des neurones, et une apoptose foataleidant avec la différentiation neuronale,

sans doute reliée a la synaptogénese (Rakic eviee2@00).
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5. Neurogénése adulte

La neurogénése embryonnaire a été longtemps coésidémme le seul phénomene
de prolifération cellulaire cérébral. Il faut attlea 1998 et les travaux de I'équipe de Gage
pour mettre en évidence ce phénomene de neurogemesé&humain a I'age adulte (Eriksson
et al. 1998) ; méme si de tels phénomeénes avaieparie été décrits des années auparavant
chez I'animal (Altman et Das 1965). Les nouvelleButes capables de repeupler le cerveau
sont issues de cellules souches neurales multiigstenapables de s’autorenouveler et de
produire les différentes cellules du systeme netvigbiage et al. 1998). Tout comme la
neurogénése embryonnaire, la neurogénese adultelésempose en une phase de
prolifération, une phase de migration et une plisdifférenciation cellulaire. Deux régions
principales du cerveau adulte ont été identifiéessdesquels des cellules progénitrices sont
capables de se différentier en nouveaux neurotegzone subgranulaire (SGZ) du gyrus
denté (DG) de la formation hippocampale et la zeweventriculaire (SVZ) qui borde les
ventricules latéraux (VL) (Taupin et Gage 2002)s nouvelles cellules produites au niveau
de la SGZ vont migrer dans la couche granulair®@udans laquelle elles se différencient en
cellules neuronales et gliales (Cameron et al. 1993 ce qui concerne la SVZ, les nouvelles
cellules vont transiter a travers le courant deratign rostral (RMS) vers les bulbes olfactifs
(OB) ou elles sy différencieront en neurones dansone périglomérulaire du OB (Doetsch
et al. 1999). D’autres zones cérébrales, commeulstance noire, pourraient également
présenter un tel phénomene de neurogénese a tage éZhao et al. 2003).

De trés nombreux facteurs semblent capables dénflar le phénomeéne de
prolifération cellulaire cérébrale a I'age adul@afe et al. 1998). Il a été montré chez le rat
gque des facteurs environnementaux pouvaient imegrféavec ce meécanisme. Le
comportement maternel ou encore I'exercice physigugmentent le nombre de cellules
néoformées (Bredy et al. 2003 ; Brown et al. 200)8)s que le stress entraine I'effet inverse
(Tanapat et al. 2001). Les processus neurodégéaératrainent aussi une augmentation du
taux de prolifération chez le rat (Aponso et al020Q ce qui peut étre considéré comme un
phénomene de compensation.

Ce sont les effets des facteurs physiologiquesasneurogénése adulte qui ont été les
plus étudiés. Il a été montré une implication dast€urs de croissance, des hormones
(Tanapat et al. 1999), mais surtout des neurotratisars. En effet, la 5-HT exercerait un
effet positif sur la prolifération cellulaire céréke a I'adge adulte (Brezun et Daszuta 1999)

médié par le récepteur 5-k(Radley et Jacobs 2002), alors que la DA aurdiiefenverse
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(Dawirs et al. 1998). Enfin, I'impact des drogues e taux de prolifération cellulaire a
eégalement été étudié. Chez le rat adulte, par eleetapcocaine administrée en aigué n’altere
pas la prolifération, alors qu’en chronique elldeetle la prolifération mais pas la
différenciation neuronale (Yamaguchi et al. 2004dministration chronique d’opiacés
entraine également une baisse de prolifératiorulagk (Eisch et al. 2000ke que I'on

retrouve aussi apres traitement avec de la métamarpirée (Teuchert-Noodt et al. 2000).

B. Comparaison du développement cérébral chez 'Hom  me et

chez le rat

La période prénatale chez le rat correspondrait quatre premiers mois de vie
embryonnaire dans l'espece humaine. Le rat nouwméalest alors a un stade de
développement cérébral proche de celui d’un foktueain en fin de deuxieme trimestre. |l
est considéré qu'a 21 jours de vie postnatale,atirest a un stade de maturation cérébrale
proche d’'un nourrisson a la naissance, comme estClancy et al. (2007) a l'aide de son
échelle algorythmique de développement inter-espéee/w.translatingtime.net). La Figure
12 représente les chronologies relatives du dépeloent cérébral de I'Homme et de la

souris, qui présente un profil de développementlaira a celui du rat.
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Humain Rat Evénements neurodéveloppementaux
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Figure 12 : Périodes clés du développement cérébral chez I'honenet le rat. Aff, afférences ; CP, Plaque
corticale; CTX, cortex ; E, jour de vie embryonaik& mois ; MZ, zone marginale ; P, jour de vie {pagale ;
PZ, zone de prolifération ; SP, subplate; S, seedtité de Thompson et al. 2009).

C. Développement des systémes monoaminergiques
1. Chez 'Homme

a. Développement des neurones dopaminergiques

Chez 'lhomme, il est encore difficile de dressee ghronologie précise des différents

événements du développement des systemes monogimgireey au cours de la premiere
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moitié de grossesse, du fait de l'acces trés lirail& spécimens cérébraux obtenus post-
mortem a des stades précoces de périodes prénatales

A partir de la 4-8™ semaine de vie embryonnaire, dés les premiéresiatis
cellulaires, la tyrosine hydroxylase (TH) est erp¥e par les cellules du futur mésencéphale
(Puelles et Verney 1998). A partir de [d"8semaine, les cellules immunoréactives a la TH
(TH+) commencent a étendre leurs projections vessghanglions de la base via le faisceau
télencéphalique. Les couches de la plaque cortigaiecomposeront le futur cortex cérébral,
ne commencent a étre innervées par les fibres dopagiques TH+ qu’a partir de la 4%
semaine de vie embryonnaire ou elles atteigneroleex occipital (Verney et al. 1991 ;
Zecevic et Verney 1995). Le développement des vmésocorticolimbiques et nigrostriée
pendant des périodes plus postérieurs de la viagtéle chez 'homme reste mal défini. I
n'est pas exclu que, pendant ces périodes de gipartment cortical intense, des phénomeénes
de réorganisation des innervations existent, corhiraeété montré chez le singe (Foote et
Morrison 1984 ; Rosenberg et Lewis 1995). Lors’dédlescence, un processus d’élagage de
linnervation dopaminergique au niveau cortical gpendant été retrouvé (Lewis et Akil
1997).

b. Développement des neurones sérotoninergiques

Chez I'homme, les neurones sérotoninergiques coampde futur noyau du raphé,
peuvent étre détectés chez I'embryon de 5 sem#éBwesdstrom et al. 1993). lIs présentent
une croissance et une multiplication rapides jusqgla dixieme semaine de gestation
(Levallois et al. 1997). Les axones sérotoninergggunmunoréactifs au SERT (SERT+) sont
détectables dans les zones sous corticales a garli0 semaines de vie prénatale (Verney et
al. 2002). Pendant les périodes plus postériewgda die prénatale, la chronologie exacte du
développement des neurones sérotoninergiques pesteconnue. Cependant les données
obtenues chez le singe montrent que les processusraissance et de migration des
projections des neurones sérotoninergiques suiglerdnologiquement ceux des systemes
noradrénergiques et dopaminergiques (Levitt et RaRB2). Les fibres SERT+ atteindraient
chez 'Homme la formation hippocampale a partidaenoitié de vie prénatale, comme il a

été suggéré chez le singe (Berger et al. 1993).

La densité des synapses sérotoninergiques au ndie@ortex cérébral double de la

naissance a un an de vie pour atteindre un pic astade. La densité des fibres
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sérotoninergiques diminue alors jusqu’a 10 ans peustabiliser a un niveau synaptique
adulte (Huttenlocher et Dabhlkar 1997). De facomilsire, le taux de 5-HT augmente
pendant les deux premieres années aprés la nasgaiscdiminue jusqu’a I'age de cing ans
ou il reste constant jusqu’a I'age adulte (Hednex.e1986 ; Toth et Fekete 1986).

2. Chez le rat

a. Développement des neurones dopaminergiques
* Prolifération cellulaire et croissance axonale

Chez le rat, les premiers neurones dopaminergigpgaraissent a partir duéf‘?jour
de vie embryonnaire (E12) et le processus de ntighijon cellulaire de ces neurones est
maximal a E13 (Smidt et Burbach 2007 ; Lauder ahtabf® 1974). Chez le rat et plus
généralement chez toutes les espéeces vertébrédsesdtuen laboratoire, les neurones
dopaminergigues commencent a exprimer la TH tris apres leur dernier cycle mitotique
alors méme que le corps cellulaire du neurone migre sa localisation finale (Medina et al.
1994 ; Puelles et Verney 1998).

Le processus de croissance et de migration axaeseneurones mésencéphaliques
s'initie trés vite aprés la prolifération cellukairApres avoir étendu leurs projections hors du
mésencéphale, les axones des neurones dopamirexgsguregroupent au sein des deux
larges faisceaux télencéphaliques, qui vont inmetedarges zones du diencéphale, comme le
striatum et le NAc, et du télencéphale, comme |I€& CHpecht et al. 1981 ; Verney, 1999 ;
Voorn et al. 1988). Les différentes étapes de cettéssance axonale chez le rat sont

schématisées sur la Figure 13 (tirée de Van denéfieti Pasterkamp 2008).

A E14, les axones atteignent la région ventrolé&éda noyau caudé putamen (CPu)
au niveau du télencéphale caudal (A-C). Les jowisasts, les projections axonales se
densifient dans cette zone et continuent leur pssyjon caudo-rostrale (E17, D-F). A E19,
tout le striatum et le NAc sont massivement inngrpar les axones dopaminergiques.
Cependant, cette innervation subit encore quelguoedifications anatomiques jusqu’a la
naissance, ou les axones se projettent dans des prs médianes et proches des ventricules
latéraux (J-L).
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Figure 13 : Ontogénése des projections de la voieésostriatale.Cette représentation schématique illustre la
distribution spatiotemporelle des axones dopamigasg mésencéphaliques au niveau du striatum céadB,
G, J) et rostral (B, E, H, K), ainsi qu’en vue siégglg (C, F, I, L) pendant le développement prdndgarat. IIl,
troisieme ventricule; AQ, aqueduque; Ctx, cortexEBJ faisceau médian du télencéphale (medial fonebra

bundle); NAc, noyan accumbens; SNc/VTA, substarmmeenpars compacta/aire tegmentale ventrale. @@é
Van den Heuvel et Pasterkamp 2008).
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C'est seulement a E16 que le cortex frontal commeacrecevoir ses premiéres
innervations dopaminergiques (Figure 13 | et 14)lg3-ci sont alors présentes dans les zones
intermédiaires (1Z) et sous-corticales (SP). A ipal¢ E20, les couches corticales augmentent
en taille et les premiers axones dopaminergiquesdént leurs projections des zones sous-
corticales (SP) vers les zones corticales (CP).d&w®nle développement postnatal,
'innervation dopaminergique et le développememtical semblent étre corrélés. En effet, les
fibres dopaminergiques innervent seulement les lemsiccorticales contenant les cellules
différenciées (commencant avec la couche VI), ajoies les couches supérieures a la plaque
corticale (CPup) composées de cellules encore fémndificiées sont dépourvues de fibres

dopaminergiques. C'est a la fin de la premiere saende vie postnatale que les fibres
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dopaminergiques dans le CPF présentent les mémastéstiques topographiques que
celles observées chez I'adulte (Kalsbeek et al83138n Eden et al. 1987).

A)

Ctx

CPu

(B) E15 () E18
(mz| cp | sp VZ mz| cp|sep| iz vz |

~

(D) E20
(mz|  cp

Figure 14 : Ontogénése des projections mésocortieal (A) Représentation schématique indiquant la mégio
détaillée dans les tableaux B a E. I, couche |, @@&#jue corticale ; CPu, noyau caudé putamen pCBane
supérieure a la plaque corticale ; 1Z, zone intelimiée ; LV, ventricule latéral ; MZ, zone maringl&P, zone
sous corticale ; V, couche V ; VI, couche VI ; VZhne ventriculaire. (Tiré de Ven den Heuvel et &&simp
2008).

En plus du striatum, du NAc et du CPF, d’autresorggdu SNC adulte sont innervées
par les fibres dopaminergiques, comme [I'hippocamp&amygdale. Bien que différentes
études relevent la présence de fibres dopaminergiglans ces structures au cours du
développement (Specht et al. 1981 ; Voorn et é88),9l existe peu d’'informations précises

concernant leur ontogénese.

* Synaptogénese et élagage axonal

Chez I'adulte, les neurones de la SNc innervemicgralement le striatum dorsal (voie
nigro-striée), alors que ceux de I'ATV innervenuplspécifiguement le striatum ventral ou

NAc (voie meésolimbique). Le systéme nigro-strié ra ndle essentiel dans les fonctions
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motrices, alors que le systéeme limbique est imglidans différents processus de motivation
et de réactions émotionnelles. La corrélation etgsefonctions spécifiques des différents
systemes dopaminergiques et leurs distributionsgi@phiques dans le striatum (dorsal et
ventral), suggére que I'élaboration de la cartolgi@ples projections est un processus critique
pour le bon fonctionnement du systeme dopamineegitiia été montré que I'élagage axonal
est essentiel a cette spécification topographigsevdies mésolimbique et nigro-striée (Hu et
al. 2004). L'élagage est un phénoméne physiologiquiepermet d’éliminer les branches
neuronales présentes en exces et les connectiomstimes du systéme nerveux pour assurer
la formation de circuits neuronaux fonctionnelsdlet O’Leary 2005). Entre E15 et E17, les
axones des neurones dopaminergiques du mésencéBiNGAATV) se projettent de fagon
indifférenciée dans le striatum et le NAc (Figute A). La topographie des projections des
voies meésolimbique et nigrostriee observée chedulta, est atteinte en fin de période
embryonnaire et début de vie postnatale, par unengtion sélective des axones collatéraux
de I'ATV et de la SNc, innervant plus specifiquemdan striatum dorsal et le NAc (ou
striatum ventral) (Figure 15 B). Les signaux molaires qui régulent cet élagage sélectif des

axones des neurones dopaminergiques mésencéphaggent a identifier.

E15 E17
Figure 15 : Elimination sélective (ou élagage) desones des neurones dopaminergiques du mésencéphale
observée entre la période prénatale (A) et le siddéte (B) (tiré de Van en Heuvel et Pasterkarfpg2.
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b. Développement des neurones sérotoninergiques

Les projections des neurones des noyaux du ramtgalrsont visibles tres peu de
temps aprés la détection de 5-HT au niveau dessamtulaires, soit au 3¢ jour de vie
embryonnaire. Ces fibres non ramifiées croissdrd\éers les faisceaux télencéphaliques et a
partir du 15™jour, elles se projettent au niveau du diencéphmleelles se ramifient. A E17,
les fibres médiales atteignent le péle frontal éericéphale, tandis que les fibres latérales se
projettent dans I'hypothalamus. Dans le cortex lm&ié les fibres se séparent en deux
groupes, pour innerver respectivement les coualgsrficielles de la zone marginale (MZ2) et

la plaque corticale (Rubenstein 1998).

D. Facteurs influencant le développement et le main  tien des

neurones monoaminergiques

1. Les facteurs de transcription et de croissance

Le développement des neurones dopaminergiqueséhié mar 'activation de deux
grandes cascades de facteurs de transcriptionrdraigre implique le récepteur nucléaire
Nurrl qui est tres impliqué dans la synthése deAapuisque I'expression de la TH dépend
de son activation. La deuxieme cascade est compdssefacteurs de transcription a
homéodomaine, qui sont les produits de génes hamést: Ptx3, Lmx1b, En-1 et En-2. lIs
sont exprimés avant I'apparition des neurones dapangiques et ont pour role de maintenir
'expression de la DA dans ces neurones (Burbaclal.e2003). Les modifications de
'expression de Ptx3 altérent la formation de la &N induisant une désorganisation des
neurones dopaminergiques (Smidt et al. 2003). aetedirs de croissance, tels que le brain-
derived neurotrophic factor (BDNF), le glia-derivedurotrophic factor (GDNF), le Fgf8, le
Shh et le Wntl, sont aussi trés impliqués dansldgpement et le maintien des neurones

dopaminergiques (Vitalis et al. 2005).

Le développement du systeme sérotoninergique esstargement sous la dépendance
du facteur astroglial, la S-1@0(Azmitia et al. 1990). L’administration de cellalgliales
sécrétant la S-1@0 induit le développement et la multiplication derm@aisons

sérotoninergiques, alors que I'administration déutes n’exprimant pas de S-100n’induit
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pas de croissance (Ueda et al. 1995). D’autregdesit comme le BDNF, CREB, CREM et
ATF-1, sont connus pour influencer la maturatiors geeurones sérotoninergiques. Leur
différentiation est sous le contréle d’autres molés comme les protéines morphogéniques

osseuses et les facteurs neurotrophiques ciliaires.

Une molécule commune au développement des voiesandoprgiques et
sérotoninergique est le BDNF, qui est la neurotiopha plus retrouvée dans le SNC.
Initiallement caractérisé comme une protéine capdel promouvoir la survie des neurones
périphériques, le BDNF est maintenant reconnu corétaat un facteur impliqué dans un
large répertoire de fonctions, comme la migratitan, différentiation phénotypique, la
croissance axonale et dendritique, la formationsgieapses et la survie neuronale des
systemes monoaminergiques (Huang et Reichardt 208Win et Barde 1996). Par exemple,
au cours de la période critigue du développementattex visuel, un excés de BDNF
(Cabelli et al. 1995) ou le blocage de son actiwvat(Cabelli et al. 1997) entraine un
établissement anormal des colonnes de dominandairecdans cette zone du cortex. En plus
de son réle prédominant dans les difféerents proseds développement, le BDNF est connu
pour étre impliqué dans le maintient et la sunés deurones au stade adulte. Il présente un
réle important dans le recouvrement neuronal aiit@ sl'altérations cérébrales (Ghosh et al.
1994 ; Lewin et Bardes 1996). Il présente aussi efésts modulateurs sur les fonctions
monoaminergiques (Martin-lverson et al. 1994 ; Nastaal. 1994 ; Celada et al. 1996 ;
Siuciak et al. 1996). Enfin, le BDNF apparait comayant un rble clé dans la plasticité
synaptique (McAllister 1999 ; Lu 2003) et la neu#ngse I'adulte (Lu et al. 2005).

2. Les monoamines

Les neurotransmetteurs sont exprimés en tres grqndetité au cours de certaines
étapes du développement, puis au stade adulteim®grsélectivement par des synapses
spécifiques et de facon moins importante (Parnawel&avanagh 1988). Cette augmentation
transitoire de I'expression des neurotransmettet/mai de leurs récepteurs dans le SNC se
produit au cours de périodes pendant lesquellesdasotransmetteurs secrétés ont un réle
essentiel au bon déroulement du développement reérébes neurotransmetteurs sont
impliqués dans la formation et la maturation destacts synaptiques, en régulant l'activité
électrique, I'excitabilité et la sécrétion des rarophines (Zhang et Poo 2001).
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a. La sérotonine

Les neurones seérotoninergiques font partie desipremeurones a étre générés au
niveau cérébral (Lauder et al. 1981). La 5-HT ésté&ée par des axones en croissance avant
méme ['établissement de synapses. Différentes gtumld montré que les récepteurs
sérotoninergiques sont exprimés suffisamment tds da développement pour médier les
effets de la 5-HT (Roth et al. 1991 ; Hellendallaét1993 ; Tecott et al. 1995). De plus, la
distribution et I'expression sérotoninergique parida développement, suivent une évolution
spatiale et temporelle trées dynamique. Par exenepl¢aines fibres composant les faisceaux
d’axones thalamocorticaux, expriment de facon ttaims le phénotype sérotoninergique au
cours du développement chez 'Homme (Verney e2@02), mais aussi chez le rongeur
(Lebrand et al. 1996 ; Cases et al. 1998).

De nombreuses études chez I'animal ont démontrélication de la 5-HT dans la
régulation du développement cérébral dans de namipieénomeénes, tels que la neurogénese
(Lauder et Krebs 1976 ; Lauder et al. 1981), laect@&@n neuronale par des mécanismes
d’apoptose, la migration neuronale, I'élaborati@ndritique, la différentiation cellulaire, la
synaptogénese et la survie neuronale (Mazer a98l7 ; Yan 1997, Faber et Haring 1999 ;
Kondoh 2004 ; Okado 1993).

La concentration en 5-HT ne doit étre ni trop bassérop élevée pendant la période
critigue de synaptogénese. Les altérations desections cérébrales induites par un exces de
5-HT ou une activation inappropriee des réceptesésotoninergiques pendant le
développement, pourraient étre associées a ddsldésde I'humeur, I'addiction aux drogues
ou encore l'autisme (Gaspar et al. 2003). Il egjgéré que l'autisme est associé a une
hyposérotoninergie au cours de la période de étafe, mais aussi a une hypersérotoninergie
lors du développement postnatal (Chugani 20023. été mis en évidence chez des souris
knockout pour le SERT ou pour la MAO-B qu’'une trmpte concentration de 5-HT dans
I'espace extraneuronal empéche le développementatatu cortex sensori-moteur (Cases et
al. 1996). Une déplétion en 5-HT pendant des pésatlitiques du développement périnatal
chez le rat entraine au cours du développementinmeaution du nombre de synapses, qui a
pour conséquence a long terme une augmentatioe dernbre chez le rat adulte (Whitaker-
Azmitia 2001). Cette derniere observation pourétié la conséquence d’'une synaptogénese
importante et/ou d'une diminution des processuspegtigues, induites pour compenser

l'initiale diminution de la synaptogénese.
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b. La dopamine

La DA joue elle aussi un r6le majeur dans la prognation du développement
moteur et cognitif. Les perturbations du développeimdes systemes dopaminergiques
peuvent étre associées a des dyskinesie, dystarsigtroubles obsessionnels compulsifs et
mouvements anormaux des yeux (Herlenius et Lagerc2001). Des troubles moteurs ont
été mis en évidence chez le jeune rat apres lédiemsoies dopaminergiques a la 6-OHDA,
mais aussi chez les souris TH-KO qui souffraieftydbactivité, d’adipsie et d’aphagie —
troubles reversés par 'administration de L-DOPAdA et Palmiter 1995). Le turn-over de la
DA ainsi que la densité des récepteurs D1 dandgriatisn sont supérieurs en période
périnatale par rapport au stade adulte (Boysordam#s 1997). Des études in vitro ont montré
gue l'activation des RD1 induit une baisse de G@sslance axonale et dendritique, alors que
I'activation des RD2 stimule I'extension des new®wgorticaux (Levitt et Moore 1978 ; Todd
1992). Ainsi, 'hypothése est qu’'une modificatioesdtaux normaux de DA au cours de
périodes critiques du développement peut entraineraltération de la croissance axonale et
dendritique. De plus, certains neurones TH+ ne poggents qu’a titre transitoire au niveau
de certaines zones cérébrales vers le milieu gériade de vie embryonnaire chez ’lhomme
(Shatz et al. 1988 ; Kostovic et Rakic 1990), suggique la DA a un rble précis au cours de
périodes critiques du développement cortical.

La précocité du développement du systeme sérot@mue et dopaminergique, la
présence transitoire de leurs marqueurs sur deensgs neuronaux (a posteriori non
monoaminergiques), et le large spectre d'effets lale5-HT et de la DA durant la
morphogenese du SNC, sont autant d’arguments quigeent le réle régulateur de ces
monoamines au cours de périodes précises appetdésres de vulnérabilité, dans le
développement et la maturation du cerveau chezmammiféres, avant méme qu'ils

n’exercent leur r6le de neurotransmetteur.
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E. Exposition précoce aux psychostimulants et troub les du

développement

La perturbation des systémes monoaminergiquesas des fenétres de vulnérabilité
peut induire des conséquences anatomiques, nemnigci@s et fonctionnelles, qui ne se
manifestent qu’au cours de stades plus tardifsdraplexité et la nature unidirectionnelle du
développement du SNC limitent les possibilités dengenser les altérations induites par
exemple par des modifications des systemes moneagijues. Du fait du déroulement de la
croissance et de la maturation du SNC sur une getiees longue chez I'homme, le risque
d’effets néfastes suite a des altérations de cedersps existe de la conception a
'adolescence. Un grand nombre d’évidences sugaéjaird’hui que les facteurs exogéenes,
comme I'exposition a des substances pharmacologjiguehimiques, peuvent interférer avec
la formation du SNC. Des troubles du développementdéja été observés chez des enfants
exposes en période prénatale a des substancemaliéectement ou indirectement les taux
de monoamines cérébraux, comme la cocaine (Whitskmitia 1998), I'alcool (Kim et al.
1997 ; Sari et al. 2001 ; Zhou et al. 2001) ou emt® nicotine (Muneoka et al. 1997).

Les psychostimulants sont des molécules qui adistieectement sur les systéemes
monoaminergiques et entrainent la libération massigs monoamines dans les espaces
extraneuronaux. Ainsi, I'exposition a des psychosgtants au cours de fenétres de
vulnérabilité pendant lesquelles des stimulatiomsrmales des systemes monoaminergiques
entrainent des troubles spécifiques dans la mainraérébrale, peut avoir des conséguences
irréversibles sur le fonctionnement du SNC. Mémeleirs actions n’entrainent pas
directement d’effets tératogénes chez I'Homme, gegchostimulants peuvent induire des
modifications discrétes a long terme. La cocaine lespsychostimulant pour lequel les
interactions avec les systemes monoaminergiquesmheau en cours de développement sont
les mieux connues (Seidler et al. 1995). Chez I'H@mnl'exposition prénatale a la cocaine
peut entrainer des troubles du développement mabemnrédiatement apres la naissance
(Lester et al. 2002 ; Miller et al. 1997), ainsieqdes comportements anormaux qui
apparaissent a partir des 2-3 premiéres annédsalgement dus a des troubles des systemes
dopaminergiques, et qui peuvent étre encore reéoakiez I'enfant de 7 ans (Messinger et al.
2004 ; Levine et al. 2008). L'exposition prénatalda cocaine peut aussi entrainer chez

I'enfant des troubles de I'éveil et de I'attenti@hiriboga 2003). Cependant, il reste difficile
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d’établir des relations de cause a effet entrepbsition a des psychostimulants pendant une
période précoce du développement et les potemttelbles comportementaux retrouves a des
stades plus tardifs chez 'homme. Cela vient dut dariil existe de multiples facteurs de
risques coexistant au sein d'une population donc@®me la prise simultanée de différentes
molécules psychoactives (psychostimulants, alcoaijuana, nicotine...), les troubles du

comportement maternel, un milieu social ou un @gatitionnel défavorable...

Les études précliniques d’exposition précoce amsghostimulants ont largement
contribué a mettre en évidence I'importance desaaonnes dans le bon déroulement du
développement cérébral, a définir plus précisément fenétres de vulnérabilité et a
caractériser les troubles neurobiochimiques et tfoncels a long terme entrainés par
I'exposition a ces molécules. La DA et la 5-HT papent a la régulation des taux d’ARNm
de BDNF a différentes étapes du développement ¢lvyal. 2003 ; Vaidya et al. 1997 ;
Zetterstrom et al. 1999 ; Fumagalli et al ; 20@ihsi, les psychostimulants administrés a des
stades précoces, via leurs actions directes oterrtds sur les systemes monoaminergiques du
foetus, peuvent affecter la fonction du BDNF effaigon interliée les différents processus de
neurogénése. Les études réalisées sur I'expogitiénatale a la cocaine ont montré une
diminution des taux de BDNF (Yan et al. 2004), migg’'une diminution du taux de
prolifération cellulaire (Clarke et al. 1996) chéz jeune rat. Des modifications du
développement des systémes monoaminergiques ordi &€ observées. En effet,
'exposition prénatale a la cocaine entraine unelbg@pement anormal des dendrites au
niveau du cortex cingulaire (Jones et al. 1996 nyvet al. 1995), une altération des voies
dopaminergiques caractérisée par une diminutiola déH, de la densité de DAT au niveau
des corps cellulaires et des projections axondleme perturbation de la libération de DA
sous stimulation pharmacologique (Byrnes et al.319Reller et al, 1994, 1996 ; Collins et
Meyer, 1996). L'exposition prénatale a la cocaiméradhe donc des modifications de la
fonction dopaminergique, mais aussi noradrénergigueérotoninergique (Stadlin et al.
1995 ; Meyer et Dupont 1993 ; Meyer et al. 1994kb#i et Azmitia 1992 ; Goodwin et al.
1995 ; Seidler et Slotkin 1993).
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Il. Effets d’'une exposition au MDMA sur le cerveau en

développement

A. Chez 'Homme

Trés peu d'observations cliniques ont été réaliseasles effets d’expositions au
MDMA au cours du développement. Elles se sont @si&#es aux conséquences de la prise de
MDMA par la femme enceinte sur le développementlalgrogéniture a la naissance.
McElhatton et son équipe ont montré que le risqeedédvelopper des malformations
congénitales, comme les pieds bots et les malfowmatcardiaques, est significativement
supérieur chez les nourrissons exposés in uteMMA par rapport a ceux dont les meres
ont témoigné de I'absence de consommation d’ecgtasglant leur grossesse (McElhatton et
al. 1999). De plus, il a été rapporté que la présea la naissance, de malformations de la
paroi abdominale, est positivement corrélée avemisommation par la femme enceinte de
drogues récréatives, dont I'ecstasy (Draper et2@08). Aujourd’hui, il n’existe aucune
donnée considérant les conséquences comportentemaleeurologiques a court et long

terme de la prise de MDMA en période prénatale themain.

B. Chez le rat

Comme il a été décrit précédemment, la périodeédeldppement cérébral prénatale
chez 'homme comprend chez le rat la période pedaat néonatale, jusqu’a environ 21 jours
de vie postnatale. C’est pourquoi depuis les anr@fgsdifférentes études d’exposition
prénatale et néonatale au MDMA ont été réaliséez db rat afin d’évaluer les effets
biochimiques et comportementaux de telles expostisur les animaux au cours du
développement. Cependant, les modéles d’expostamt tres variables d’un laboratoire a un
autre, il est difficile de mettre en relation lessultats des uns par rapport aux autres, et
actuellement impossible d’établir des conclusioéBnitives sur les conséquences a court et
long terme de I'exposition au MDMA a un stade padEn effet, la période d’exposition, la
dose, la voie ou la fréquence d’administration dDNWA ainsi que I'espéce utilisée, sont

autant de parametres variables.
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1. Pharmacocinétique

Chez le rat nouveau-né, le taux de MDMA plasmatigtieint son maximum plus
rapidement que chez le rat adulte, mais son élimimale I'organisme est plus lente. Par
exemple, a un jour de vie postnatale (P1), une dies€0 mg/kg injectée par voie sous-
cutanée atteint une concentration plasmatique @&ifh4 avec une demi-vie d’environ 3 h. A
P11, le taux plasmatigue maximal se retrouve a I8 ehla demi-vie de la drogue est
approximativement de 4 h (Williams et al. 2004@ralque chez l'adulte, elle est de 73 min
(Cho et al. 1990).

Administré a la rate gestante, le MDMA passe laibegr placentaire et est retrouvé
dans le compartiment foetal. Les concentrationMB&A et MDA, au niveau cérébral chez
le foetus (E14) atteignent respectivement leur maxn 2 h et 6h, aprés administration en
sous-cutanée a la rate gestante (15 mg/kg). La-diend’élimination est d’environ 3 h, alors
que celle retrouvée chez la mere est de 90 min pBalnet al. 2006). Il a aussi été montré
dans cette étude que la position utérine ne mogd la distribution du MDMA et de son

métabolite dans le compartiment foetal.

2. Exposition néonatale au MDMA

La majorité des études d’exposition au MDMA au sodu développement s’est
intéressée a la période néonatale chez le rate-Cieldéfinie entre le premier jour de vie
postnatale (P1) et le 2% (P21), correspond globalement au deuxi@éme etiéross trimestre
de grossesse chez I'humain. Les structures céesbirapliquées dans les fonctions cognitives
se développent essentiellement et rapidement pewrdée période, tant chez 'lhomme que
chez le rat (Bayer et al. 1993 ; Rice et BaroneD2@ancy et al. 2001, 2007). L’exposition
au MDMA chez le rat nouveau-né semble entrainer agseéquences a court (quelques
heures), moyen (quelques jours) et long terme ss8r dystemes sérotoninergiques et
dopaminergiques, caractérisées par des modificatiomeurobiochimiques et
comportementales, décrites dans les paragraphemssli
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a. Conséquences sur les systéemes monoaminergiques
* A court terme

L’administration d’'une dose unique de MDMA chezré¢ nouveau-né entraine des
altérations neurobiochimiques des neurones mona@agiques quasi immeédiates (Tableau 2).
Une diminution du taux de 5-HT dans les zones scha afférences sérotoninergiques
comme l'hippocampe et le cortex frontal, mais ausns le striatum, est globalement
observée quelques heures a quelques jours apresiamristration unigue de MDMA, selon
les protocoles expérimentaux (Broening et al. 19995 ; Williams et al. 2005 ; Schaefer et
al. 2008).

L’exposition au MDMA chez le rat nouveau-né ne skEmavoir que de faibles
conséguences sur les systemes dopaminergiquesneaomdification du taux de DA n’a été
observée dans le striatum (Broening et al 1994yirkg et al. 1998 ; Williams et al 2005).
Cependant, le taux de DOPAC est diminué dans o@tae structure (Williams et al 2005 ;
Schaefer et al. 2008).

Tableau 2 : Conséquences a court terme d’'une exptish aigue postnatale au MDMA sur les systémes
monoaminergigues.

Exposition Observation
Période Dose (mg/kg) Période  Conséquences Référence
et voie
P10 10,20 0u40; 3,24het N 5-HT dans le cortex frontal, le noyau caudé et Broening et
per 0s 7j aprés I'hippocampe (3 et 24h ap.); al. 1994,
=5-HT et 5-HIAA (7 j ap.) 1995
= recapture de la 5-HT, fixation de-paroxétine (3h, 24h
et7jap.)
= DA (3h, 24h et 7j ap.)
P14 20 ; s.c. 24h aprés =taux de 5-HT dans I'hkippwpe, cortex frontal, striatumAguirre et
et hypothalamus al. 1998
= taux de DA dans le striatum et hypothalamus
P11 10; 4x/j; s.c 1,7,24, N 5-HT dans hippocampe (toutes heures), striatum3@4 Williams et
30 et 78h et 78h ap.) al. 2005
aprésla = fixation de®H-paroxétine dans hippocampe
1% = DA dans striatum

injection N DOPAC dans striatum (1, 7 et 24h ap.)

o . N 5-HT et 5-HIAA dans striatum et hippocampe
P11 10 ; 4x/j; s.c 24h apres_ DA dans striatum

A DOPAC dans striatum

Schaefer et
al. 2008
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Ces résultats suggérent que le MDMA administréag®ri unique entre P10 et P14
agit sur le cerveau principalement sur le systégnetsninergique et de facon plus ponctuelle

sur le systeme dopaminergique.

* A moyen terme

L’exposition répétée au MDMA chez le rat nouveauanges conséquences a moyen
terme manifestes lors de la période du sevrage)(B@it en fin de période de développement
cérébrale intense (Tableau 3). Quelques soientptesocoles d’exposition utilisés, les
résultats convergent tous vers la méme observatidiexistence d’altérations
neurobiochimiques des systemes sérotoninergiqaeactérisées par une diminution du taux
de 5-HT cérébrale (Winslow et Insel, 1990 ; Meyeale2004 ; Meyer et Ali, 2002 ; Koprich
et al. 2003), et une diminution de la densité dRBEWinslow et Insel, 1990 ; Meyer et al.

2004), suggérant I'induction d’'une neurotoxicitéoséninergique.

Tableau 3 : Conséquences a moyen terme d'une expg@®i postnatale au MDMA sur les systémes
monoaminergiques.

Exposition Observation
Période  Dose (mg/kg) Période  Conséquences Référence
et voie
PO-2 10; 2x/j; s.c. P21 N 5-HT, 5-HIAA et fixation de’H-paroxétine dans cortex Winslow et
= DA dans cortex Insel, 1990
P1-4 10; 2x/j;s.c. P25 A fixation de®H-paroxétine dans hippocampe Meyer et
A 5-HT dans I'hippocampe Ali, 2002

= 5-HT, 5-HIAA, DA, DOPAC et HVA dans le cortex

P11-20 20 ; 2x/j;s.c; P21 A 5-HT dans cortex frontal (males et femelles)astiin Koprich et
(males) et hippocampe (femelles) al. 2003
2 5-HIAA dans striatum, cortex frontal et hippocampe
(méles et femelles)
= DA dans striatum et cortex frontal
2 DOPAC et HVA dans le striatum, cortex frontal et

hippocampe

P1-4 10; 2x/j;s.c. P25 N 5-HT dans hippocampe Meyer et al.
= 5-HT, 5-HIAA, DA, DOPAC et HVA dans cortex 2004
frontal

N fixation de®H-paroxétine dans hippocampe ; = dans
cortex frontal
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Aucune modification du taux de DA et de ses méigmhu niveau cortical et striatal
n’est observée chez le rat exposé entre P1 et Rk et Insel, 1990 ; Meyer et al. 2004).
Cependant, une exposition prénatale plus tardivéBIMA augmente la concentration en
DOPAC au niveau du striatum et du cortex frontazckes rats a P21 exposés au MDMA
(Koprich et al. 2003). Mais cette modification sdeplus étre le reflet d’'un effet aigu de

l'arrét du traitement, qu’'une conséquence a mogend.

D’autres modifications neurobiochimiques non monio@mgiques a moyen terme ont
aussi été observées dans des modeles d’exposémratale au MDMA : une administration
chronique au MDMA de P11 a P20 (20mg/kg, deux jmis/ s.c.) entraine le jour apres
larrét du traitement, une augmentation de I'expi@s de BDNF dans le cortex frontal,
I'hippocampe, le striatum et le mésencéphale (Kabpeit al. 2003).

* A long terme

D’autres études se sont intéressées aux conséguaroeg terme d’'une exposition
néonatale au MDMA en explorant les parametres mégachimiques chez des individus au
stade adulte (Tableau 4). Il est difficile de pasee conclusion tranchée puisque les résultats
s’affrontent d'une étude a l'autre. Bien que cemai mettent en évidence une diminution du
taux de 5-HT au niveau du cortex frontal et depfiucampe chez le rat adulte (Broening et
al. 2001; Meyer et Ali, 2003 ; Crawford et al. B)O d’autres ne réevélent aucune
modification neurobiochimique au niveau du syst&@amtoninergique (Cohen et al. 2005 ;
Kelly et al. 2002 ; Piper et Meyer, 2006). De plsigt, trois études s’intéressant aux systemes
dopaminergiques (Broening et al. 2001 ; Meyer tZ102 ; Crawford et al. 2006), une seule
met en évidence une diminution du taux de DA danstliatum et le cortex de rat adulte
males exposés au MDMA de P11a P20 (Crawford 08I6).
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Tableau 4 : Conséquences a long terme d'une expasit postnatale au MDMA sur les systéemes
monoaminergigues.

Exposition Observation
Période Dose (mg/kg) Période  Conséquences Référence
et voie
P1-10ou 5,100u20; P70 groupe P1-10: Broening et
P10-20 2x/j; s.c. N 5-HT (toutes doses) et NE (10 et 20 mg/kg) dans al. 2001
hippocampe

= 5-HT, DA et NE dans cortex frontal

groupe P10-20:

A 5-HT et NE (toutes doses) dans hippocampe
A 5-HT dans cortex fontal

= DA et NE dans cortex frontal

P1-4 10; 2x/j;s.c. P60 N fixation de®H-paroxétine dans hippocampe et cortex Meyer et
A 5-HT dans I'hippocampe Ali, 2002
= 5-HT, 5-HIAA, DA, DOPAC et HVA dans le cortex
P10, 15, 20;2x/j;s.c. P40 = densité de SERT Kelly et al.
20 ou = capture déH-paroxétine (toutes expositions) 2002
P10-13
P1-4 10; 2x/j;s.c. P70 N fixation de®H-paroxétine dans hippocampe et cortex Meyer et al.
2 SERT dans caudé putamen et NAc ; 2004

A SERT dans cortex visuel primaire
= SERT dans hippocampe, hypothalamus et cortexairon

P11-20 20 ; 2x/j;s.c. P90 = 5-HT, 5-HIAA, DA eOPAC dans striatum et cortex Cohen et al.
préfrontal 2005
P11-20 20 mg/kg ; P90 A 5-HT dans hippocampe et cortex préfrontal (méles e Crawford et
2xlj ; s.c. femelles) al. 2006

= 5-HIAA dans hippocampe et cortex préfrontal
A DA dans cortex préfrontal et striatum (méales)
= DOPAC dans cortex préfrontal et striatum

P1-P4 10 mg/kg ; P70 et = SERT dans cortex et hippocampe (P70 et P105) r Btpe
2xlj ; s.c. P105 Meyer, 2006

b. Conséquences comportementales

L’exposition au MDMA de P11 a P20 perturbe I'apgiesage et la mémoire spatiale
et séquentielle (Broening et al. 2001 ; Williamset2003 ; Vorhees et al. 2004 ; Cohen et al.
2005 ; Skelton et al. 2006 ; Vorhees et al. 206&)némoire procédurale (Williams et al.
2003) et la mémoire de nature dobjet chez l'ad{@mhen et al. 2005). Ces déficits
d’apprentissage et de mémoire a long terme apperdis partir de P30 et perdurent jusqu’a
un stade avancé (P360) (Skelton et al. 2006). Lmairé de travail, qui correspond a une

forme de mémoire a court terme ne semble pas lédréechez ces mémes animaux (Vorhees
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et al. 2004). Il a été souligné qu'il existait gesiodes critiques pour I'action du MDMA sur
les fonctions cognitives. En effet, les études gppobles fenétres d’exposition de P1 a P10 vs
P11 a P20, ont révélé qu'une exposition pendantlepremiers jours de vie postnataux
n’entrainait aucun déficit d’apprentissage, de mésation, ni de discrimination (Broening et
al. 2001 ; Piper et Meyer 2006) (Tableau 5).

Tableau 5 : Conséquences comportementales d'une @asition postnatale au MDMA chez le rat. MWM,
Morris Water Maze ; CWM, Cincinnati Water Maze.

Exposition Observation
Période Dose (mg/kg) Période  Conséquences Références
et voie

PO-2 10; 2x/j; s.c. P5,8,11, Nvocalises d'ultrasons a P8, 11 et 14 Winslow et

Insel, 1990
14 et 21
P1-10ou 5,100u20; adulte pas de trouble moteur Broening et
P10-20 2x/j; s.c. groupe P1-10: al. 2001

= temps et erreurs dans le CWM

= distance et temps pour atteindre plateforme irgger
dans MWM pendant acquisition

= croisement sur emplacement plateforme pendarsegpha
de test (5, 10 et 20 mg/kg)

groupe P10-20:

2 temps et erreurs dans le CWM (10 et 20 mg/kg)

2 distance et temps dans MWM pendant acquisition

A croisement sur emplacement plateforme pendanephas
test (5, 10 et 20 mg/kg)

P11-20 20 ; 2x/j; s.c. pas de troubles moteurs Williams et
2 temps et erreurs dans le CWM al. 2003
7 distance et temps pour atteindre plateforme iméerg
dans MWM pendant acquisition
= distance et temps pour atteindre une plateforsrecée
a un objet
P11-20 5,10 0u 20 ; adulte 2 temps, distance parcourue dans MWM Vorhees et
2xlj ; s.c. = mémoire de travail
al. 2004
P11-20 20 ; 2x/j; s.c. adulte 2 temps et distance dans MWM pendant acquisition Cohen et al
72 erreurs dans CWM 2005 '
A temps d'intérét pour nouvel objet
A activité de locomotion
P1-P4 10 mg/kg ; adulte = discrimination et mémoire d’objets Piper e
2xlj ; s.c. Meyer, 2006
P11-20 20 ; 2x/j; s.c. P30, 40, & temps et erreurs dans CWM a P30, P40 Skelton et al
180 et = temps et erreurs dans CWM a P180, P360 2006 '
360 2 temps et distance pour atteindre plateforme iméerg
dans MWM pendant acquisition a tout age
A temps dans quadrant ou était localisée la platefor
P11-20 40 ; en 1, 2 ou adulte 2 temps et erreurs dans CWM, groupes 1 et 2 injgjou Vorhees et
4 injlj; s.c. = temps et erreurs dans CWM, groupes 4 inj./jours al. 2007

2 temps et distance dans MWM pendant acquisition,
groupe 2 et 4 inj./jour
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Ainsi, de toutes les études qui sont intéressdaspariode d’exposition néonatale, il
ressort que I'exposition au MDMA a un stade préabeeléveloppement postnatal chez le rat
entraine des altérations des systemes sérotorguesgicaractérisées principalement par une
diminution des taux de 5-HT. Ces altérations sdriectées dés les premiéres heures apres
'exposition, et restent présentes jusqu’au statldte. L’hippocampe semble étre la structure
la plus touchée. En paralléle, des troubles deptaqtissage et de la mémoire a long terme,
qui représentent des processus cognitifs tres dépén de la fonction hippocampale, sont
observés chez les rats adultes exposés au MDMA. ddie trés peu d’étude n’ait caractérisé
le systtme dopaminergique, il semble étre peu lsdlenaux effets du MDMA administré au
cours des premiers jours de vie postnataux. Quelquadifications ponctuelles du taux de
DA au niveau striatal et cortical ont cependantréiges en évidence ; ce qui justifierait la

conduite d’études supplémentaires.

2. Exposition prénatale au MDMA

Les études d’exposition prénatale au MDMA chezaemodélisent une exposition
foetale précoce chez I'humain, correspondant adenjgre moitié de la grossesse. La plupart
des femmes ayant consommeé de I'ecstasy pendangiessesse, témoignent qu’elles ont
stoppé leur consommation dés la connaissance détktuHo et al. 2001). Ainsi, et bien que
peu nombreux, les protocoles expérimentaux d'efiposi pendant cette fenétre de
développement chez le rat représentent un modalg@d la majorité des expositions foetales

chez 'humain.

a. Conséguences sur les systemes sérotoninergiques

Les conséquences d’une exposition au MDMA au cders période prénatale sur les
systemes sérotoninergiques semblent étre moinsriamies que suite a une exposition
postnatale, puisque la majorité des études n’anqmetré de modification neurobiochimique a
court ou moyen terme (Tableau 6). En effet, augundification des taux de 5-HT et de 5-
HIAA quantifiés dans le télencéphale a P7, danpgbcampe et le striatum a P15 et dans le
cortex a P15 et P21, n'a été mis en évidence chegrdgéniture aprés une exposition
prénatale au MDMA (Winslow et Insel, 1990 ; Colastoal. 1997 ; Aguirre et al 1998). De
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méme, la densité de SERT ne semble pas étre nodifiéz la progéniture a des stades de

développement précoce et tardif (Kelly et al. 20Galineau et al. 2005).

Trois études ont cependant souligné des modificati®es systémes sérotoninergiques
suite a I'exposition prénatale au MDMA chez le &&s modifications sont caractérisées par
une réduction du taux de 5-HT dans le noyau cauti@gpocampe chez la progéniture a P21
(StOmer et al. 1991), une diminution du turn-ov@otoninergique dans le striatum et le NAc
(Koprich et al. 2003), et une tres forte réductilonpic physiologique cérébral de 5-HT et de
5-HIAA a la naissance (Galineau et al. 2005).

A ce jour, une seule étude s’est intéressée auseguiences neurobiochimiques a long
terme (stade adulte) d’'une exposition prénatal®BIMA. Elle a montré une diminution du
taux de 5-HT vésiculaire libérée sous stimulatiohaqmacologique au niveau de
I'hippocampe (Galineau et al. 2005).

Tableau 6 : Conséquences d’'une exposition prénatadel MDMA sur les systémes sérotoninergiques chezat.

Exposition Observation
Période  Dose (mg/kg) Période  Conséquences Référence
et voie
E12-14  10; 2x/j; s.c. P21 = 5-HT, 5-HIAA et fixation®H-paroxétine Winslow et
Insel, 1990
E6-18 2,50u10; per P21 = 5-HT et 5-HIAA dans cortex fontral, noyau déu St Omer et
0s hippocampe, cervelet (2,5 mg/kg) al. 1991
A 5-HT dans noyau caudé et hippocampe (10 mg/kg)
E14-17 20; 2x/j ; s.c. P7 = 5-HT et 5-HIAA danst@éphale Colado et al.
1997
E6-20 20; s.c. P15 = 5-HT dans hippocampe, cortaxdl, striatum et Aguirre et
hypothalamus al. 1998
E15-18 20; 2x/j ; s.c. P40 = densité de SERT Kelly et al.
2002
E14-20 15;2x/j;s.c; P3etP21 =5-HT dans bgampe, cortex frontal, striatum (P3 et Koprich et
P21) al. 2003
A 5-HIAA dans striatum et noyau accumbens (P21)
E13-20 10; s.c. E14, 16, N taux cérébral 5-HT et 5-HIAA a PO, pas aux autres  Galineau et
18, 20. stades al. 2005

PO, 7, 14, = fixation du fH]-MADAM au SERT dans raphé,
21,70 hypothalamus, thalamus, hippocampe et cortex
A taux vésiculaire de 5-HT dans I'hippocampe (P70)
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b. Conséquences sur les systéemes dopaminergiques

Les études concernant les effets d’'une expositimngtale au MDMA sur les
systemes dopaminergiques ne sont pas nombreuses;setésultats peu homogénes (Tableau
7). Les premiéres n'ont révélé aucune altératios tdeix de DA ni de ses métabolites au
niveau du télencéphale et diencéphale de la pragéna P7 et P15 (Colado et al. 1997 ;
Aguirre et al. 1998). Koprich et son équipe ont & premiers a montrer des altérations
neurobiochimiques chez le jeune rat, caractéripaesine diminution de DOPAC et de HVA
au niveau du striatum, associée a une augmenidida densité de fibres TH+ au niveau de
différentes zones des projections dopaminergig@pr{ch et al. 2003). Avec une dose
journaliere de MDMA inférieure, ces modifications sont plus observées chez le jeune rat
(Galineau et al. 2005). La seule étude s’intérdsmax conséquences au stade adulte a montré
grace a des techniques de microdialyse intracdeébuae diminution la DA vésiculaire
libérée sous stimulation pharmacologique (tyramim&) niveau du striatum, chez la

progéniture exposée en prénatal au MDMA (Galingal. 005).

Tableau 7 : Conséquences d’'une exposition prénatadel MDMA sur les systéemes dopaminergiques chez latr

Exposition Observation
Période  Dose (mg/kg) Période  Conséquences Référence
et voie
E14-17 20 ; 2x/j;s.c. P7 = DA, DOPAC et HVA daakencéphale Colado et al.
1997
E6-20 20 ; s.c. P15 = DA dans striatum et hypothaka Aguirre et
al. 1998
E14-20 15; 2x/j;s.c; P3etP21N HVA a P3 et P21 dans striatum Koprich et
A DOPAC a P21 dans striatum al. 2003
7 des fibres TH+ dans CPF, striatum et NAc a P21
E13-20 10; s.c. E14, 16, =taux cérébral de DA, DOPAC et HVA (tous stades) Galineau et
18,20. = fixation du [#I]-PE2I au DAT dans I'hypothalamus, le al. 2005

PO, 7, 14, thalamus, I'hippocampe et le cortex (tous stades)
21, 70. A taux DA vésiculaire dans le striatum (P70)

c. Conséquences comportementales

Des études comportementales et sensorimotricei®@mtenées chez la progéniture en
développement, exposée en période prénatale au MDMA encore, les protocoles
d’exposition étant variés, les résultats sont difs a mettre en relation. A P9, les animaux

exposes entre E12 et E14 ne présentent pas deedif@avec les animaux témoins en termes
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d’activité locomotrice, de vocalise d’ultrasonsdet performances sensorimotrices (Winslow
et Insel, 1990). Cependant, les animaux expos@dAMA sur une période plus longue (de
E6 a E18), montrent des déficits des fonctions aamsetrices entre P7 et P10, mis en
évidence par les tests de géotaxie négative etedtation olfactive. Cependant, des tests
évaluant d’autres parametres sensorimoteurs, nérembrpas d’effet (St Omer et al. 1991).
Une derniere étude a mis en évidence chez le P2tlaexposé au MDMA entre E14 et E20,
une diminution de l'activité de locomotion penddes 5 premiéres minutes d’exploration
d’'un nouvel environnement, suivie d’'une augmentapar rapport aux animaux témoins sur
le reste de la session. Ces derniers résultateserggun déficit du processus d’habituation a

un nouvel environnement entrainé par I'expositicinptale au MDMA (Koprich et al. 2003).

Des troubles comportementaux a long terme, c'éétedau stade adulte, consécutifs a
une exposition prénatale au MDMA ont été observassddeux études. La plus récente
(Thompson et al. 2009) a montré une diminution dwmportement d’anxiété, une
augmentation de la réponse comportementale a laeaate, et une augmentation de la
persévérance dans l'usage de stratégie pour résoundrtache de mémoire spatiale, chez des
rats adultes exposés de E14 a E20 au MDMA. La éewxiétude réalisée dans notre
laboratoire a montré chez I'animal adulte (P70)csépau MDMA entre E13 et E20, une
diminution de la préférence naturelle au sacchar@se déficit comportemental pourrait
refléter une diminution de la perception sucrées ahération de la motivation pour obtenir
une récompense, un symptébme anhédonique, ou euonodé&ficit du comportement dirigé

vers un but (Galineau et al. 2005).

88



lll. Effets d'une exposition au MPH sur le cerveau en

développement

A. Exposition au MPH pendant la période juvénile

1. Chez 'Homme

Les psychostimulants sont les molécules les pliisaeks dans le traitement des
TDAH (Spencer et al. 1996 ; Taylor et Russo 20(Mglgré la difficulté de poser le
diagnostic de cette maladie, elle toucherait pri4@% des enfants (Swanson et al. 1998). Le
MPH est le psychostimulant le plus prescrit. En&0® millions d’américains se sont vu
prescrire du MPH, dont 3,5 agés de moins de 19@rsydanus et al. 2007). Toujours au
Etats-Unis, 1,2% des enfants de moins de 6 anstsotéts au MPH (Zito et al. 2000). Bien
gue la littérature, avec plus de 200 protocolesud@s cliniques, démontre une efficacité et
une absence de dangerosité du MPH consommé damaslie médical chez les enfants, les
potentielles conséquences neurobiochimiques et aderpentales a long terme induites par
le traitement au MPH de I'enfant restent peu exXder Cependant, il a été montré que les
enfants traités au MPH n’étaient pas plus enclingaw@o-administration de MPH que les
sujets ayant recus des placebos (Murray et Kal0@0 ; Mannuzza et al. 2003). De plus, il a
été observé que les jeunes adolescents TDAH nagstrau MPH ont deux fois plus de
risques de développer des addictions aux droguesi¢Bnan et al. 1999 ; Wilens et al.
2003), suggérant que le MPH réduit le risque deeddance chez ces jeunes.

Toutefois, I'absence d’effets néfastes suite aadministration chronique de MPH est
controversée, puisqu’une étude a mis en évideneeaugmentation du risque de développer
une addiction aux drogues suite au traitement pleétigue au MPH chez I'adolescent
(Lambert et Hartsough 1998). De plus, dans un cddreonsommation illégale, les capsules
de MPH sont ouvertes et le contenu est souventoocom® par voie intranasale. Cette forme
de consommation entraine une entrée de la moléaadacoup plus rapide et forte dans le
cerveau, par rapport a la priger os Les conséquences de ce type de consommatiorvabusi
pourraient donc étre différentes de celles pouétnet observées dans le cadre thérapeutique.

Elles restent non étudiées.
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2. Chez le rongeur

Les études réalisées chez le rongeur jouent unimjdertant dans I'appréhension des
potentiels risques a long terme associés a uretnaitit chronique au MPH chez I'enfant ou
'adolescent. Chez I'animal, la préadolescenceuastpériode qui s’étire approximativement
de P20 a P35. De facon consensuelle, il est étpi#i le rat rentre en puberté (dans

I'adolescence) au alentour de soﬁ"lf(j)our de vie postnatale.

Tableau 8 : Conséquences a moyen terme d'une exgasi chronique au MPH pendant la période de
préadolescence.

Exposition Observation
Période Espéce Dose(mg/kg/]) Période Conséquences Référence
P 25-38 Rat 10 P38 A c-fos dans le striatum Chase et al. 2005

2 c-fos dans le NAc et cortex
2 Fos-B dans le striatum

P 25-38 Rat 20u 10 P38 A taux d'activation des protéines régulanthase et al. 2007
le cytosquelette (désensibilisation)
= taux de BDNF

P 22-60 Rat 3 P40 et 2 apprentissage et mémoire spatiale Zhu et al. 2007
P60 Dow-Edwards et

al. 2008
P 26-32 Souris 40 P33-37 N comportement d’anxiété (+maze) Carrey et al. 2000

2 activité d’exploration
= apprentissage spatial

P 26-32 Souris 2,5a80 P33-37 = comportement d’exploration, d'anxiétéMcFayden et al.
et de stress 2002
P 26-30 Rat 1 P31 N comportement social Vanderschuren et
al. 2008

L’exposition chronique au MPH pendant la périodegpile induit des modifications a
moyen terme (Tableau 8) dans différentes structtéssbrales, de I'expression de facteurs de
transcription (Chase et al. 2005, 2007), dont FapdBest impliqué dans les processus de
neuroplasticité (Kelz et Nestler 2000 ; McClungaét 2004). De plus, des modifications
comportementales sont observées chez les ratssadnte exposés en période juvénile au
MPH (Zhu et al. 2007 ; Dow-Edwards et al. 2008 rr&gaet al. 2000 ; McFayden et al. 2002 ;
Vanderschuren et al. 2008). Cependant, le manqueifdimité des résultats de ces
différentes études ne permet pas de conclure surcémséquences fonctionnelles des

modifications biochimiques induites & moyen terraelp traitement chronique au MPH. Les
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études s’intéressant aux conséquences a long teaneplus nombreuses, mais non moins

hétérogenes (Tableau 9).

Tableau 9 : Conséquences a long terme d'une expasit chronigue au MPH pendant la période de
préadolescence.

Exposition Observation
Période Espece Dose Période Conséquences Références
(mg/kglj)
P 20-35 Rat 2 (2h) P90 A neurogénése hippocampale Lagace et al.
2006
P 20-35 Rat 2 P80 2 volume sanguin cérébral au niveau dandersen et al.
cortex et du thalamus 2008
A RD3 ARNm dans le cortex
P 30-90 Rat 1 P90 A densité RD2 au niveau du striatum Thanos et al.
2007
P 30-60 Gerbille 5 P90 = densité fibres dopaminergiques Grund et al.

- prévient des troubles de connectivit2007
synaptique corticale entrainés par la
méthamphétamine

P 25-38 Rat 2o0ul0 P60 A taux d’activation des protéines régulant IEhase et al.
cytosquelette (désensibilisation) 2007
= taux de BDNF

P 20-35 Rat 2 P90 A réponse aux stimuli appétitifs Bolanos et al.
2008
P 35-42 Rat 2 P70 2 autoadministration de cocaine Brandon et al.

72 réponse locomotrice a la cocain@001
(sensibilisation)

P 20-35 Rat 2 P90 A conditionnement de lieu a la cocaine Wiley et al.
N préférence au sucrose 2008
2 comportement d’anxiété et de stress (+-
maze, nage forcée)

P 21-25 Rat 10 P90 2 réponse locomotrice a la cocaingorres-Reveron
ou 45-50 (sensibilisation) et Dow-
Edwards, 2005

P 25-39 Rat 2 P80 2 comportement d'anxiété  (réactiorBritton et al.
émotionnelle conditionnée) 2007
P 20-35 Rat 2 P60 A conditionnement de lieu & la cocaine Carlezon et al.

2 comportement d’'anxiété (nage forcée) 2003
A processus d’habituation

P 20-35 Rat 2 P60 A auto-administration a la cocaine Mague et al.
2005

P 20-35 Rat 2 P60 A conditionnement de lieu a la cocaine Andersen et al.
2002
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Les résultats comportementaux d’études réaliséedesurats adultes exposés de facon
répétée pendant la période juvénile au MPH semiclemtradictoires. Par exemple, certaines
études ont rapporté que lI'administration de MPHda@ I'adolescence entraine chez les rats
adultes une sensibilisation comportementale a lzioe (Brandon et al. 2001 ; Torres-
Reveron et Dow-Edwards, 2005) et facilite son adrt@aistration (Brandon et al. 2001). Ces
résultats suggerent que le traitement au MPH indoig plus grande vulnérabilité des
systemes de récompense a des stimuli appétitifénvierse, d’autres études ont montré que
les rats adultes ayant été exposés au MPH pendapériode juvénile, présentent une
réduction des effets appétitifs de la cocaine diartesst de conditionnement de lieu (Andersen
et al. 2002 ; Carlezon et al. 2003) et d’autoadstiation (Mague et al. 2005). De plus, les
rats traités au MPH montrent une diminution degteffécompensants de stimuli naturels
(comme le saccharose, les situations nouvelles ebinportement sexuel) et présentent un
comportement d’anxiété augmenté associé a des ctanpents de type dépressif par rapport
aux rats téemoins (Bolanos et al. 2008, Wiley e2808 ; Britton et al. 2007 ; Carlezon et al.
2003). Malgré les inconsistances entre ces éttidsscertainement dues a des différences de
méthodologie, il est clair que le traitement au Mp#hdant la période juvénile induit chez le
rat des altérations neurobiologiques a long teapparentées au systeme de récompense et a
I’émotion (Anderson et al. 2002 ; Adriani et al 0B)

B. Exposition périnatale au MPH
1. Chez 'Homme

Une étude clinique rétrospective a été menée pamluér les effets de I'abus de MPH
par administration intraveineuse pendant la gregsesur les nouveau-nés, suivis sur deux
ans. La conclusion des auteurs est que I'exposititia-utérine de MPH entrainerait une
augmentation de risque de naissances prématuré@esretards de croissance, mais n'aurait
pas d’effet tératogene ni n’entrainerait de sévesesds mentaux (Debooy et al. 1993). Bien
gue la consommation de MPH chez les jeunes addtesige de procréer ne cesse
d’augmenter et que par conséquent le risque d'éxpogprenatale au MPH tend lui aussi

vers 'augmentation, aucune étude clinique n’gétdiée a ce sujet depuis 1993.
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2. Chez le rongeur

Comme il été décrit dans la partie MDMA, la périatievie prénatale chez 'lHomme
englobe toute la vie foetale et les trois premi@masne de vie postnatale chez le rongeur.
Méme si certains considérent modéliser une exposte I'enfant de 2-4 ans en administrant
le MPH de P11 a P21 a des rats (Crawford et al.7R00 est admis qu’en terme de
développement cérébral, cette période correspandtmux derniers mois de grossesse chez
’Homme (Bayer et al. 1993 ; Rice et Barone, 20@dancy et al. 2001, 2007).

a. Exposition périnatale au MPH

Chez la souris, I'administration quotidienne de MIPH 6 ou 20 mg/kg/j) a des
femelles gestantes puis lactantes, de E7 a PXemble pas exercer d’effet tératogene sur la
progéniture en développement, ni de toxicologi¢adeproduction au stade adulte (Teo et al.
2002).

Chez le rat, une administration unique de MPH (Iokg) & P11 entraine 24 h apreés,
une diminution de 5-HT tissulaire au niveau duasiin, mais pas au niveau de I'hippocampe.

Les taux de DA ne sont modifiés dans aucune des steuctures (Schaefer et al. 2006).

Jusgu’a aujourd’hui, quatre études se sont intéessaux conséquences a court et long
terme d’'une exposition chroniqgue au MPH au courfad@riode néonatale chez le rongeur.
La premiere a montré que l'administration répétée MPH de P3 & P11 entraine une
augmentation de l'activité de locomotion, mais diiit pas de trouble du développement
moteur, ni du comportement d’anxiété chez la squeisdant la durée du traitement (Penner et
al. 2001). Chez le rat, il a été mis en évidence heisse persistante de la densité de DAT au
niveau du striatum (pas dans le mésencéphale)lelrar adolescent et adulte exposé de P11
a P20 au MPH (Moll et al. 2001). Une autre étudeamtré chez le rat, que I'administration
répétée de MPH (5 mg/kg, deux fois par jour) dedPP35, entraine des modifications
structurales des systémes de neurotransmission amonergique a court terme. Ces
modifications observées a P35 sont caracétérisgiesine augmentation de la densité des
fibres catécholaminergiques et de la densité e@tkibu niveau du CPF, une diminution de la
densité des fibres TH+ au niveau du striatum, & nonodification de la densité des fibres

monoaminergiques TH+ et NET+ au niveau de I'hippmge. Au stade adulte, la majorité de
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ces modifications structurales n’est plus retrouw@&pendant des troubles du comportement
d’anxiété sont relevés (Gray et al. 2007). La demetude a montré que I'exposition au MPH
de P11 a P20 induit une augmentation des effetstiifpode la cocaine et du saccharose chez
le rat au stade adulte, suggérant des troublesydgmes de la récompense (Crawford et al.
2007).

Ces données obtenues chez le rongeur suggerengderi@dministration de MPH a
un stade précoce du développement entraine dedicatidns cérébrales neurobiochimiques
et structurales a court terme, qui semblent enepae résorber avec I'age (Gray et al. 2007),
mais aussi des conséquences neurologiques et cameontales a moyen et long terme. Des
études complémentaires sont cependant nécessaiesnpeux définir ces conséquences

induites par une exposition périnatale au MPH.

b. Exposition prénatale au MPH

Dans de récentes études, il a été montré que le ptBsente des effets tératogénes
chez le lapin a des doses de 200 mg/kg/jour, ceauespond a des doses environ 100 fois
supérieures aux doses recommandeées et prescraes’glomme. Chez le rat, aucun effet
tératogene n’est observé quand le MPH est adnénétune dose de 75 mg/kg/jour, qui
correspond pourtant a une dose plus de 10 foigisupé a celle préconisée (Teo et al. 2003 ;
Beckman et al. 2008).

Il nexiste actuellement qu'une seule étude, quisk’intéressée aux conséquences
comportementales a long terme d’'une exposition gieé® au MPH. Il y est montré que
I'administration de MPH (5 mg/kg/j) a des souris &{i® au 16™ jour de gestation entraine
une diminution du comportement d’anxiété et unenssigation de l'activité d’exploration
chez la progéniture adulte. Cependant, ces trouwdadegportementaux ne sont plus retrouves
quand le MPH est administré pendant des périodestptdives de la gestation (McFadyen-
Leussis et al. 2004). Aucune autre donnée n’est joar disponible sur l'effet d’'une
exposition exclusivement prénatale au MPH sur lgeld@ppement neurobiochimique et

fonctionnel cérébral chez le rongeur.
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Le développement cérébral est un processus comglexea été suggéré que des
perturbations de ce développement pourraient augménrisque de survenue de maladies
neuropsychiatriques comme la schizophrénie, I'ddtdicou la dépression. Ce processus est
influencé par des facteurs endogenes et exogemesmed exposition a des toxiques. Parmi
les facteurs environnementaux, la consommation rdgues psychoactives représente un
probleme majeur de santé publique. D’apres I'Omgmtion Mondiale de la Santé, sur 185
millions de personnes prenant des drogues entr@ 92001, 33 millions ont consommeé des
dérivés amphétaminiques. Il est clairement étaldi la population des jeunes adultes en age
de procréer est la plus susceptible a I'abus dgud® Il y a donc un risque fort d’exposition
du foetus a ces drogues et il est essentiel deativanes risques consécutifs a ces expositions
sur le fonctionnement cérébral a long terme. Isexides données concernant les effets de
'exposition prénatale a certaines substances ewsgéur les fonctions cérébrales de la
progéniture, telles que l'alcool et la nicotine, isngeu d’informations sont a ce jour
disponibles  sur les effets de  psychostimulants, s telque le  3,4-
meéthylenedioxyméthamphétamine (MDMA ou ecstasy) tdan consommation est en
augmentation constante depuis plus de 10 ans, etékbylphénidate (MPH), molécule
prescrite dans le traitement des troubles défiesdaattentionnels et d’hyperactivité (TDAH),

et de plus en plus consommée de facon illicite.

Le MDMA et le MPH ont en commun d’induire des effelirects sur les systemes de
neurotransmission dopaminergiques et/ou sérotagionezs (Gudelsky et Yamamoto 2008 ;
Gatley et al. 1996 ; Challman et Lipsky 2000). @esix systemes apparaissent tres tét au
cours de la vie embryonnaire et ont un role magiauns le développement cérébral (Spencer
et al. 1998 ; Nguyen et al. 2001, Herlenius et kagmtz 2001, Whitaker-Azmitia 2001).
Ainsi, I'exposition prénatale a ces deux molécules leurs actions sur les systémes
monoaminergiques, peut perturber le développentesteainer des conséquences a court et

long terme sur le fonctionnement cérébral.

Les études realisées chez I'Homme se confrontentna probleme majeur
d’interprétation car plusieurs facteurs de risqueexistent en général au sein d'une
population donnée, tels qu’un milieu socioprofessal défavorable, la prise de drogues, de
tabac, d’alcool... Dans ce contexte, le recours anodele animal peut permettre de mieux
comprendre les effets spécifiques de chaque fadeuisque. Ainsi, dans ce travail de these,
nous avons cherché a objectiver les effets de Faidimation de MDMA ou de MPH a la rate

gestante sur la maturation et le fonctionnement dgstemes de neurotransmission
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dopaminergiques de la progéniture, en évaluantefjirité neurobiochimique des neurones
dopaminergiques, certains aspects moléculairesrédiiges conséquences comportementales

des modifications observées.

Les psychostimulants (MDMA et MPH) ont été admirdista des rates du *'S au
20°™ jour de gestation. Cette période chez le rat smm& un modeéle d’exposition chez
'Homme correspondant a la premiere moitié de gess en terme d’apparition et de
maturation des systemes monoaminergiques. La né@jdeas femmes ayant consommé de
'ecstasy pendant leur grossesse témoignent gs'elie stoppé leur consommation dés la
connaissance de leur état. Ainsi, I'exposition @anidcette fenétre de développement chez le

rat représente un modele adapté de la majoritéxjassitions faetales chez I’humain.

L’évaluation des troubles neurobiochimiques degésyses dopaminergiques a été
réalisée sur la progéniture male et femelle acefmsée en période prénatale au MDMA ou
au MPH. La neurotransmission dopaminergique egpronessus complexe régulé de facon
dynamique par différents facteurs moléculaires igugls dans la synthese, le stockage, la
libération, la recapture de la DA, ainsi que darectivation postsynaptique. Ainsi,
I'évaluation de I'expression ou de la densité déHa du DAT, du VMAT2, des RD1 et RD2,
nous a servi doutil pour apprécier I'état qualftaet quantitatif des neurones
dopaminergiques tant au niveau des corps cellslgigNc et ATV) que des projections
(Striatum, NAc et CPF) des neurones des voies siigée et mésocorticolimbiques. De plus,
par une technique dynamique réalisée chez l'anuigde, le taux de DA vésiculaire a été
évalué par l'utilisation stéréotaxique en doublglentation de sondes de microdialyse au

niveau du CPF et du NAc, sites de projections déssvmésocorticolimbiques.

De plus, nous avons effectué une démarche de cbenB®n des causes des
modifications observées sur la progéniture exp@é®&IDMA en période prénatale. Pour
tenter d’expliquer les atteintes neuronales degsvoiopaminergiques, NOUs NOUS sommes
intéressés a certains processus impliqués darsul@genese et dans la survie des neurones
dopaminergiques. Ainsi, nous avons évalué la gnatfon cellulaire chez la progéniture
exposée en prénatal au MDMA, au cours du développemt au stade adulte, ainsi que
'expression d'un facteur neurotrophique, le BDNFgs impliqué dans le maintien des

neurones dopaminergiques.

Enfin, nous avons cherché a évaluer si les trouesobiochimiques décrits avaient

une relevance fonctionnelle. Nous nous sommes esgés tout particulierement au
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comportement de récompense ayant pour substrat ologigue les voies
meésocorticolimbiques du systeme dopaminergique.c@aportement a été testé chez la
progéniture adulte exposée en période prénataldMBMA, dans le paradigme de la
préférence de lieu conditionnée a la cocaine, apel la réponse comportementale associée

a la prise répétéee de cocaine nous donne un idditeefonctionnalité de ces voies.
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|. Animaux et protocoles

A. Animaux

Les femelles gestantes de souche Wistar (CERJ, emes®, France), arrivées au
laboratoire a 6 jours de gestation, sont héberdars des cages individuelles de 40 cm X 24
cm X 18 cm et ont libre accés a la nourriture dteau. La salle est maintenue a une
température ambiante de 22 + 2°C, une hygrométiel@ + 5%, et est sous alternance
lumiére/obscurité de 12 heures, en phase non ieeers

La durée de gestation des rats est de 21-22 jQurxonsidére le jour de la mise bas
comme le premier jour de vie postnatal (P1). A teeles, on releve le nombre de petits par
portée et leur sexe. Des remaniements de portéeréalisés si nécessaires : elles sont
homogénéisées a 10-11 petits. Les animaux repldws une autre mére sont marqués. La
progéniture est pesée tous les 2-3 jours jusqléarage (P21). Les meres sont alors retirées
et les petits sont rassemblés par 2 ou 3 du méreeetede méme portée par cage, dans les

mémes conditions d’hébergement que décrit précéagmm

Il est important de noter que l'unité statistiqueathaque expérience est la portée, c’est

a dire que I'on utilise un male et une femelle pantée et par expérience.

B. Protocoles d’exposition

Les expérimentations ont été réalisées en accoed s directives européennes
(86/609/EEC) et le comité régional d’éthique en éipentation animale (CREEA n°
INSERM37-003). Les rates gestantes sont exposéedaglen chronique au (%)-3,4-
meéthyléenedioxyméthamphétamine HCI (MDMA) ou au Pétrméthylphénidate HCI (MPH)
(Sigma-Aldrich, St Quentin-Fallavier, France). Ga®duits sont injectés par voie sous
cutanée a raison de 1ml/kg, tous les jours et éelfewe. Le point d’intromission de l'aiguille
au niveau de la nuque est différent chaque joarddiminimiser l'irritation due au traitement
chronique. Les rates gestantes témoins sont iegeteec du liquide physiologique (solution
de dilution des produits), a volume équivalent ahgd les mémes conditions. Les rates
gestantes sont pesées tous les jours avant admaiioistdes produits.
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1. Exposition prénatale au MDMA

Les expositions au MDMA sont réalisées di™3au 26™ jour de gestation. Le
MDMA est injecté aux rates gestantes a la dose @emfy/kg. Selon la formule du
« interspecies scaling » de Mordenti et Chappedli, prend en compte les différences
métaboliques entre 'homme et le rat (Mordenti bagpell 1989) : DO$6mnme = D0OS@nimal X
(Poid$omme/ Poidsnima)®’, la dose de 10 mg/kg administrée & des femeltsspesant entre
300 et 380g pendant la période d’exposition, cpord a une quantité de MDMA comprise
entre 122 et 131 mg, consommeée par une femme ds porporel de 60 kg. Sachant qu'un
comprimé d’ecstasy contient entre 80 et 150 mg d¥VM (Kalant 2001), la quantité de
MDMA administrée chez la femelle rat gestante mig@élapproximativement une

consommation journaliere d’'un comprimé chez la fanm

La température corporelle est relevée avant ethewse aprés linjection a l'aide
d’'une sonde rectale, afin de contréler les potbasi@lysrégulations de température corporelle
gue peut entrainer le MDMA (Green et al. 2004).

Deux protocoles d’exposition au MDMA ont été réasigour les besoins des travaux
expérimentaux. Les différentes études réaliséesasprogéniture sont schématisées sur ces

deux axes chronologiques (Figure 16).
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A) Etudes de la prolifération cellulaire
Eo Er Eu Ex/Pr Pr Pu Pa Py Pss Pro Jours

——-‘—————HH—>

MDMA 10 mg/kg /j s.c - Evaluation des taux de DA vésiculaire
du 13™ au 26™jour de dans le CPF et le NAc. Recueil par
gestation microdialyse intracérébrale sur animal vigile

et quantification par HPLC-ED.

- Etudes de la densité de différents
Femelles gestantes MDMA n=8  marqueurs neuronaux dopaminergiques par
Femelles gestantes témoins n=8 autoradiographi

B)

Eh E Eia Exi/P1 Pr P Px P  Pss Pzc Jours

——.-‘————_qh—b

- Evaluation du nombre de corps cellulaires et

MDMA 10 mg/kg /j s.c de la densité de fibres immunoréactives a la
du 13™ au 26™jour de tyrosine hydroxylase.
gestation - Etude de la prolifération cellulaire

- Quantification du taux d’ARNm de BDNF, par
Femelles gestantes témoins n=6 Structures cerebrales.

- Test de la préférence de lieu conditionnée a la
cocain.

Figure 16 : Protocoles d’exposition au MDMA sur lesates gestantes et études réalisées sur la progéne.
DA, dopamine ; NAc, noyau accumbens ; CPF, cortéfkpntal.
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2. Exposition prénatale au MPH

Les expositions au MPH sont réalisées dt"l8u 26™ jour de gestation. Le MPH,
dissous dans du sérum physiologique, est injectérates gestantes a la dose de 10 mg/kg.
Cette exposition modélise une forme de consommainrsive. En effet, la dose choisie et
administrée chez le rat correspond a une dose iden?2 mg/kg chez une femme de poids
corporel de 60 kg, selon la formule du «interspecscaling » de Mordenti et Chappell
(1989). Dans un cadre de consommation illicite, demntités absorbées de MPH sont
supérieures a celles prescrites dans le cadreattentrent des TDAH pour lequel la dose

maximale prescrite est de 1 mg/kg.

Les différentes études réalisées sur la progéndurstade adulte sont schématisées

dans la Figure 17.

Eo E Eia ExfP1 P Pu Px P  Pss Po Jours

N

- Evaluation des taux de DA vésiculaire

MPH 10 mg/kg /j s.c. da}ns [e CPF' et Ie: !\lAc. Recueil par
du 13™au 26™jour de microdialyse intracérébrale sur animal
gestation vigile et quantification par HPLC-ED.

- Etudes de la densité de différents
marqueurs neuronaux dopaminergiques

Femelles gestantes MDMA n=8 par autoradiographie.

Femelles gestantes témoins n=8

Figure 17 : Protocole d’exposition au MPH sur les ates gestantes et études réalisées sur la progéngtu
adulte. DA, dopamine ; NAc, noyau accumbens ; CPF, cqrtékrontal.
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ll. Etudes réalisées sur la progéniture

A. Microdialyse intracérébrale au niveau du cortex préfrontal et

du noyau accumbens

La microdialyse intracérébrale sur animaux viggesmet une approche dynamique de
la neurotransmission dans des conditions prochescdaditions physiologiques. Elle va
permettre la quantification des concentrations @nlibérée en conditions basales, puis aprés
stimulation pharmacologique. La stimulation pharategique de la libération de DA consiste
en l'infusion de tyramine par la sonde de microgial qui induit un efflux massif de DA du
compartiment vésiculaire vers le compartiment editalaire (Fairbrother et al. 1990). Cette
méthode permet d’évaluer les stocks de DA dansstmeture donnée chez des animaux
témoins, MDMA ou MPH (Tableau 10).

Tableau 10 : Caractéristiques des sondes et paramés de microdialyse

Cortex préfrontal Noyau accumbens
Hémisphére Droit Gauche
Coordonnées AP 3,2mm 1,7 mm
ML -0,6 mm 1,2 mm
DV -4,5 mm -6,4 mm
Inclinaison 10° -
Longueur des membranes 3 mm 1 mm
des sondes
Concentration Tyramine 1,2mM 0,6 mM
Débit de perfusions 1,@/min
Durée du recueil 20 min
1. Chirurgie

Les rats sont mis dans une boite hermétique soxgfisoflurane 4% (500 ml/min).
Une fois anesthésiés, ils sont placés en décubgnisal et calés auriculairement sur la table
de stéréotaxie (Stoelting, USA). La températurepamlle de l'animal est maintenue a
37+1°C pendant toute la durée de l'opération gracen banc thermostaté (CMA 150,
CMA/Microdialysis, Stockholm, Suéde). Le rat estim@nu anesthésié par un masque ou
circule I'isoflurane a 2% (500 ml/min). La surfacénienne est mise a jour, soigneusement
ruginée et asséchée et le point Bregma, situéi@idection des sutures craniennes coronales

et sagittales, est localisé.
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Les coordonnées de localisation des sondes de diatyse sont déterminées a partir
de I'Atlas de Paxinos et Watson (1986). Elles smmir le cortex préfrontalAP = 3,2 mm,
ML = 0,6 mm avec un angle d’inclination de 10°, DL= 4,5 mmet le noyau accumbens,
AP =1,6 mm, ML = 0,8 mm, DL = 7,4 mmLa microdialyse sur rat vigile est effectuée en

double implantation en position controlatérale (ifeg18).

A

\ Cortex
\ > -
VS
§‘rr'|a um . [:l
N Y
G = LA 2
Noyau %% : —_— A
Accumbens S

Aire tegmentale
ventrale

Figure 18 : Implantation des sondes de microdialyse@u niveau du cortex préfrontal et du noyau
accumbens.

2. Implantation des guides canules

Les sondes de microdialyse sont implantées dartenecau a travers des guides
"canules spécifiques" (MAB 2 14 G pour le cortegfmntal et MAB 2 20 G pour le noyau
accumbens, CMA/Microdialysis, Stockholm, Suede)s @eides sont placés a 3 mm au
dessus de I'endroit exact de I'implantation ultéride la sonde pour le cortex préfrontal, et a
1 mm pour lI'implantation au niveau du noyau accumsbé.eur lumiere est obturée par un
mandrin. Les guides, fixés a I'appareil stéréotagjgsont introduits puis fixés au crane par du
ciment dentaire (Henri Schein) sur 2 vis d’ancragplantées dans deux plagques osseuses
différentes (vis Zehr®, 1.80 x 2.20 mm). Aprés dification du ciment, la peau du crane
incisée est recousue autour des guides. Une iofegr voie intra péritonéale de 2 ml de
sérum glucosé est effectuée a la fin de l'opératifin de permettre une restauration

volémique et énergétique.
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3. Implantation des sondes

Avant le réveil de I'animal, les mandrins sont &iés guides canules et remplacés par
les sondes de microdialyse (MAB6-14-2 pour le conpeéfrontal et MAB6-20-1 pour le
noyau accumbens, 0,6mm de diamétre externe, 3 mt denlongueur de membrane, Cut-Off
15000 Daltons, CMA/Microdialysis, Stockholm, Suédé collier est placé autour du cou de
I'animal et celui-ci est placé dans une cage cylmee en plexiglas (diametre 40 cm, hauteur
32 cm). Les sondes sont connectées au poussetserfhigrvard Apparatus 22, USA), le
fluide de perfusion (PBS) qui consiste en du milileuDulbecco modifié par ajout de CaCl2
2,2 mM et MgCI2 1,1 mM (ICN, USA) est perfusé adgbit de 0,83.L/min. A son réveill,
I'animal est libre de ses mouvements grace a weragsde potence CMA. Durant le temps
nécessaire au recouvrement post-opératoire, ausn@firh (Liu et Kato, 1996), l'animal a

acces ad libitum a I'eau et a la nourriture.

4. Recueil des dialysats et stimulation a la Tyrami  ne

Apres une période de récupération post-opérateirg2cheures dans notre expérience,
les sondes de microdialyse sont perfusées a unhakhi,2uL/min avec du tampon Dulbecco.
Les échantillons sont récupérés toutes les 20 mimuant 5 h, dans des tubes contenaht 5
d’acide perchlorique a 0,1M. Les premiers recuedlst contenir des concentrations de DA
correspondant aux concentrations extracellulairescefte molécule en condition basale
(Figure 19). Aprés deux heures, la stimulation ayaamine (Sigma, St Louis, USA) est
effectuée par perfusion in situ dans les sondemideodialyse pendant 40 minutes, a des
concentrations de 1,2 mM dans le cortex préfroatabO0uM dans le noyau accumbens
(Kodas et al. 2002). La concentration de monoamiibésées en condition basale correspond
a la moyenne des concentrations obtenues dansrdesiegps dialysats dans lesquelles les
concentrations ne varient pas de plus de 15%. desentrations obtenues dans les dialysats
suivants sont exprimées en pourcentage de cetteentation basale. A la fin de
'expérience, le rat est anesthésié par injectidrapéritonéale de pentobarbital puis sacrifié
par décapitation. Les sondes sont retirées ety@stto Le cerveau est préleve et congelé a -
80°C. L'emplacement correct des sondes dans leunagaumbens et le cortex préfrontal est
vérifié histologiquement sur des coupes sagittdéed6um réalisées au cryotome (Reichtert-
Jung Cryocut CM3000 Leica, France) a -20°C.
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Tyramine

Figure 19 : Dopamine (DA) recueillie par microdialyse en fonction de la solution infusée dans les s@sd

B. Quantification par HPLC des monoamines

Les taux de DA sont dosés a partir des échantiliensicrodialyse par HPLC couplée
a un détecteur électrochimique Concorde Apparaidatdrs, StQuentin-Yvelines, France).
Chague échantillon est injecté dans une bouclgedlion (Rheodyne 7725i injector valve) de
20 ul. La phase mobile permettant la séparation op@érdas monoamines aprés microdialyse
est composée de 85% d'une phase acqueuse (atriqeeci20 mM, phosphate de sodium
monobasique 10 mM, acide octanesulfonique 3,25 rabile heptanesulfonique 3 mM,
EDTA 0,1 mM, KCI 2 mM, acide orthophosphorique 8&hL/L, diéthylamine 2 mL/L) et de
15% d’'une phase organique composée de 10% d’atditoei 5% de méthanol pH = 3,0
0,1 (dérivé de Jouve et al., 1983). La phase kgidisur filtre Millipore HM 0,45um. Elle
est ensuite entrainée par une pompe dans le sy§ieidel18 (Beckman, Fullerton, CA) au
débit de 0,3 mL /min. La séparation des composéséatisée a I'aide d’'une colonne de
chromatographie en phase inverse analytique C18n 3,2 x 100 mm (silice greffée) (LC-
22C, BAS, West Lafayette, USA) maintenue a 37°C.dEgection et la quantification des
différentes monoamines sont assurées par un déteckectrochimique de type

ampérométrique. Les différentes monoamines sépaaéediPLC passent successivement
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dans la cellule du détecteur au niveau de laqasli@mposé un potentiel constant de 0,61 V,
qui induit leur oxydation. Cette réaction génere dkectrons dans un courant dont I'intensité
est liée a la concentration de chacune des mok@ldetroactives détectées (ici, les noyaux
catéchols). Les concentrations en DA ont été oddsuken comparant les pics obtenus pour

chaque échantillon a ceux obtenus pour des étakiesnes.

C. Quantification de marqueurs neuronaux dopaminerg iques

par autoradiographie.

Apres les manipulations de microdialyse, les rat# sacrifiés et les cerveaux sont
extraits et congelés a -80°C. Des coupes coron@dsum d’épaisseur au niveau du cortex
préfrontal, du noyau accumbens / striatum, et daikstance noire / aire tegmentale ventrale
dont les coordonnées antério-postérieures respscsont de 4,8 mm, 1,5 mm et -5,2 mm +
0,5 mm par rapport au bregma (Paxinos et Watsor6)1%®nt réalisées par cryotome
(Reichtert-Jung Cryocut CM3000 Leica, France) eht@es sur lames Superfrost. Les coupes

sont conservées a -80°C jusqu’aux études de radipmage.

Le jour de la radioliaison, les lames (3 coupes#lasont décongelées et séchées a
température ambiante. Six coupes consécutivesatmnstmises en incubation avec les ligands
spécifiques (10@l/coupe) a température ambiante. Le marquage nécifgpe est quantifié
sur trois coupes adjacentes qui sont incubées laveme solution de ligand radiomarqué
dans laquelle est ajouté un autre ligand froid @ecentration supérieure. Les protocoles de
marquage autoradiographique sont indiqués dansaldedu 11. Les coupes sont ensuite
lavées deux fois dans un bain de tampon a 4°C,rpjg8es dans de 'eau distillée toujours a
4°C. Apres séchage, les coupes sont recouvertefiinde sensibles aux rayonnements
(Biomax MR, Kodak, France) en présence de gammigées ou iodées calibrées™-
microscales ou’H-microscales, Amersham Biosciences AB). Cette éts@ fait dans des
cassettes a rayons X, dans un environnement canpét opaque et a 4°C. A la fin de la
période d’exposition nécessaire, les films sonél&sy; fixés (révélateur et fixateur, Kodak),

rincés et séchés en chambre noire.

Les films sont scannés et analysés a l'aide d’ualyaeur d’'images p¢Vision+,
Biospace, France). Les régions d’intérét sont déssi manuellement, et l'intensité du niveau

de gris de chaque région est convertie en condemtrde radioactivité par poids de tissu
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(Bg/mg) grace aux gammes étalons. L'intensité dejoage est ensuite exprimée en fmol/mg

de tissu, en rapportant la quantité de radioaétiikactivité spécifique du radioligand utilisé.

Tableau 11 : Caractéristigues expérimentales desftitrents protocoles d'autoradiographie.

DAT VMAT2 RD2 RD1
Radiotraceur -PE2I *H-DTBZ*  °H-YM-09151-2* H-SCH23390*
Concentration 100 pM 7,5 nM 0,3 nM 2nM
Activité 74 TBg/mmol 740 GBg/mmol 3,06 TBg/mmol 3,145 TBg/oim
spécifique
Fixation Cocaine 10@M Réserpine gM Butaclamol Butaclamol
non spécifique 10uM 10uM
Tampon phosphate Tampon phosphate Tampon Tris pH=7,4 Tampon Tris pH=7,4
Tampon de sodium pH=7,4 de sodium pH=7,7 Tris 0,2 M, HCI 0,2 Tris 0,2 M, HCI 0,2
Na,HPQ, 10,14 mM, NaHPQ,63,34 M, NaCl100 mM, M, NaCl 120 mM,
KH,PQO, 1,76 mM, mM, KH,PO, MgCl,.6H,0 1 mM,  KCI5mM, CaC} 2
NaCl 137 mM, KCI 43,39 mM Pargyline 10 mM mM, MgCLL6H,0 1
2,7mM mM
Duree 90 min 60 min 120 min 120 min
d’incubation
Durée 1a2jours 3 mois 3 mois 2 mois
d’exposition

* produits PerkinElmer (PerkinElmer Life and Andd#l Sciences, Boston, USA)
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D. Marquage immunohistochimique de la tyrosine hydr oxylase
et du BrdU

1. Administration du BrdU

Le 5-bromo-2’-deoxyuridine (BrdU) est un marqueerptolifération cellulaire. C'est
un analogue d’'une base nucléotidique, la thymidiue,peut étre incorporé dans I’ADN au
moment de la réplication. Une fois incorporée, eceattolécule peut étre détectée par des

meéthodes immunohistochimiques classiques.

A P2, P7, P14 ou P21, les rats recoivent 4 injastide BrdU (Sigma-Aldrich) de 75
mg/kg par voie intrapéritonéale, réalisées a irtdevde 2 heures. Les groupes adultes ont
recu 5 injections de BrdU, a raison de 150 mg/kde® les deux heures. Le BrdU est dissous
dans du Chlorure de Sodium a 0,9%. (10 ml/kg etl/sgnrespectivement pour les groupes
P2-P7 et P14-P21-adulte). Pour faciliter la dissotudu BrdU, la solution est chauffée a
50°C. Le pH est ensuite ajusté a 7. Les animauksaamifiés le lendemain des injections.

2. Préparation des tissus

L’animal est mis dans un profond état d’'inconsceéepar inhalation d’ether pour les
individus agés de 3 et 8 jours, ou par injectiotraperitonéale d'une forte dose de
Pentobarbital (50 mg/kg ; 1 ml/kg) chez les rai3ld, P22 et adulte. La cage thoracique est
découpée afin de pouvoir atteindre le coeur. L'tmid droite est perforée et 200 ml de sérum
physiologique frais sont perfusés par le ventriggache a un débit de 15 ml/min, permettant
ainsi I'exsanguination de l'animal chez l'adulte. Aes stades plus précoces du
développement, les rats sont perfusés avec deseslmoins importants et surtout a un débit
plus faible. Les tissus sont ensuite fixés paryséoh de 200 ml de PFA 4% frais. Le cerveau
est alors extrait du crane et mis pendant 24h darmin de PFA 4% a 4°C, puis et jusqu’a sa

découpe, mis dans un bain de saccharose 30% (otgofeur).
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3. Réalisation des coupes

Avant la coupe, le cerveau est mis a -20°C et aestténsur les platines de découpe
dans du milieu d’enrobage (Tissutek, Leica micreayes, France). Les coupes sont réalisées
a l'aide d'un cryotome (Reichtert-Jung Cryocut CMGBOLeica, France). Les régions
d’'intéréts et I'épaisseur des coupes frontales prhaque protocole de marquage sont

récapitulées dans le tableau ci-contre (Tableau 12)

Tableau 12 : Régions d'intéréts et épaisseur desugmes pour chaque marquage immunohistochimique.
ATV : Aire Tegmentale Ventrale ; DG : Gyrus degteINAc : Noyau accumbens ;; SNc: Substance noire
compacta

Margquage BrdU TH
Stade de P2, P7, P14 et Adulte P21 Adulte
développment P21
Epaisseur des 40 um 30um 40 um 30um
coupes
Localisation DG VL - DG NAc / Striatum
ATV / SNc

Par structure d’'intérét, une coupe sur quatrecsuy ou sur six, respectivement pour
les groupes de rats de 2 jours, 7 jours et 14-2]edfs, sont utilisées ; ce qui permet
d’obtenir 10 a 20 coupes par structure pour chagaequage. Les coupes, en vue d’un
marquage en conditions flottantes, sont conserdéas une solution de PBS 0,1M/ 0,1%

azide de sodium.

4. Protocole de marquage

Les incubations des coupes dans les difféerentesicos sont réalisées sous agitation.
La premiere étape du traitement des coupes consistd’inhibition des peroxydases
endogenes par I'immersion des coupes dans unewolls HO, 3% / 10% Methanol / PBS
0,1M, pendant 15 min. Les coupes sont rincées paxk dmmersions successives dans des
bains de PBS 0,1M. Avant l'incubation avec l'antg® primaire, une seconde étape de

traitement est nécessaire pour le marquage du Brelltharquage étant nucléaire, 'ADN doit
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étre dénaturé afin de rendre accessible le Brderdaté dans les brins. Les coupes sont
immergées pendant 30 min dans du HCI 2N. Pour riiémgun le pH, elles sont ensuite
incubées 10 min dans une solution d’acide boriqu& bH 8,5, puis rincées a l'aide de deux
bains successifs de 15 min, I'un de PBS 0,1M, teade PBS 0,1M/ 0,2% Triton X-100. Pour
les deux types de marquage, le Triton X-100 edisétipour sa qualité de détergeant
permettant la perméabilisation des membranes. dgges sont ensuite mises en présence de
'anticorps primaire monoclonal de souris anti-Brddunti-rat (Sigma-Aldrich) dilué au
1/1006™ ou de I'anticorps monoclonal de souris anti-tyneshydroxylase anti-rat (Sigma-
Aldrich) dilué au 1/1508™ dans du PBS 0,1M / 0,2% Triton X-100 / 2% séruemchévre,
pendant une nuit. Apres deux rincages successifBBf 0,1M / 0,2% Triton X-100, les
coupes sont mises en présence de l'anticorps saiceniotinylé anti-lgG de souris (Kit
ABC, Dakocytomation, France), dilué¢ au 1/200dans du PBS 0,1M / 0,2% Triton X-100,
pendant 2 h. Les coupes sont alors rincées desxL¥min dans des bains de PBS 0,1M. Le
signal du complexe Ag/ABI® /Ac 113" est amplifié par ajout d'Avidine-Peroxydase (Kit
ABC, Dakocytomation, France). La révélation du nuaige se fait par incubation des coupes
pendant 4 ou 20 min respectivement pour le marquidgeou BrdU, dans un bain de
diaminobenzidine (DAB, Sigma Fast DAB Tablet Se§sdus dans de I'eau distillée. La
réaction de la DAB avec les peroxydases du compferme une coloration brune. Un
rincage au PBS 0,1M met fin a la réaction. Les esupont alors montées sur lames
gélatinées, séchées sous hbte et conservées soeitelpar un milieu de montage aqueux

(Permanent aqueous medium, Dakocytomation, France).

5. Protocole de quantification

La quantification du marquage immunohistochimiquestsfaite sous microscope
optique (Leica DMLB, Leica, Denmark) a un grossiseat de X2.5 pour le marquage TH au
niveau du NAc/striatum et de X10 pour les marquae3H au niveau des corps cellulaires
et de BrdU. L'image est transmise a un systemermmdtique par une caméra vidéo 3CCD
(Sony Corporation, Tokyo, Japon) et analysée adaiu logiciel Histolab (Microvision

Instrument, Evry, France). Cette étape de quaatitio est réalisée en aveugle.
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a. Tyrosine hydroxylase

Les corps cellulaires marqués a la TH dans 'ATYtstienombrés exclusivement sur
les sections situées entre -5,2 et -5,3 mm paroragp Bregma (Paxinos et Watson 1986),
c'est-a-dire au niveau ou la limite entre 'ATVI@tSNc est anatomiquement identifiable par
la présence du noyau terminal median du tractugjuptaccessoire (MT) qui n’est pas
immunoréactif. Du fait que la SNc est une structpitss homogéne que I'ATV, les corps
cellulaires immunoréactifs a la TH sont dénombrés teutes les coupes de la structure
entiére. Le comptage des corps cellulaires margaés ces deux aires est réalisé de facon
semi-automatique avec des parametres de détedintisé(seuil de contraste et surface
minimum de 0,15.16 mm2). Les résultats sont exprimés en nombre dpscoellulaires

marqués par mm2 moyen + S.E.M.

Le marquage de la TH des fibres catécholaminergigaeévalué sur toutes les coupes
contenant le striatum et le NAc. Il est quantifa¥ poustraction de la densité optique (DO) au
niveau du corps calleux (zone constante non immaawodive pour laquelle la DO correspond
au bruit de fond) a celle des structures d’intédsi, I'intensité spécifique du marquage de

la TH est exprimée en moyenne de la densité opbgtenue (unité arbitraire) £ S.E.M.

b. BrdU

Les cellules immunopositives au BrdU sont quarggiéur les coupes de cerveau de
rats en développement de facon automatisée sefopatametres de détection imposes (seull
de contraste avec le bruit de fond et surface mininde 4.180 mm?2) Sur les coupes de
cerveau adulte, le nombre de cellules au noyau monéactif ainsi que le nombre de clusters
(aggrégat de plus de 3 cellules marquées) ontu@atijés manuellement du fait du faible

taux de marquage (entre 10 et 20 cellules marqueiegyrus dentelé).
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E. Quantification des ARNm de BDNF

1. Recueil des structures

Les animaux adultes sont sacrifiés par décapitatiercerveau est extrait de la boite
cranienne et les structures d'intérét (cortex préal, noyau accumbens, striatum,
hippocampe et mésencéphale) sont disséquées ¢degou 1 ml de RNAlater® (Ambion).

Elles sont conservées ainsi a -80°C jusqu’a utitisa

2. Extraction des ARN totaux

Les structures entieres sont transférées dans dlemlIRIzol® (Invitrogen, Cergy
Pontoise, France) et dissociées mécaniquementepar skries de pipetage, séparées par 15
min de congélation a -80°C . Cette premiere étapmet également de séparer les ARN des
protéines. Ce réactif contient du phénol et deothigocyanate de guanidine capables en se
complexant aux ARN de rompre les interactions eAR& et protéine. A cette solution est
ajouté 200ul de chloroforme avant agitation vigoureuse pend&nsec. Le chloroforme est
un excellent solvant de matiere organique et perliciet’éliminer de la phase aqueuse
contenant les ARN toutes traces des précédentsrgslvLes tubes sont laissés 3 min a
température ambiante, puis centrifugés a 6500 glgr@nl5 min a 4°C. La phase aqueuse
ainsi séparée (phase supérieure) est transféréeuttanouveau tube, dans lequel est ajouté
500ul d’'isopropanol pur que I'on mélange doucementrptmurnement 5 fois pour précipiter
les ARN. Les tubes sont laissés a température aeb@endant 10 min, puis de nouveau
centrifugés a 6500 g pendant 10 min a 4°C. Les ARSI précipités, forment un culot. Le
surnageant est éliminé par retournement. Une derdtape de purification des ARN est
réalisée par ajout de 1 ml d’éthanol 75% au cules tubes sont agités puis centrifugés
pendant 5 min a 4°C et 4000 g. Le maximum de s@anatgest ensuite éliminé et le culot est
séché a l'air libre (tube ouvert) a température iamtk pendant 5 min pour éliminer les traces
d’éthanol. Il est ensuite dissous dansuP8’eau ultra pure par aspiration-rejet et conservé

20°C jusqu’a la realisation de la quantificatiors @RN extraits.

Les ARN sont dosés par spectrophotométrie caglldilmabsorbance de I'échantillon

est mesurée a 260 nm et 280 nm, qui sont respawivela longueur d’'onde maximale des
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acides nucléiques et des protéines. Le rapporaldssrbances 260/280 nm indique le degré
de pureté de l'extraction, qui doit étre compridgrenl,8 et 2. Les concentrations sont

exprimeées en ngl, selon la relation : une unité d’Absorbance a 860= 40 ng/ml.

Pour contrbler I'intégrité des ARN extraits, unegmation par électrophorese en gel
d’agarose 1%, contenant 0,0§/ml de Bromure d’éthidium (BET, Invitrogen) esaliéée sur
guelques échantillons représentatifs des différgrdapes et structures. La présence de trois

bandes correspondant aux ARNr 28S, 18S et 5S ommfimtégrité des échantillons.

3. RT-PCR en temps reel

Les ARN sont traités a la DNase | afin d’élimineute contamination éventuelle par
de I'ADN. Dans cette étape,ily d’ARN de chaque échantillon est déposé en tdples les
puits, et dilué dans un volume final de @id’eau ultra-pure. Les ARN sont traités par ajout
de 1 pl de DNase | associé a 1 pl de tampon DN@Xe(Ihvitrogen) et incubés ainsi a
température ambiante pendant 15 min. La DNasedresiite inactivée en présence d’EDTA
(1 pl/ug d’ARN) a 65°C, pendant 10 min.

Les ARN sont ensuite rétro-transcrits en ADN comaétaire (ADNc) grace a une
enzyme, la transcriptase inverse qui synthétisédrie complémentaire d’ADN a partir
d’amorces hybridées sur 'ARN. La réaction de tcaipgion inverse (RT) est effectuée dans
un volume réactionnel de 2d contenant 250 ng d’ARN, 100 ng d’amorces hexamere
(random primers, Invitrogen), 1 mM de dNTP, 10 mbkl dithiothréitol (DTT) et 10 U de

transcriptase inverse (enzyme Superscript Il, tagien), et s’effectue a 42°C pendant 45 min.

Tableau 13 : Séquences nucléotidiques des amorcesisées pour I'amplification des génes GAPDH et
BDNF.

Amorce Séquence

GAPDH Forward 5'CTG CACCACCAACTGCTTAG 3

GAPDH Reverse S'GTCTTC TGG GTG GCAGTG AT 3

BDNF Forward 5" TAAATG AAG TTT ATA CAG TAC AGT GGTICT ACA 3
BDNF Reverse 5"AGT TGT GCG CAAATGACTGTTTZ
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Les produits de la RT sont analysés par PCR endeégl qui est une technologie
basée sur la détection d’'un reporter fluoresceybé®reen) dont I'émission est directement
proportionnelle a la quantité d’ADN double brin ééh pendant la réaction de PCR. Le
mélange réactionnel, avec un volume final del2®st composé de |8 de produit de RT, 0,4
umol/L d’amorces spécifiques de I'ADNc de la GAPDI&lycéraldéhyde 3-phosphate
deshydrogénase) ou du BDNF (Tableau 13) et iP¢e SYBR green QPCR Supermix UDG
(Invitrogen), composé d’ADN polymérase, de dNTRIetSYBR green. L’amplification est
réalisée dans un thermocycleur iCycler (Bioradyauni le protocole décrit dans le Tableau
14.

Tableau 14 : Protocole de PCR en temps réel.

Nombre  Etapes Température Durée

de cycles (°C)
X1 1 50 2 min
X1 1 95 2 min
X 45 1 95 15 sec Dénaturation ADNc
2 59 30 sec Hybridation des amorces
3 72 30 sec Elongation
X 55 1 72 10 sec Vérification de la spécificité de
+0,5 I'amplification (courbe de fusion)
X1 1 4 10 min

Une valeur seuil de fluorescence a été établiermyyé au bruit de fond. Lorsque
'amplification a lieu, le niveau de fluorescencenige par le SYBR green augmente
rapidement pour former une courbe exponentiell@térsection entre la valeur seuil et la
courbe exponentielle de fluorescence défini leegeuil (Ct, Cycle threshold) qui correspond
au nombre de cycles nécessaires pour que la qualifluorescence dépasse la valeur du
bruit de fond. La qualité de I'amplification estntblée par le Ct du géne de standardisation
GAPDH dont I'expression est considérée comme caotestdans les différents tissus. Le
niveau d’expression du gene BDNF pour chaque streast calculé de facon relative a celui
du gene de standardisation réalisé sur le mémeosupmlogique, et est exprimé &Ct
(Ctgpne — Clsappr). Pour comparer les résultats entre rats témaindDMA, la méthode du
2-AACt

a été utilisée avec pour exempACt du rat X ACt du rat X — moyenne désCt des

rats témoins.
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F. Préférence de lieu conditionnée a la cocaine

La cocaine est un psychostimulant qui produit detseappétitifs ou recompensants,
en entrainant une augmentation de la transmissi@pandinergique des voies
mésocorticolimbiques. La réponse comportementadeii@ par la cocaine et associée au
systeme de récompense peut étre évaluée dansag@pre de conditionnement de lieu. La
préférence de lieu conditionnée a la cocaine esluég chez les rats adultes exposés en
période prénatale au MDMA ou au liquide physiolagiga I'aide d’un dispositif composé de
trois compartiments représentés dans le schémantiec(Figure 20). Deux portes simples
permettent le passage d'un compartiment a un ales. caractéristiques sensorielles
(couleur, texture et odeur) des deux compartimeéatsonditionnement (droite et gauche) ont
éteé choisies lors d’essais préliminaires, et agsupge I'animal ne témoigne pas de préférence
spontanée pour I'un ou l'autre. Les déplacementd soregistrés par une camera vidéo

placée latéralement devant le compartiment cegtil&gé.

A
Compartiment noir Compartiment au Compartiment blanc
?, Sol nu mur et sol gris Sol recouvert de litiere
N Odeur de Badiane Odeur d’acide acétique
N ee—
) 27 cm a 24 cm g

Figure 20 : Schéma du dispositif dans lequel estfe€tué le conditionnement de la préférence de ligula
cocaine.

La phase de conditionnement dure 8 jours répantidegix séries espacées de 2 jours.
Pendant cette phase, les portes sont fermées. B@maux par portée et par sexe sont
nécessaires a cette étude. Le premier est inchs ldagroupe cocaine et le second dans le

groupe contréle. Chaque animal du groupe cocaineo#eattribué un compartiment fixe
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associé a la cocaine et par défaut 'autre audewhysiologique. Le compartiment de
conditionnement est attribué de facon semi-ramdéenentre les différents animaux afin qu'il
y ait autant de rats conditionnés a la cocaine damgue compartiment. Les animaux sont
injectés chaque jour alternativement a la cocddign{a Chemical Co, St. Louis, MO, USA)
a 15 mg/kg et au liquide physiologique par voierapéritonéale. Cing minutes apres
injection, I'animal est placé dans le compartimagatconditionnement défini pendant 30 min.
Les animaux du groupe contréle recoivent des imgastde liquide physiologique de fagon

journaliere et alternée dans I'un et l'autre dempartiments.

La préférence de lieu conditionnée a la cocain@wstiée le jour suivant la fin de la
phase de conditionnement. Les animaux sont plaaés lé compartiment central et ont libre
acces a tout I'appareil pendant 10 min. Le temps@aans chaque compartiment est relevé
et la préférence de lieu conditionnée a la cocast@xprimée en pourcentage du temps passé
dans le compartiment associé a la cocaine. Cekatssnous permettront d’évaluer la valeur
récompensante de la cocaine et indirectement nppsrter un indice de [lintégrité
fonctionnelle des systemes neuronaux responsabterdportement de recompense chez nos

individus exposés au MDMA.

G. Traitement statistique

Les analyses statistiques ont été realisées eel'did logiciel StatView v5.0 (SAS
Institute Inc., Cary, NC, USA). L'usage de testsapaétriques et non paramétriques a éte

requis du fait des caractéristiques de normalitBreimogénéité des échantillons.

Le gain de poids entre G13 et G20 des rates gestamsi que la taille et le ratio
male/femelle de la portée a la naissance, sonpdesnétres qui ont été compares entre les
groupes MDMA/MPH et témoin (saline) a l'aide d’west t de Student.

La réponse thermique des rates gestantes relewofidignement et moyennée pendant
la période du traitement est comparée a l'aide tésht de Student entre les groupes MDMA
et témoin. En plus, une analyse de variance ANO\deux facteurs [exposition X jour] a été
utilisée pour évaluer de potentielles difféerencassdla réponse thermiques en fonctions des

jours.
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L’évolution du poids des petits est comparée digtisment par une analyse de
variance ANOVA a trois facteurs [exposition préeta@DMA/MPH vs. Saline), sexe (Male
vs. Femelle), et stade de développement (P1, R¥ePP21)], avec mesures répétées sur ce
dernier facteur. Pour chaque stade, une analyseadance ANOVA a deux facteurs est

consécutivement réalisée, complétée si nécessaile fest post hoc de Fischer.

Dans le modéle dexposition au MDMA, les résultatbies marquages
autoradiographiques et immunohistochimiques, aing ceux de I'étude des ARNm du
BDNF, sont comparés par une analyse de variance \AN@ deux facteurs [exposition

prénatale (MDMA vs. Saline), et sexe (Male vs. Fésjle complétée du test post-hoc de
Fisher.

Les tests non paramétriques sont utilisés pourali@me des résultats du test
comportemental et de la quantification de DA et B@ORles microdialysats, en raison de la
tres grande hétérogénéité des variances des grélpstsde Bartlett). L'analyse de variance

par le test de Kruskal-Wallis a alors été réabsiyi si nécessaire du test de Mann-Whitney.

Dans le modele dexposition au MPH, les résultat®s dmarquages

autoradiographiques sont comparés par le test amMéhitney.

Dans tous les cas, la valeur p<0,05 a été fixé ceniimite supérieure de
significativité statistique. Par convention, la géaiture exposée de E13 a E20 aux
psychostimulants correspond au groupe « MDMA » ddUPH » et la progéniture témoin

exposée au liquide physiologique est le groupeliréSa.
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|. Effets d'une exposition prénatale au MDMA sur le s

systemes dopaminergiques du rat adulte

A. Parametres physiologiques

1. Poids et température corporelle des rates gestan  tes

L’exposition des femelles gestantes au MDMA enwaime baisse statistiquement
significative de la prise de poids au cours dedagale d’exposition (G13-G20) [t(13)=2,19 ;
p<0,05] et [t(10)=12,56; p<0,01], pour la premieet la deuxiéme série expérimentale
respectivement (Tableau 15).

Tableau 15 : Caractéristiques physiologiques des t@s gestantes pendant la période d’exposition etsle
portées a la naissance.

Exposition prénatale

Saline MDMA
Premiere série n=8 n=7
Mére gestante
Prise de poids (g) G13-20 77,50 £9,43 56,14 34,7
Portée a la naissance
Nombre total 10,57 +1,70 12,28 + 0,64
Ratio male/femelle 0,95 +0,25 1,09 +0,19
Nombre de males 4,38 +1,02 6,14 + 0,77
Nombre de femelles 525+1,19 6,14 £ 0,55
Deuxieme série n=6 n=6
Mére gestante
Prise de poids (g) G13-20 87,33 +£5,49 61,50 67,0
Portée a la naissance
Nombre total 11,83 +0,91 10,50 + 1,23
Ratio male/femelle 0,90 + 0,15 1,06 £ 0,35
Nombre de males 5,33+0,67 517 +1,37
Nombre de femelles 6,33 +0,61 5,33+0,42

La prise de poids des méres gestantes est calpaléaant la période d’exposition au MDMA. Les vateur

représentent la moyenne + S.E.M. *p<0.05, *p<0Odignificativement différent du groupe saline (Stoutde
test).

L’administration du MDMA entraine une heure apmgdtion une modification de la
température corporelle. Avant injection, la tempé®m est de 37,0 = 0,1°C pour chacun des

groupes. Cependant, alors qu’elle reste constd@e les femelles Saline, la température est
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est globallement augmentée sur les 8 jours d’eiipagile 1,4 £ 0,2°C dans la premiere série
expérimentale [t(13)=34,09 ; p<0,0001] chez lesdites MDMA. Quand on s’intéresse plus

précisément a l'effet de I'administration de MDMArda réponse thermique corporelle en
fonction des jours de traitement, on observe caegimentation le la température est variable
selon le jour de I'exposition [F(7,42)=4,74 ; p<@0B]. En effet, alors que cette augmentation
de température est présente dans la quasi-totedg§ours de traitement, elle est retrouvée

statistiguement plus importante lors du premier [figure 21A).

Dans la deuxieme série expérimentale, il est olgsene augmentation moyenne de la
température corporelle de 0,8 + 0,2°C [t(10)=4,%%0,05] chez les femelles exposées au
MDMA. Bien que cette augmentation ne soit statisiment significative qu’a G19, le jour
d’exposition n'a pas d’'incidence sur la réponserttigue [pas d’interaction entre I'effet de
I'exposition et le jour : F(6,30)=0,92 ; p=0,49]jdEre 21B).

2. Caractéristiques de la portée

L’exposition prénatale au MDMA ne semble pas awbeffet tératogene sur la
progéniture. En effet, dans les deux séries exgériates, le nombre de petits par portée a
terme ne differe pas entre le groupe saline et MDM¥ec un ratio male/femelle qui reste
équilibré dans les deux groupes (Tableau 15).
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Figure 21 : Effet de l'administration du MDMA ou du liquide phy siologique sur la température
corporelle, au cours de la premiere (A) et de la deuxiemes@ie d’exposition. Les valeurs sont exprimées en
moyenne = S.E.M. de variation de température, &&dcpar soustraction de la température rectaledelene
heure apres administration et de la températuralmiavant injection. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0p1
significativement différent du groupe salinép<0,01 significativement différent des autres jo(Bsudent t
test).
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3. Evolution du poids des petits

L’ANOVA a trois facteurs (exposition prénatale XxseX jours postnataux) avec
mesures répétées sur le dernier, montre un effedriiant des jours de vie postnatale sur le
poids des petits dans la premiere et la deuxiemesséexpérience [F(3,66)=1871 ; p<0,0001
et F(3,57)=3061 ; p<0,0001, respectivement], etffet du sexe uniquement dans la premiére
série [F(1,22)=6,42 ; p<0,05]. Aucun effet de I'egion prénatale, ni d’interaction entre les
différents facteurs n’est observé. Qu’ils soient gloupe Saline ou MDMA, males ou
femelles, les petits gagnent trées normalement dispu cours de leur croissance. Les males

présentent une prise de poids significativemerg phportante que les femelles.

A P1, une ANOVA a deux facteurs a été cependarisé&a Dans la premiére série
expérimentale, le poids corporel des petits expasdgIDMA est significativement inférieur
a celui des individus témoins [effet de I'expositiarénatale, F(1,26)=16,97 ; p<0,001]. Cette
différence n’est pas observable dans la deuxieme egpérimentale, ni a d’autres stade de

développement (Tableau 16).

Tableau 16 : Evolution du poids des petits de la igsance au sevrage en fonction de I'exposition prétale
et du sexe.

Pl P7 P14 P20
Série 1 Série 2Série 1 Série 2 Série 1 Seérie 2| Série 1  Série 2
Male Saline | 741+ 6,97t | 16,75+ 16,15%| 38,27+ 30,85%| 63,87 =+ 40,60
031 021 (079 041 [13% 063 |20 1,08
MDMA | 6,52+ 6,61+ | 1587+ 16,06+| 3550+ 31,04 +| 60,14+ 41,59 +
0,17 0,09 0,38 0,17 0,70 0,26 1,46 0,44
Femelle Saline | 7,21+ 6,44+ |16,73+ 15,66+| 35,47+ 29,55+ 58,91+ 3833z
0,29 0,14 0,77 0,15 1,33 0,60 2,71 0,95
MDMA | 6,15+ 6,72+ | 14,94+ 16,03+| 33,15+ 30,46 +| 56,61 = 40,37 *
0,08 0,06 0,42 0,06 1,09 0,25 1,87 0,39
Les valeurs représentent la moyenne + S.E.M. ddspoorporel en gramme des petits exposés en période
prénatale au MDMA ou au sérum physiologique (salihes deux séries d’exposition sont représen{&sie

1: n=8 méales et femelles Saline, n=7 males et flemeIDMA; Série 2: n=6 méales et femelles Saline et
MDMA).

Effet dé I'exposition prénatale’p<0,05 significativement différent des males Salfpe0,01 significativement
différent des femelles Saline.

Effet du sexe:®p<0,05 significativement différent des femellesisal®p<0,05 significativement différent des
femelles MDMA (test de Fisher).
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B. Etude par microdialyse des taux vésiculaires de DA

vésiculaire libérée sous stimulation a la tyramine
1. Noyau Accumbens

La perfusion de tyramine au niveau du NAc induie laugmentation massive de la

concentration extracellulaire de DA dans les qugitoeipes d’animaux (Figure 22).

Apres 40 min de perfusion, le maximum de la stimoilaest atteint ; la concentration
de DA est augmentée de 6177 + 1730 % et de 67561 % par rapport a la concentration
basale chez les animaux Saline males et femelpecavement. Cette augmentation de DA
induite par la tyramine est retrouvée chez les anknexposés en période prénatale au
MDMA sans difféerence significative par rapport ai@noins (pas de différence entre les 4
groupes, Kruskall-Wallis). Cependant, il est & nojige la libération de la DA chez les males
MDMA est presque deux fois supérieure a celle @esefles MDMA (7700 £ 2050 % vs
4269 + 880 % de la concentration basale). Les thuA extracellulaire de chaque groupe

retrouvent ensuite progressivement leur conceontrdtasale dans les 60 min suivant le pic.

12000 - Tyramine

=+ Male Saline (n=7)
- Male MDMA (n=7)
-O- Femelle Saline (n=6)
-@- Femelle MDMA (n=5)

10000 -

% du niveau basal de DA

-60 -40 -20 0 20 40 60 80 100 120 140
Temps (min)

Figure 22 : Effet de la perfusion in situ de tyramne (0,6 mM) sur les taux de dopamine extracellulagr au
niveau du Noyau Accumbens des rats males et femalleigiles adultes (P70) exposés en période prénatal

au MDMA ou au sérum physiologique (Saline).Les résultats sont exprimés en moyenne + S.E.M. des
pourcentages du niveau basal de dopamine. L'analgistique réalisée a I'aide du test Kruskall Ngahe
révéle aucun effet de I'exposition prénatale, nsdxe sur les taux de DA dans le milieu extracaiiel
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de la concentration extracellulaire de DA dansdeatre groupes d’animaux étudiés. Apres
40 min de perfusion (T40), le maximum de la stirtiala est atteint. Les taux de DA

extracellulaire de chaque groupe retrouvent engudgressivement leur concentration basale

2. Cortex Préfrontal

La perfusion de tyramine au niveau du cortex pra&binduit une forte augmentation

dans les 60 min suivant le pic (Figure 23).
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Cependant, l'analyse des chromatogrammes a ré@z d¢es quatre groupes
d’animaux des pourcentages d’augmentation de laxerdration de DA a la suite de la
stimulation a la tyramine par rapport aux conceiung basales tres en dela des pourcentages
obtenus habituellement dans ce type de protocgléramental. Puisque aucune explication
physiologique ne peut justifier de telles augmeoat nous avons conclue sur la survenue
d’'un probléme technique. De ce fait, nous avonssclibexprimer 'augmentation de la DA
libérée au maximum de la stimulation par rappold &bération basale, de facon relative a
celle des animaux témoins (qui devient notre 10086hsi, ce mode d’expression des

résultats permet de s’absoudre des valeurs abstdul@sconcentration de DA (Figure 24).

160 z .
|:| Prénatale saline
140

B rPrénatale MDVA

120

100

80
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40

20
0 —

Augmentation du taux de DA libérée sous
tyramine en %des animaux témoins

Males Femelles

Figure 24 : Augmentation du taux de DA extracelluli&e libérée sous stimulation pharmacologique par
rapport a la libération basale dans le CPF chez dasts males et femelles vigiles adultes (P70) exgssen
période prénatale au MDMA. Les résultats sont exprimés en moyenne + S.E.Nboducentage de libération
de la DA des animaux témoins (saline) au maximuradtmulation (40 min de perfusion).

Ces résultats suggérent que le taux de DA libéoés stimulation a la tyramine est
moins important chez les animaux exposés en pépoératale au MDMA par rapport aux

animaux témoins, et que cette tendance sembl@lésdorte chez les femelles.
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C. Etude autoradiographique de différents marqueurs

neuronaux dopaminergiques
1. Voie mésocorticolimbique

a. Aire tegmentale ventrale

Une ANOVA a deux facteurs révéle un effet de I'esifion prénatale (F(1,19)=4,09 ;
p<0,05) sur la fixation du'f]-PE21 au DAT dans I'ATV, mais ne met en évidemiel'effet
du sexe, ni d’interaction entre I'exposition prextatet le sexe (Figure 25 A). Bien que les
males MDMA ne présentent pas de différence statisthent significative par rapport aux
males Saline (1,47 + 0,10 vs. 1,61 + 0,15 fmol/egpectivement), la fixation dd*fi]-PE2I
au DAT est significativement diminuée (p<0,05) chez femelles MDMA par rapport aux
femelles Saline (1,58 £ 0,14 vs. 2,03 + 0,19 fmglimspectivement).

Sur la fixation deH]-DTBZ, un ligand spécifique du VMAT2, une ANOVAdeux
facteurs montre un effet global de I'expositionnatle (F(1,19)=6,98 ; p<0.05) et du sexe
(F(1,10)=6,98 ; p<0.05), sans interaction entredmsx facteurs. La fixation diH]-DTBZ
dans I'ATV chez la progéniture femelle MDMA (53&314,5 fmol/mg) est significativement
supérieure a celle de la progéniture femelle Sgiig,7 + 18,5 fmol/mg) et madle MDMA
(415,9 + 17,6 fmol/mg), avec dans les deux cas<ihqi (Figure 25 B).

Aucune différence significative n’est observée emds quatre groupes experimentaux
sur la fixation spécifique duHi]-YM-091516-2, un ligand spécifique des RD2, aueaiu de
'ATV (Figure 25 C).
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Figure 25 : Fixation du [**1]-PE2I (A), du [°*H]-DTBZ (B) et du [*H]-YM-09151-2 (C) dans 'ATV
[localisée sur une coupe frontale marquée’di+DTBZ (D)], d’animaux adultes males et femellepesés en
période prénatale au liquide physiologique (Salmeau MDMA. n=6 dans chaque groupe. Effet de laskon
prénatale : b p<0,05; bb p<0,01 significativemafféckbnt des femelles Saline. Effet du sexe : £0,01
significativement différent des males MDMA. (ANOVaAdeux facteurs, suivie du test de Fischer).
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b. Cortex préfrontal

L’analyse de variance ANOVA réalisée sur la fixatidu [2°]-PE2I au DAT dans le
CPF ne réveéle aucun effet de I'exposition prénataldu sexe, ni d’interaction entre ces deux
facteurs (Figure 26B). Cependant, il est intéresdamoter que chez les femelles exposées en
prénatal au MDMA, la fixation du'f]-PE2I est supérieure d’environ 35% a celle reée:

chez les femelles témoins (1,12 + 0,06 vs. 0,821t @mol/mg respectivement).

Bien qu’une tendance a la diminution soit obsemahir |a fixation du®H]-DTBZ au
VMAT2 dans le CPF chez les rats MDMA par rapport s8moins, I'analyse par ANOVA ne
met pas en évidence de significativité dans l'effetl'exposition prénatale et du sexe, ni

d’interaction entre ces deux facteurs (Figure 26C).

Sur la fixation du H]-SCH23390 au RD1, I'analyse de variance ANOVAréeéle
aucun effet de I'exposition prénatale, ni du seKependant, elle met en évidence une
interaction entre ces deux facteurs [F(1,18)=6p3%),05] : alors que chez les males exposés
au MDMA, la fixation du radioligand est diminuée 4%, chez les femelles exposées au

MDMA elle est augmentée de 10% par rapport aux iesn@spectifs (Figure 26D).
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Figure 26 : Fixation au niveau du cortex préfrontal[localisé sur une coupe frontale marquée auHi]-
SCH23390 (A)], du {21]-PE2I (B), du [*H]-DTBZ (C) et du [*H]-SCH23390 (D),d’animaux adultes males et
femelles exposés en période prénatale au liquigisiglbgique (Saline) ou au MDMA. n=6 dans chaguzuge.
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c. Noyau accumbens

L'analyse statistique ne révéle aucun effet deplsition prénatale et du sexe, ni
d’interaction entre ces deux facteurs sur la fomtiu [*1]-PE2I et du fH]-DTBZ au niveau

du NAc (Figure 27, Tableau 17).

Noyau
Accumbens

Figure 27 : Autoradiographie de la fixation du fH]-DTBZ au VMAT2 sur une coupe frontale de cerveau
au niveau du noyau accumbens.

Tableau 17 : Densité en'f?]-PE2I et [*H]-DTBZ au niveau du noyau accumbens de rats adulteexposés
en période prénatale au liquide physiologique (sale) ou au MDMA. Résultats exprimés en fmol de ligand /
mg de tissu.

Males saline Males MDMA Femelles saline Femelles MDMA
(n=6) (n=6) (n=6) (n=6)
['™]-PE2I 2,86 +0,27 3,22 +0,21 3,20 £ 0,41 3,20,22

[°H]-DTBZ 758,51 + 52,64 731,25 + 33,80 769,48 + @,3 790,38 + 72,46
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2. Voie nigro striée
a. Substance noire compacte

L’ANOVA révele un effet global de I'exposition pratale [F(1,19)=8,69 ; p<0,01] sur
la fixation de fH]-DTBZ au niveau de la SNc des rats adultes. Gbszamales et femelles
exposés en période prénatale au MDMA, la fixatiom [(H]-DTBZ est augmentée
respectivement de 17 et 18% par rapport aux rateités, mais cet effet n’est statistiquement
significatif que chez les femelles (p<0,05). Uneéfprincipal du sexe est aussi mis en
evidence [F(1,19)=9,37 ; p<0,01] : les femellessprdent globalement un taux de fixation
supérieur a celui des males, de facon significativigguement au sein des groupes MDMA
(+19%, p<0.05). Aucune interaction entre I'expasitiprénatale et le sexe n’est observée
(Figure 28 B).

Les autoradiographies atf{]-PE2I et PH]-YM-09151-2 ne permettent pas de déceler
de différence significative en densité de DAT efRI22 au niveau de la SNc (Figure 28 A et
Q).

b. Striatum

Aucun effet, ni de I'exposition prénatale, ni dxeeni d’interaction entre I'exposition
prénatale et le sexe, n’est observable entre mspgs expérimentaux, sur la fixation dtrl]-
PE2! au DAT et du®H]-DTBZ au VMAT2 dans le striatum (Tableau 18).

Tableau 18 : Densité de'f]-PE2I et de [*H]-DTBZ au niveau du striatum chez les rats adultexposés en
période prénatale au liquide physiologique (salinepu MDMA . Résultats exprimés en fmol de ligand / mg de
tissu.

Males Saline Males MDMA Femelles Saline Femelles MDMA
(n=6) (n=6) (n=6) (n=6)
['*1]-PE2] 5,18 + 0,63 5,79 £0,29 5,89 + 0,57 5,98,36

[*H]-DTBZ 923,43 + 74,77 833,70 + 32,87 1030,22 #1809, 909,21 +79,24
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Figure 28 : Fixation du [**1]-PE2I (A), du [°*H]-DTBZ (B) et du [°*H]-YM-09151-2 (C) dans la SNc
[localisée sur une coupe frontale marquée&-PE2I (D)] d’animaux adultes males et femellep@sés en
période prénatale au liquide physiologique (Salmeau MDMA. n=6 pour chaque groupe. Effet de lI'esition
prénatale : b p<0.05 significativement différens iemelles Saline. Effet du sexe : £ p<0.05 sigatfvement
différent des males MDMA.
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D. Immunohistochimie anti-tyrosine hydroxylase

Le marquage de la tyrosine hydroxylase (TH) estent#s au niveau des corps
cellulaires des neurones des voies meésocorticaljuds et nigrostriée (Figure 29 A) et au
niveau des projections axonales de la voie mésajumebd’'une part et nigrostriée d’autre part
(Figure 29 B).

A) ' 5 ‘4' ? B)
e e B Striatum
ATV s NAC
S
MT SNc

Figure 29 : Marquage immunohistochimique de la tyrgine hydroxylase sur coupe frontale au niveau A) :
de 'aire tegmentale ventrale (ATV) et de la substace noire compacta (SN au niveau ou le noyau terminal
median du tractus optique accessoire (MT) diviseNa et 'ATV. B) : du striatum et noyau accumbé¢N#\c).

Dans I'ATV, une ANOVA a deux facteurs révele uneg¢figlobal de I'exposition
prénatale [F(1,17)=6,11 ; p<0,05], mais pas d'effetsexe, ni d’interaction de I'exposition
prénatale avec le sexe, sur le nombre de corpslaieis TH-positifs (TH+). Chez les
animaux exposés au MDMA, il est diminué de 27 &b20ar rapports aux rats témoins,
respectivement pour les males et les femelles. ik, cet effet de I'exposition prénatale
n'est pas statistiquement significatif quand il astlysé a posteriori de fagon indépendante
pour chaque sexe (Figure 30 A).

Dans la SNc (Figure 30 B), I'analyse révele untefiebal de I'exposition prénatale
[F(1,18)=27,15; p<0,0001], mais pas deffet du esexi d’interaction de I'exposition
prénatale avec le sexe, sur le nombre de corpglaiedls TH+. Chez les males exposés au
MDMA, le nombre de corps cellulaires TH+ est sigi@dfivement diminué de 33% par

rapports aux rats témoins (p<0,05), et chez lelles) il est diminué de 37% (p<0,01).
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Figure 30 : Nombre de corps cellulaires immunoréads a la tyrosine hydroxylase au niveau de l'aire
tegmentale ventrale (A) et de la subtance noire cqracta (B) de rats adultes exposés en période prénatale au
liquide physiologique (Saline) ou au MDMA. n=6 dai&que groupe.

Effet de [I'exposition prénatale: a p<0,05 sigrafisement différents des males Saline; bb p<0,01
significativement différents des femelles Salinas B’effet du sexe (test de Fisher).

Au niveau des deux aires de projections dopamigees etudiées, le NAc et le
striatum, aucune différence significative n'est@tée sur la densité optique du marquage

des fibres TH+, entre les quatre groupes (Tabl&wu 1

Tableau 19 : Densité des projections neuronales n@guwées a la tyrosine hydroxylase au niveau du noyau
accumbens (NAc) et du striatum chez les animaux adultes exposés en période tpténau liquide
physiologique (saline) ou au MDMA. (U.A. : unitédiraire).

Males Saline Males MDMA Femelles Saline Femelles MDMA

(n=6) (n=6) (n=6) (n=5)
Densité optique (U.A.)
NAc 17,9+0,6 18,1+1,8 17,9+1,7 17,6 £1,6
Striatum 22,3+1,7 22,4+1,4 24,117 22,7&1,
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E. Prolifération cellulaire

1. Chez la progéniture en développement

La prolifération cellulaire a été évaluée au nivelaula zone subgranulaire (SGZ) du
gyrus dentelé (DG). Les résultats sont exprimésaemcentage de cellules marquées au BrdU
par rapport aux animaux témoins (Saline). A chagjade de vie postnatale étudié, I'analyse

de variance ne révele aucune différence entrelasegroupes expérimentaux (Figure 31).
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o
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Figure 31 : Prolifération cellulaire évaluée a diférents stades de développement au niveau du gyrus
dentelé de rats males (M) et femelles (F) exposés en génménatale au liquide physiologique (Saline) ou a
MDMA. Les résultats sont exprimés en pourcentagealleles marquées au BrdU des animaux Saline. deicu
différence statistique n’est observable.

2. Chez 'adulte

Aucune différence significative n’existe entre ®ifférents groupes, que ce soit en
termes de nombre de cellules marquées ou de dystesents par SGZ. De méme au niveau
des ventricules latéraux, I'analyse statistiquenmet pas en évidence de différence sur le
nombre de cellules marquées au BrdU entre lesreliffé groupes expérimentaux (Tableau
20).
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Tableau 20 : Prolifération cellulaire dans la zonesubgranulaire du gyrus dentelé (SGZ) et de la zone
subventriculaire (SVZ) de rats adultes exposés en période prénataleyaiddi physiologique (Saline) ou au
MDMA.

Males Saline Males MDMA Femelles Saline Femelles MDMA

(n=6) (n=6) (n=5) (n=6)
SGZ
Nombre total de 115+15 12,0+2,2 11,3+1,2 10,8 £ 0,7
cellules BrdU+/ SGV
Nombre clusters /DG 1,8+0,2 1,7+0,2 1,8+0,3 1,6+0,1
SVz
Nombre total cellules
BrdU+/ mmz2 de SVZ 741 + 88 747 £ 87 742 £ 71 774 £ 60

F. Quantification de TARNm codant pour le BDNF

L’expression du gene du BDNF est évaluée par diication relative des ARNm de
BDNF a l'aide de la RT-PCR en temps réel, au nivéauifférentes structures cérébrales
chez les individus adultes méles et femelles tém(faline) ou exposeés en période prénatale
au MDMA (Figure 32). Dans chaque échantillon, I'eegsion du géne GAPDH est mesurée

et utilisée comme controle interne.

Une ANOVA a deux facteurs révéle un effet globall'é&position prénatale sur le
taux dARNm du BDNF au niveau de [I'hippocampe [E{)=9,04; p<0,01] et du
mésencéphale [F(1,15)=10,13 ; p<0,01]. Aucun eftetsexe n’est observé, ni d’interaction
entre I'exposition prénatale et le sexe. L'effet ldxposition prénatale est statistiquement
analysé a posteriori pour chaque sexe dans ces dieuméres structures. Au niveau de
I'hippocampe, les taux d’ARNmM du BDNF sont augmserggnificativement seulement chez
les femelles exposées au MDMA par rapport a cesXataelles témoins (p<0,05). Au niveau
du mésencéphale, les taux d’ARNm du BDNF sont 8agiivement diminués chez les males

et les femelles exposés au MDMA par rapport a casxanimaux témoins (p<0,05).
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Figure 32 : Expression relative du géne du BDNF masée par RT-PCR en temps réelau niveau A) du
cortex préfrontal, B) de I'hippocampe, C) du striaf D) du noyau accumbens et E) du mésencéphalatsle
males et femelles adultes exposés en période pférau liquide physiologique (saline) ou au MDMA=4RG,
dans chaque groupe). Les résultats sont exprimémaenne + S.E.M. du pourcentage de la valeur des
individus témoins (ANOVA a deux facteurs, suivitdst de Fisher : effet de I'exposition prénatalp<®,05).
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G. Préférence de lieu conditionnée a la cocaine

Tous les groupes d’animaux testés a la cocaine miéemb une préférence de lieu
conditionnée dans ce paradigme caractérisée paaugreentation du pourcentage de temps
passé dans le compartiment associé a la cocaineypaort a celui des animaux contrdles.
Cette augmentation est statistiquement signifieatthez les femelles Saline (+22,6%,
p<0,05) et chez les males (+11,2%, p<0,05) et flem¢t24,9%, p<0,01) exposés au MDMA
(Figure 33).

O Controle

M Cocaine *%

% de temps passé dans le
compartiment associé a la cocaine
N

T

Males Salin Males MDMA Femelles Saline Femelles MDMA

Figure 33 : Effet de I'exposition prénatale au MDMASsur la préférence de lieu conditionnée a la cocan
chez des rats adultes méles (A) et femelles (B histogrammes représentent la moyenne + S.E.M. du
pourcentage de temps passé dans le compartimeié@asla cocaine au cours des 10 minutes derteStdans
chaque groupe). *p<0,05 ; **p<0.01 significativerhdifférents des groupes contréles (Mann Whitney).

Aucune différence du temps passé dans le companttiassocié a la cocaine entre les
animaux Saline et MDMA n’est observé (59,8 + 3,808 + 3,6 % chez les males et 71,0 +
4,3vs 75,5 + 4,0 % chez les femelles).
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Il. Effets d’'une exposition prénatale au MPH sur le s

systemes dopaminergiques du rat adulte

A. Parametres physiologiques

Le traitement au MPH n’altére pas la prise de pdieks rates du 13 au %jour de
gestation (Tableau 21). Aucun effet tératogénetrobservé sur la progéniture : le nombre
de petits par portée a terme ne differe pas eetrgroupe Saline et MPH, avec un ratio
male/femelle qui reste équilibré dans les deux gesu

Tableau 21 : Caractéristiques physiologiques des t@s gestantes pendant la période d’exposition au MP
et des portées a la naissance.

Exposition prénatale

Saline (n=7) MPH (n=7)

Mere gestante

Prise de poids (g) G13-20 64,14 £ 6,64 59,14 ¥ 3,3
Portée a la naissance

Nombre total 8,43 + 1,46 11,14 + 0,34

Ratio male/femelle 1,18 + 0,35 1,16 £ 0,29

Nombre de méles 3,85+ 0,96 5,14 £ 0,67

Nombre de femelles 4,57 +0,75 6,00 + 0,69

La prise de poids des méres gestantes est calgef@ant la période d’exposition. Les valeurs regrtent la
moyenne + S.E.M.

L’ANOVA a trois facteurs (exposition prénatale XxseX jours postnataux) avec
mesures répétees sur le dernier, montre un effgbriant des jours de vie postnatale sur le
poids corporel des petits [F(3,63)=1532 ; p<0,00@Ljcun effet de I'exposition prénatale,
du sexe, ni d’'interaction entre les différents éacs n’est observé. Ainsi, tous les rats étant
du groupe Saline ou MPH, méles ou femelles, gagmestnormalement du poids au cours
de leur croissance (Tableau 22).

Tableau 22 : Evolution du poids des petits de la fi@sance au sevrage en fonction de I'exposition pratale
et du sexe.

P1 P7 P14 P20
Males Saline | 7,3+0,16 16,5+ 1,06 38,3+1,52 63,5+ 2,95
MPH 7,1+0,15 15,9+0,49 358+1,0 61,7+1,46
Femelles Saline |6,8+0,11 16,7 £ 0,57 37,9+1,48 62,4 +2,10
MPH 6,8+0,17 15,5+0,54 35,7+1,53 58,5+ 2,87

Les valeurs représentent la moyenne = S.E.M. ddspen gramme des petits exposés en période preatal
MPH ou au sérum physiologique (Saline).
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B. Etude par microdialyse des taux de DA vésiculair e libérée

sous stimulation a la tyramine

1. Noyau Accumbens

La perfusion de tyramine induit une augmentationssine de la concentration
extracellulaire de DA dans les quatre groupes dianx étudiés au niveau du NAc (Figure
34 A).

Apres 40 min de perfusion, le maximum de la stiroeest atteint. La concentration
de DA est augmentée de 4787 + 1276 % et de 316I21% par rapport a la concentration
basale chez les animaux Saline males et femekpecdvement.

L’analyse des variances réalisée par le test dekatli\Wallis montre qu’il existe des
différences dans le pourcentage de DA libérée eleise4 groupes expérimentaux au
maximum de la stimulation (H=11,19 ; p=0,01). Lemmparaisons par paire réalisées a
posteriori a l'aide du test de Mann-Whitney, montrgu’il existe un effet de I'exposition
prénatale tant chez les males (U=23 ; p<0,05) duez ¢es femelles (U=31; p<0,05). Les
males exposeés en période prénatale au MDMA présemte augmentation de la DA libérée
3 fois plus faible que les méales témoins. De mécette augmentation est diminuée de
moitié chez les femelles MDMA par rapport a lemoins. Aucune différence entre les

sexes n’'est statistiquement significative.

2. Cortex préfrontal

La perfusion de tyramine induit une augmentationssine de la concentration
extracellulaire de DA dans les quatre groupes diaox étudiés au niveau du cortex
préfrontal (Figure 34 B).

Apres 40 min de perfusion, le maximum de la stiroeest atteint. La concentration
de DA est augmentée de 3822 + 1234 % et de 22284 % par rapport a la concentration

basale chez les animaux Saline méles et femellsgecdvement. Aucune différence
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statistiqguement significative n’est observée eldsed groupes expérimentaux au cours de la
stimulation dans le CPF (Kruskall-Wallis).
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Figure 34 : Effet de la perfusion in situ de tyramme sur les taux de dopamine (DA) extracellulaire das le
noyau accumbens (A) NAc et le cortex préfrontal (BCPF des rats males et femelles vigiles adultes (P70)
exposés en période prénatale au MPH ou au liguiysiglogique (saline). Les résultats sont exprirags
moyenne = S.E.M. des pourcentages du niveau badalDA.

L'analyse statistique réalisée a I'aide du tesMdan Whitney révele un effet de I'exposition prédatchez les
méales (a p<0,05) et chez les femelles (b p<0,05).
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C. Etude

neuronaux dopaminergiques

autoradiographique de différents marqueurs

Dans le mésencéphale, la densité de fixationHijr$CH23390 et du*H]-DTBZ
n'est pas significativement différente chez les esdMPH par rapport aux témoins. Par
contre, on observe une augmentation de la densitdixdtion du fH]-YM-091516-2,
significative au niveau de la SN, et qui fréle ilmite statistique posée a 0,05 dans I'ATV,

chez les rats MPH par rapport aux témoins (Tabk3ju

Au niveau des deux aires de projections des nesrdopaminergique, on observe
globalement une augmentation de la densité dedixakes trois radioligands chez les males
exposes en prénatal au MPH par rapport aux témGiede augmentation n’est cependant
statistiquement significative que pour le marquage récepteurs RD1 au niveau du striatum
(p<0.05).

Tableau 23 : Densité de fixation du3H]-SCH23390 (1), du {H]-YM-091516-2 (2) et du fH]-DTBZ (3) au
niveau du mésencéphal¢SN, Substance noire ; ATV, Aire tegmentale vdpheades aires de projections des
voies mésolimbique et nigrostriée (NAc, Noyau aceens ; Striatum ) chez la progéniture male aduiposée
au MPH ou au liquide physiologique (Saline) en qeei prénatale. (groupe Saline, n=5 ; groupe MPH,;n=
comparaison par le test de Mann-Whitney, *p<0,05).

Structures  Animaux RD1 (1) RD2 (2) VMAT?2 (3)
fmol/mg fmol/mg fmol/mg
SN Saline 753 £ 46 97 +£4 481 + 55
MPH 705 £ 16 113+4 + 16%* 517 £18
ATV Saline - 85+3 539 +51
MPH - 99+5  +1794700¢ 608 £ 17
Striatum Saline 754 +9 282 +14 1110 + 67
MPH 837+35 +11%* 2989 1178+ 21
NAc Saline 796 £ 25 224 + 14 947 £59
MPH 840 £16 2387 1010+ 21
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DISCUSSION
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Les neurotransmetteurs ont un rble majeur pendargéliode de développement
cérébral et les altérations de 'homéostasie deneesotransmetteurs pendant des phases
critiques, peuvent affecter le déroulement de léunaion cérébrale (Lauder 1993 ; Levitt et
al. 1997 ; Whitaker-Azmitia et al. 1996). Les sualoses psychoactives telles que les
psychostimulants, les antidépresseurs ou plus Igloteat les molécules ayant pour cible les
systemes de neurotransmission, administrés a de g@coce du développement peuvent
avoir des conséquences sur le développement daatermais aussi sur son fonctionnement
une fois mature. C’est pourquoi les antidépresseurautres substances pharmacologiques
consommeées dans un cadre thérapeutique ne soptgssites chez les femmes enceintes.
Cependant, dans le cadre de consommations illégiessque d’exposition foetale est
important (http://www.drugabuse.gov/consequencesgtal/). Selon le National Institut of
Drug Abuse (NIDA), les psychostimulants, comme IBMWIA ou le MPH, sont consommés
par une population jeune, potentiellement en agprderéer (Strote et al. 2002). Chez les
consommatrices de MDMA, il a été rapporté que plesB0% des grossesses n’étaient pas
planifiees (Ho et al. 2001) et que des risques ddfonmations congénitales chez la
progéniture a la naissance pouvaient étre assaci€exposition prénatale au MDMA
(McElhatton et al. 1999 ; Gouzoulis-Mayfrank et Deann, 2006). Concernant le MPH, bien
gu'aucune donnée ne soit a ce jour disponible aysrévalence de femmes enceintes en
consommant, une étude réalisée a posteriori a ;aqnie I'abus de MPH pendant la
grossesse entrainait une augmentation du risqueédeaturité, des retards de croissance et
un état de manque chez la progéniture (Debooy.et23). Les résultats d’études pré-
cliniues jouent un rdle important dans la mise é@mndence des risques associés a
I'exposition prénatale au MDMA et au MPH, et pertest d’orienter les perspectives de

recherches réalisées chez I'Homme (Gardner 2000).

La modélisation chez le rat d’'une exposition praleathez le rat exige la prise en
compte a la fois de la période d'administratiordetla dose. A ce jour, trois études ont
examiné les modes de consommation du MDMA chefelasnes enceintes (Ho et al. 2001 ;
McElhatton et al. 1999 ; van Tonningen-van Driealetl999). Un consensus entre ces études
est que la consommation de MDMA tend a se limitersgue exclusivement au premier
trimestre de grossesse, avec pour la plupart desaggoortés, une cessation a partir de la
10°™ semaine. Le premier trimestre de vie embryonnaitez I'Homme se caractérise

notamment par le développement et la différenaiatdies systemes monoaminergiques. Chez
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le rat, ces systémes commencent a se développ&2-a@™ jour de vie embryonnaire

(Bayer et al. 1993). La période d'administratioitiséte dans les travaux présentés ici (E13-
20) commence au début du bourgeonnement et devissance des axones, et se termine
approximativement avec I'établissement de connestisynaptiques fonctionnelles dans
différentes structures cibles telles que le stnmtle noyau accumbens, I'hippocampe et le
cortex frontal. Enfin, grace a I'échelle inter-aggme de Mordenti et Chappell (1989), nous
avons administré aux rats des doses de MDMA ou Bél Mquivalentes a celles observées
dans le cadre de consommations illicites chez I'mengKalant 2001 ; Dupont et al. 2008).

Nous nous sommes focalisés sur les systemes dogaynes chez la progéniture
adulte dans nos modeles d’exposition prénatale AWK et au MPH pour plusieurs raisons.
La premiére provient des études d’exposition ré@setéhez I'adulte qui montrent des
modifications a long terme des voies dopaminergigoleez 'homme consommateur de
MDMA (Semple et al. 1999 ; Reneman et al. 2002knBgu’aucune étude clinique n’ait
encore évalué les conséquences a long terme daumsmmation répétée de MPH a des
doses non thérapeutiques chez l'adulte, les résulta modeles animaux montrent une
atteinte persistante des voies dopaminergiques\fiasser et al. 1999 ; Crawford et al.
2007 ; Brandon et al. 2003). Ainsi, il semble qeesgstéme neuronal soit vulnérable a ce
type d’expositions. Une deuxieme raison justifiafintérét d'étudier les systemes
dopaminergiques provient de leur implication dassdomportements de réecompense et dans
les processus qui ménent a I'addiction. En efteffiait que le MDMA et le MPH sont des
psychostimulants et induisent tous deux une sdissitton comportementale (Berman et al.
2008 ; Kollins et al. 2001), peut suggérer quep@sition répétée a ces psychostimulants au
cours du développement induise des modificationdbeeales qui prédisposent I'individu a la
dépendance aux drogues (National Institutes of thiedP98). Ainsi, les résultats de nos

modeéles animaux peuvent apporter des élémentpdageé a ces questions.

Enfin, le dysfonctionnement des voies dopaminerggest impliqué chez 'Homme
dans un certain nombre de maladies, comme la neatldiParkinson (DeLong 1990) ou la
schizophrénie (Goldstein et Deutch 1992) qui soes dnaladies dites respectivement
neurodégénératives et neurodéveloppementales. Hgpelques années, on voit apparaitre
un nouveau concept qui souligne les origines d@paelmentales de la santé et de la maladie
(DOHaD, Developmental Origin of Health and Disea@é¢indel 2006). Cette hypothése
repose sur les résultats obtenus dans des modgfeaux qui montrent un lien de cause a
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effet entre la vulnérabilité a développer certaimealadies et la survenue de facteurs
environnementaux particuliers pendant des péridcies précoces de la vie (in utero et
postnatale). Dans le cadre de maladies neurologideeplus approfondi des exemples
étudiant cette relation concerne la schizophréaig,les interactions entre les facteurs
génétiques et I'environnement au cours du développé précoce, comme les expositions
prénatales au plomb, les infections maternellesesufacteurs nutritionnels, semblent étre
impliqués dans I'étiologie de cette maladie (OgleBusser 2005). Dans un autre exemple de
DOHaD neurologique, I'exposition périnatale au pioamez le rat induit des conséquences a
long terme sur I'expression de protéines asso@éks maladie d’Alzheimer (Basha et al.
2005). Dans ce cadre, nos modéles animaux peuweEmiegire d’appréhender certains
mécanismes potentiellement impliqués dans 'apparit  d’affections

neurodéveloppementales ou neurodégénératives.
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|. Exposition prénatale au MDMA

A. Perturbations neurobiochimiques a long terme des voies

dopaminergiques

L’influence de [I'exposition prénatale au MDMA sura |neurotransmission
dopaminergique chez l'adulte a été étudiée viaaldation de différents marqueurs
neuronaux. Au niveau moléculaire, l'activité du reransmetteur est régulée de facon
dynamique par différentes macromolécules clés coneseenzymes de synthese, les
protéines canales responsables de I'excitabilitéhibonanaire, les transporteurs permettant le
passage des neurotransmetteurs dans les diffémmtgpartiments cellulaires, et les
récepteurs pré- et post-synaptiques. Certainesesepotéines peuvent servir d’outil pour
caractériser tres spécifiguement un systeme nelurAimsi, nous Nous sommes intéressés a
la tyrosine hydroxylase (TH) qui est I'enzyme liamite de la synthese de la DA, aux
transporteurs membranaires et vésiculaires de laddAsont respectivement le DAT et le
VMAT2, ainsi qu’aux récepteurs dopaminergiques RIDRD2, pour caractériser l'intégrité
neurobiochimique des neurones dopaminergiquesailRaurs, I'utilisation de la technique de

microdialyse a permis une approche plus dynamigua deurotransmission.

Sont schématisés dans la Figure 35 les résultatolmiechimiques obtenus dans
notre étude au niveau des voies nigrostriée, méscale et mésolimbique de la progéniture
adulte exposée en période prénatale au MDMA. Ledifinations observées au niveau des
corps cellulaires seront discutées dans une prerpetie, puis les conséquences au nhiveau

des différents sites de projections seront étugiées chaque voie.
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A) Voie nigrostriee
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Figure 35 : Effets de I'exposition prénatale au MDM\ chez la progéniture adulte sur les paramétres
neurobiochimiques étudiés, au niveau des voieofstiée (A) et mésocorticolimbiques (B), visualséer des
coupes sagittale de rat. F, femelle ; M, méle.
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1. Etude du mésencéphale

Le nombre de corps cellulaires immuoréactifs a k. (TH+) présents dans le
mésencéphale est diminué chez les rats adultesséxpmn période prénatale au MDMA.
Dans l'aire tegmentale ventrale (ATV) plus précis@m cette diminution est respectivement
de 27% et 20% chez les méles et les femelles. fi&tde I'exposition prénatale au MDMA
est statistiquement significatif quand il est obéeglobalement pour les deux sexes. En
revanche, la réduction est statistiguement sigatifie dans la SNc chez les deux sexes, avec
une diminution de 33% observée chez les males 87#echez les femelles. La diminution
du nombre de corps cellulaires TH+ dans 'ATV eBldc de ces animaux adultes peut étre
le reflet d'une diminution du nombre de neuronepaoinergiques dans le mésencéphale
et/ou d'une hyporégulation de la TH dans les nessomlopaminergiques présents,
caractéristique d’'une hyporégulation du phénotyppadinergique (Bjorklund et Dunnet
2007). Il est possible que ces deux phénomenessteeix Par exemple, chez le singe, le
nombre de neurones TH+ au niveau de la SN décliae Bage. Cet diminution, évaluée a
40-50% chez les animaux agés, est due, au moipsrdie, a une hyporégulation de la TH
dans les neurones dopaminergiques encore présiEmestés par marquage de DAT et de
neuromélanine (Emborg et al. 1998 ; Chu et al. 20@2Cormack et al. 2004). Dans notre
étude, I'importance relative de la perte neuromdlde I'hyporégulation de la TH, peut étre
évaluée grace aux études de marquage du DAT. Eeh e maniere consensuelle il est
admis que la densité du DAT représente un bon endie la densité des neurones
dopaminergiques puisqu’il est situé exclusivementcgux-ci. La quantification des sites de
liaisons du DAT peut représenter un indice de gsasitie Dans notre étude, nous avons
réalisé un marquage autoradiographique de ces &itémide du radioligand ‘f7]-PE2I
développé dans notre laboratoire (Chalon et al9)L9%os résultats ont montré que la densité
des sites de fixation du PE2l au niveau de 'ATVdetla SNc n’est pas altérée chez les
individus males adultes exposés au MDMA en péripdeatale. En revanche, elle est
diminuée d’environ 20% chez les femelles MDMA daies deux structures (avec une
significativité statistique atteinte seulement ddisTV). Ces résultats suggerent que
I'exposition prénatale au MDMA entraine une dimiontde la densité de DAT au niveau
somatodendritique exclusivement chez les femeltedtes. Ainsi, hous pouvons proposer

que la diminution du nombre de corps cellulairestTdthservée chez les rats MDMA soit le

156



reflet d’'une hyporégulation du phénotype dopamiitgrg, associée chez les femelles a une

perte neuronale.

Nous avons mis en évidence d’autres altérationsobe&chimiques au niveau des
corps cellulaires des neurones dopaminergiquesnoégkaliques chez les femelles adultes
exposées en période prénatale au MDMA : les tauxfixiion du PH]-DTBZ sont
augmentés significativement de 29% dans I'ATV etl88& dans la SNc. LEH]-DTBZ est
un radiotraceur ayant pour cible le VMAT2 (Schernginal. 1988). Dans les études de
marquage sur coupe, son Kd pour ce transporteuteeStnM (Darchen et al. 1989). Le lien
entre ce résultat de fixation et sa relevance plygigque est moins direct a établir que celui
du DAT, du fait des roles et des localisations iplds du VMAT2.

Le VMAT2 permet le passage de la DA cytoplasmigaesdes vésicules de stockage
(Erickson et al. 1992). Dans celles-ci, la concign en DA est de I'ordre de 0,1M, alors
gu’elle est inférieure auM dans le cytoplasme (Elsworth et Roth 1997). laelsige de la
DA dans les vésicules permet de la rendre dispengmur une potentielle libération
extracellulaire en réponse a une stimulation. Des,pil assure une protection contre
I'environnement cytoplasmique, au pH neutre, ot goésentes les enzymes catabolisantes
de la DA et des peroxydes ou radicaux libres resaioles de son oxydation. Le VMAT2
semble donc étre un biomarqueur de choix pour évallintégrité des neurones
dopaminergiques. Par exemple, chez les individdsnsoniens, les études post-mortem ont
montré une diminution de la densité de la fixatin PH]-DTBZ au niveau de la SNc,
corrélée a la perte neuronale (Thibaut et al. L1995VMAT?2 peut étre utilisé pour marquer
la progression de cette maladie (Brooks et al. p@03emble a premiére vue représenter un

marqueur de densité neuronale.

Cependant, des études récentes réalisées cheznitoitanimal, ou sur culture
cellulaire, remettent en question le fait que le AN soit un marqueur stable de la densité
des neurones dopaminergiques. Dans d’autres madielesurotoxicité dopaminergique, il a
été observé une augmentation de la densité des \@VIR@r exemple, une augmentation de
la densité de fixation du™C]-DTBZ a été mise en évidence chez des individusieas
consommateurs de méthamphétamine, alors méme quienmtoxicité dopaminergique
caractérisée par une diminution de la densité d&,i& I'expression de la TH et du taux de

DA, est avérée chez ces individus (Boileau et@082, Tong et al. 2008). Une augmentation
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de l'expression du VMAT2 atténue la neurotoxicit@pdminergique entrainée par
I'exposition répétée a la méthamphétamine (Guéloal. 2008). Le VMAT2 semble exercer
une action neuroprotectrice en diminuant le tauxDde cytoplasmique impliquée dans le
stress oxydatif et pouvant entrainer une neuroitéx{¥ergo et al. 2007). Ainsi, plus qu’un
marqueur de neurotoxicité ou de perte neuronal¢MAT2 pourrait représenter un indice
de la mise en place d'un processus neuroproteddeuns le cas particulier de la maladie de
Parkinson, il semble que la diminution de la déndé VMAT2 soit moins la conséquence de
la neurodégénérescence, qu'une des causes degatttdogie (Chen et al. 2005). En effet,
une réduction du stockage vésiculaire de la DA aémér une neurodégénérescence
progressive des neurones nigrostries (Caudle et2@D7). Ainsi, 'augmentation de
I'expression des VMAT2 observée chez les femellegosées en période prénatale au
MDMA, pourrait étre un mécanisme compensateur pgamied’augmenter le transport de la
DA cytoplasmique vers les vésicules de stockagmaeicipant a un processus de restauration
de la fonction neuronale, et de potentialisationladsurvie cellulaire dans des conditions
altérées de I'hnoméostasie de la DA, caractérisaas dotre étude par une diminution de la

synthese de DA mésencéphalique.

Cette réduction de certains marqueurs des neumn@sminergiques au niveau du
mésencéphale observée chez la progéniture fem&MAMApar rapport aux témoins, pourrait
étre la conséquence d’'un déficit de la neurogéag@saoment du développement et/ou d’'une
augmentation du processus de mort neuronale etWwmuteuble de la survie neuronale au

stade adulte.

Dans notre étude, aucune altération de la proti@raellulaire au niveau de la zone
subgranulaire du gyrus dentelé et de la zone satimeaire n'a été observée chez les
individus exposés au MDMA, et ce, a un stade deeld@pement précoce (de P3 a P21),
comme a un stade adulte (P70). Ces résultats srgggre I'exposition prénatale au MDMA
n'altére pas cette premiere étape nécessaire adéonlement de la neurogénese périnatale
et adulte. Il a été montré que I'administrationugigdle MDMA a des rats adultes n'a pas
d’effet délétere sur la prolifération cellulaire,aim diminue la survie des neurones
nouvellement synthétisés (Hernandez-Rabaza et(fl6)2 Dans notre modele, nous ne

pouvons pas exclure que la survie neuronale ngpasialtérée.
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Une étude récente a montré une augmentation dedpli0% du nombre de corps
cellulaire TH+ dans la SNc, sans modification dBA$V, chez de jeunes rats males (P35)
exposés de E14 a E20 au MDMA (Lipton et al. 20@3s résultats associés aux notres
suggerent donc que la diminution du nombre de mas@opaminergiques observée chez
'adulte serait consécutive a un effet survenant pémiode post-adolescence, pouvant

impliquer une altération de la survie neuronalat@ilqu’un déficit de neurogénese.

L’hypothese que I'exposition prénatale au MDMA eaiitie des troubles de la survie
des neurones dopaminergiques mésencéphaliqueadmuatulte, est étayée par les résultats
d’étude du BDNF. En effet, nous avons mis en éwidame diminution de plus de 80% du
taux d’ARNm de BDNF au niveau du mésencéphale gedgéniture male et femelle adulte
exposée au MDMA. Le BDNF est la neurotrophine lasptetrouvée dans le SNC. Chez
I'adulte, il est trés impliqué dans le maintierleesurvie des neurones dopaminergiques. Les
études de cultures cellulaires ont montré que I&IB& un rdle facilitateur dans la survie et
la maturation des neurones dopaminergiques médeaiggyes (Blochl et Sirrenberg 1996 ;
Hyman et al. 1991, 1994). Des études menées sualadie de Parkinson ont montré que
I'expression du BDNF est diminuée dans la SNc dasepts atteints de cette maladie
(Chauhan et al. 2001 ; Howells et al. 2000 ; Mdgale 1999 ; Parain et al. 1999). Chez le
singe et le rat, des études de pharmacologie ositemiévidence que I'administration de
BDNF exogéne a des animaux adultes les protégeattecles atteintes dopaminergiques
induites par des agents toxiques comme la 6-OHDAeoMPP+ (Tsukahara et al. 1995 ;
Volpe et al. 1998 ; Lindsay et al. 1993 ; Altarakt1994 ; Spina et al. 1992). Il semble bien
établi que le BDNF est capable de promouvoir, \aetivation du récepteur TrkB, la survie
des neurones dopaminergiques dans le mésencéphedglgtein et al. 1996 ; Baquet et al.
2005). Ainsi, la diminution des ARNm du BDNF obs&ewdans le mésencéphale d’animaux
exposés au MDMA pourrait étre liée a la perte danpltype dopaminergique observée chez
ces mémes individus. Mais le processus d’apoptoteéapar la privation de ce facteur

neurotrophique n’est pas connu (Yu et al. 2008).
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2. Voie nigrostriée

Au niveau du striatum, les densités de fixation daedioligands au DAT et au
VMAT2, ainsi que la densité des fibres TH+, somntiques chez les rats adultes exposés en
période prénatale au MDMA a celles observées cbezdts témoins, que ce soit chez les
males et chez les femelles. En accord avec ce#tatssu’expression du BDNF n’est pas
modifiée dans le striatum. Nos résultats suggé&tent que I'exposition prénatale au MDMA
n'entraine pas d’altérations neurobiochimiques fdess de projections des neurones de la
voie nigrostriée. Cependant, dans une étude antérréalisée dans notre laboratoire, il avait
été montré une diminution de la DA libérée soumuskition pharmacologique a la tyramine
dans le striatum chez la progéniture méle adulppos¥e au MDMA en période prénatale
(Galineau et al. 2005). En accord avec nos résulttte étude n’avait pas révélé de
modification de la densité du DAT. La microdialysdracérébrale permet une approche
dynamique de la neurotransmission. Malgré I'abseseemodification de la densité des
différents acteurs de la neurotransmission dopanmgiimee, la réduction du taux de DA
libérée sous stimulation pharmacologique peut létneflet de trouble fonctionnel de cette

voie de neurotransmission.

3. Voie mésolimbique

Dans le NAc, l'intensité du marquage TH+ et la dnde fixation du ?1]-PE2I et

du PH]-DTBZ sont trouvées identiques chez tous nos pesuexpérimentaux. De plus,
aucune modification de I'expression du BDNF danecstructure n’est observée chez les
rats MDMA. Ainsi, I'exposition prénatale au MDMA entraine pas de modification ni de la
densité des transporteurs dopaminergiques membganat vésiculaires, ni de celle des
fibres de projections dopaminergiques, ni de laateur neurotrophique. De plus, les taux de
DA vésiculaire libérée sous stimulation pharmacigjog ne sont pas modifiés. Tous ces
résultats suggerent donc que I'altération des mmsrdopaminergiques observée dans ATV
n'est pas liée a une modification des fibres dggotmn de ces neurones dans le NAc.
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4. \Voie mésocorticale

Au niveau du CPF, alors que la densité de fixator**1]-PE2l au DAT n’est pas
altérée chez les males MDMA, elle est augmentépluke de 30% par rapport aux témoins
chez les femelles. Comme il a été vu précédemnienDAT est le marqueur le plus
spécifigue des neurones dopaminergiques. Ainsipdsition prénatale au MDMA semble
altérer la densité de fibres dopaminergiques @idscchez les femelles adultes.

Aucun effet de I'exposition prénatale, ni du sexesnhobservé sur la densité de
fixation du PH]-DTBZ au niveau cortical de la progéniture adue résultat suggére que la

densité des VMAT2 n’est pas altérée a la suitebeiion prénatale au MDMA.

Les résultats de microdialyse réalisées au niveaCRF de rats adultes vigiles ont
révélées que I'exposition prénatale au MDMA tendirainuer le taux de DA libérée sous
stimulation a la tyramine par rapport aux individémoins, et ce, de fagon plus importante
chez les femelles. La tyramine est un substrataffés pour le DAT et le VMAT2 (Rothman
et al. 2002 ; Partilla et al. 2006). Elle entraendibération massive de la DA vésiculaire vers
le milieu extraneuronal (Fairbrother et al. 199Qgtte tendance observée suggere que
I'exposition prénatale au MDMA entraine une dimiootdu taux de DA stockée dans les
vésicules des terminaisons synaptiques des neurdopaminergiques mésocorticaux.
Cependant, il est important de noter que la DA iaeau cortical peut étre libérée par les
terminaisons synaptiques des neurones noradréenegy{@evoto et al. 2001). La tyramine,
agissant sur les VMATZ2, transporteurs communs diegoles monoamines, et présentant une
affinité pour le NET (Vincent et al. 2004), entraile relargage massif de la noradrénaline
mais aussi de la DA contenue dans ces neuronas. pburrait donc pas étre exclu que la
diminution de la libération de DA observée dan€RF sous stimulation a la tyramine soit
en partie la résultante d’'une diminution de la Désiculaire stockée dans les neurones

noradrénergiques.

La probable diminution du taux de DA vésiculairesetyée chez les animaux
MDMA, pourrait étre la conséquence de plusieurgrations neurobiochimiques et
fonctionnelles au niveau des terminaisons corticalé) une diminution de la densité des
fibres de projections des neurones dopaminergi@)asje diminution de la synthése de DA,
soit de l'activité de la TH au niveau cortical, &)e réduction de la densité des VMAT2
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présents dans les terminaisons synaptiques desnesudopaminergiques et 4) une altération
du transport vésiculaire. Les résultats expérimenissus des études autoradiographiques ne
confirment pas les hypothéses d’'une diminutionadddnsité des fibres de projections des
neurones dopaminergiques dans le CPF et ni cellaeddiminution de la densité des
VMAT?2 présents dans les terminaisons synaptiques mEurones monoaminergiques.
L’hypothése d’une altération du stockage de la Déxasdévelopper dans la partie

« perspectives ».

C. Conséquences fonctionnelles

Dans ce travail de these a été mis en évidencd'eqposition prénatale au MDMA
entraine des perturbations neurobiochimiques ds&rsges dopaminergiques chez le rat
adulte. La DA est largement reconnue pour avoirdm critique dans la neurobiologie de la
récompense (Wise et Bozarth 1987 ; Robinson eid®gr11993), de la locomotion (Geyer et
al. 1972) et des fonctions cognitives et exécutifdgeoullon 2002). Le lien entre les
modifications neurobiochimiques mises en évideneasdnotre étude et les possibles

conséquences sur ces comportements est discutéalahapitre.

1. Comportement de récompense

Parmi les systéemes dopaminergiques, les voies médiEmtimbiques sont trés
impliquées dans les comportements de récompensedhigt al. 2006). La DA accumbale
semble étre I'activateur de ces comportements (\1/&8; Koob et al. 1992 ; Joseph et al.
2003 ; Di Chiara 2002 ; Robbins et Everitt 1996).NLAc est considéré comme étant le site
primaire de l'action des psychostimulants et demlajorité des molécules addictives
(Bradberry et al. 2000 ; Brazell et al. 1990 ; Pedt Justice 1989 ; Weiss et al. 1992 ;
Kalivas et Duffy 1990). Ainsi, la mesure des effepgpétitifs ou récompensant de molécules
addictives peut refléter I'état fonctionnel de eettoie. Parmi les divers protocoles
expérimentaux réalisés sur les animaux de laboeatdes procédures de préférence
conditionnée de lieu et d’auto-administration slestplus utilisées (Bardo et Bevins 2000).

La cocaine est la molécule de référence utilisés das tests. Elle est connue pour stimuler
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la libération de DA accumbale et ses effets apfseét renforcants sont bien définis (Kalivas
et al. 1992; Segal et Kuczenski 1992).

Dans le modele d’exposition prénatale au MDMA, rigis males et femelles adultes
ont été testés dans le protocole de préférenciedednditionnée a la cocaine. Son principe
repose sur le comportement naturel d’approche-vis-d’'un environnement auquel I'animal
aura associé un état interne agréable. Dans unmeiguee phase, le rat est soumis a un
conditionnement qui lui permet d’'associer les sffde la cocaine a un environnement
particulier. Dans une seconde étape, I'animal geitg@as de cocaine et a libre acces a tous
les compartiments. C’est dans cette phase ditegtesst évaluée la préférence de lieu. Nos
résultats ont montré que l'effet appétitif ou répemsant de la cocaine n’est pas altéré par
I'exposition prénatale au MDMA, puisque tous nosuges d’animaux ont montré de facon
similaire une préférence de lieu dans le comparttrassocié a la cocaine. Aucun trouble du

comportement de récompense n’a donc pu étre masidance dans ce test.

Ces résultats comportementaux semblent confirmer résultats de nos études
neurobiochimiques, qui montrent une absence dalwr des fibres de projections
dopaminergiques dans le NAc chez ces mémes anin@ependant, nous avons observé
dans le CPF des modifications neurobiochimiques msrones dopaminergiques. Ces
derniers sont impliqués dans certains comportemelgtsla récompense, comme la
motivation, le sensibilisation et I'addiction (Bey&t Steketee 2001; Gariano et Groves 1988;
Taber et al. 1995; Tzschentke 2000), mais leuoténiinduit pas de trouble de la préférence
de lieu conditionnée a la cocaine (Hemby et al2)198insi, les résultats de la microdialyse
in vivo dans le NAc et du test comportemental sugge 'absence de trouble de
comportement de la récompense, méme en présericabies neurobiochimiques de la DA

corticale, chez les rats adultes exposés au MDMpArénatal.

De plus et comme pour conforter nos résultats, tvidétre publiée une étude
montrant que I'effet renforcant de la cocaine damgrotocole d’auto-administration n’est
pas altéré chez des males adultes exposés de EA@ @ MDMA (Thompson et al. 2009).
Dans cette étude, la dose journaliere administeé®IDMA (15 mg/kg, deux fois par jour)
est supérieure a la dose utilisée dans notre pigtd@0 mg/kg/jour). Ainsi, il semble que
I'exposition prénatale au MDMA n’entraine pas dadtion du comportement de

récompense chez 'adulte.
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2. Comportement de locomotion

Les neurones dopaminergiques de la voie nigrostaégrblent le comportement de
locomotion et linitiation motrice. Il a été montdans une étude récente que I'exposition
prénatale au MDMA n’avait de conséquence détectsimd activité de locomotion ni dans
des conditions basales, ni sous stimulation a Il#@tgmine (Thompson et al. 2009). Cela
suggere que l'atteinte neurobiochimique des newsrdopaminergiques de la voie nigrostriée
de rats exposés au MDMA en prénatal, caractérigéeiqe diminution du nombre de corps
cellulaires TH+ et par des troubles de la denstéedrs transporteurs dans la SNc, ainsi que
par une diminution des taux de DA vésiculaire danstriatum (Galineau et al. 2005), n’a
pas ou que de trés modestes conséquences fondsnne

De plus, sur la base de résultats d’études compert@les qui ont montré que
I'administration locale de BDNF pouvait augmengs fonctions dopaminergiques de la voie
nigrostriée et augmenter l'activité de locomotidva(tin-lverson et al. 1994 ; Altar et al.
1992 ; Pierce et al. 1999), 'absence de modificatile I'expression du BDNF dans le

striatum de nos rats MDMA est en accord avec I'mbse@le troubles de I'activité motrice.

3. Fonctions exécutives

A l'inverse des systémes dopaminergiques mésolingbigt nigrostriée, le systeme
mésocortical représente un systéme de modulatisdtpdu’'un réel effecteur de réponses
comportementales (Seamans et Yang 2004). Le CAmRplsué dans un trés grand nombre
de fonctions cognitives et exécutives chez leaamme la mémoire de travail, les processus
attentionnels, le comportement dirigé vers un katplanification, ou encore la prise de
décision (Briand et al. 2007), mais aussi dansplesessus de récompense (Tzschentke
2000). L'implication de la DA mésocorticale dans a#ifférentes fonctions est difficile a
deéfinir précisément du fait des nombreuses intenastde la DA avec d’autres systéemes de
neurotransmission présents dans le cortex et dudalimportance de cette structure dans

I'innervation glutamatergique des aires sous caleis.

Comme nous l'avons montré, le systeme mésocordasalaltéré par I'exposition

prénatale au MDMA, tant au niveau des corps cetkdaréduction du nombre de neurones
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TH+ dans 'ATV) que des projections axonales (temdaa la diminution du taux de DA
vésiculaire chez les males et femelles et augmentate la densité du DAT chez les
femelles). Dans notre étude, la relevance compeméaie de ces atteintes neuronales n’a pas
été eévaluée directement. Cependant, trois étudesiisren évidence la présence de troubles
comportementaux chez des rats males a la suitpabéion en période prénatale au MDMA,
qui pourraient s’expliquer par des troubles de dacfion dopaminergique de la voie
mésocorticale. La premiere étude a montré que dsitjpn au MDMA de E14 a E20
entraine chez le jeune rat une altération de Ithabbn a un nouvel environnement,
caractérisée par une activité d'exploration permeme(Koprich et al. 2003). Ce
comportement reflete un trouble de I'adaptatioma situation nouvelle. Une seconde étude
a démontré une diminution de la préférence au saosh chez des rats méales adultes
(Galineau et al. 2005). Différentes hypothésesemtalors été proposées pour expliquer ce
trouble comportemental : (1) une perturbation deaportements dirigés vers un but, (2) une
altération de motivation pour avoir une récompeggeenme le sucre) ou (3) une anhédonie
(baisse du plaisir qui devrait survenir suite a lg@mpense). Les deux derniéres hypotheses
suggéraient la présence de troubles des processuscdmpense. A posteriori, grace aux
résultats obtenus dans notre étude et par I'égléddapton (Thompson et al. 2009), il semble
gu’elles ne représentent pas une interprétatioguade, puisqu’il n’a pas été mis en évidence
de troubles fonctionnels du systeme mésolimbiqueligué dans les processus de
récompense chez ces rats. Le comportement dirigéuvebut est quant a lui dépendant de la
DA corticale (Genovesio et al. 2006 ; Hitchcottadt 2007). Ainsi, la diminution de la
préférence au saccharose pourrait étre le refletedperturbation du comportement dirigé
vers un but. Enfin, une derniére étude a montré dpee rats males exposés en période
prénatale au MDMA présentent une augmentation deelaévérance dans la réalisation
d'une tache de mémoire procédurale (Thompson eR@)9). La encore, l'altération du
processus de persévérance est associée chez I'Hocomene chez l'animal a des
dysfonctionnements des neurones du CPF (Baxtel. 2088 ; Sebastian et al. 2006 ;
Nagahama et al. 2005), et particulierement desonesr dopaminergiques (Collins et al.
1998 ; Chudasama et Robbins 2004). Ainsi, les nuadibns neurobiochimiques de la voie
meésocorticale observées dans notre étude pouravent des conséquences fonctionnelles

sur un certains nombres de comportements assod&sfanctions exécutives.
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4. Comportement d’anxiété

Il a été mis en évidence que l'exposition prénaiale MDMA induit chez la
progéniture adulte une diminution du comportemeaxiété (Thompson et al. 2009). Il est
tres clairement établi aujourd’hui que les troubls comportement d'anxiété et la
dépression sont associés a des troubles de ladortt BDNF dans I'hippocampe (Castrén
et al. 2007). Ce lien direct a pu étre posé gragaésultats de plusieurs études :

- le stress et I'état déprimé diminuent la synthdeeBDNF dans I'hippocampe
(Duman et Monteggia 2006).

- la majorité des antidépresseurs induit 'augm@ntade I'expression du BDNF
(Chen et al. 2001)

- une augmentation de BDNF chez le rongeur entrdieee effets anxiolytiques,
mimant les effets d'antidépresseurs (Koponen et2@D5) et une résistance au stress
(Schulte-Herbrtiggen et al. 2006).

Dans notre étude, la progéniture adulte exposéeéeiode prénatale au MDMA
présente des taux d’ARNmM de BDNF dans I'hippocarspeérieurs a celui des témoins.
Ainsi, la diminution du comportement d’anxiété otve&e par I'équipe de Lipton pourrait étre

liée a 'augmentation de I'expression de BDNF didrippocampe.

D. Mécanismes potentiels des effets du MDMA

Le mécanisme par lequel I'exposition prénatale @MW entraine des troubles a
long terme sur la neurotransmission dopaminergrggee peu clair. Il est possible que ces
troubles neurodéveloppementaux soient les conségsaite synergie entre plusieurs effets

directs ou indirects du MDMA sur le foetus.
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1. Action directe sur le cerveau en développement

Il a été montré que le MDMA, administré en dosequeia une rate gestante a G14,
est retrouvé dans le compartiment foetal, les cdaratgons de MDMA au niveau du cerveau
du feetus étant similaires a celles retrouvées tlamerveau de la mere (Campbell et al.
2006). Dans notre étude, le MDMA est administré gemelles gestantes de G13 a G20.
Donc, le développement cérébral du foetus pendatie cpériode peut étre affecté
directement par la molécule, tres probablementsuia effet sur le SERT qui est détecté a

partir du 13™jour de vie embryonnaire chez le rat (Zhou e2@00).

2. Action indirecte via la meére

L’exposition prénatale au MDMA peut avoir une antiadirecte sur le foetus via les
effets du MDMA induits chez la mere au cours dgdatation. En effet, I'administration de
MDMA a des rats adultes produit des effets vasdcoteurs (Fitzgerald et Reid, 1994),
anorexigenes (Kobeissy et al. 2008) et anxiogé@estihan et al. 2002). Ces effets peuvent
indirectement étre impliqués dans les troubles @rekbppement foetal : il a été suggéré que
I'hypoxie ischémie foetale, I'anorexie et le strasmternelle pouvaient entrainer des
modifications neurodéveloppementales chez la piagén(Derrick et al. 2004 ; Patin et al.
2004).

Dans nos protocoles expérimentaux, nous avons gnogtre I'administration
quotidienne de MDMA a des rates du®1%Bau 26™ jour de gestation, induit durant cette
période une prise de poids significativement phiblé que celle observée chez les femelles
témoins. Cette diminution, atteignant presque 3G@isdes deux séries expérimentales, a
déja été observée dans d'autres études d’exposiipiMDMA pendant la période de
gestation (St Omer et al. 1991 ; Colado et al. 19&@prich et al. 2003 ; Galineau et al.
2005). Associée a cette baisse de prise de paddemelles traitées au MDMA dans une
salle dont la température ambiante est comprise &# et 24°C, présentent une réponse
hyperthermique dans I'heure qui suit l'injection MDMA. Cette augmentation de la
température est retrouvée tout le long de la périexposition. Chez le rat, il est connu que
le MDMA entraine des modifications de la tempémtaorporelle, dépendantes de la

température extérieure (Malberg et Seider 1998h@a et al. 2006). Plus spécifiquement, le
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MDMA administré dans un environnement froid (T°C&CTY entraine une hypothermie,
alors que ce méme traitement réalisé dans une @akechauffée (T°C>22°C) induit une
hyperthermie (Dafters 1994 ; Dafters et Lynch 1988oening et al. 1995). La température
ambiante a laquelle se trouve le point de comnanatans la réponse thermique du rat aprés
administration de MDMA semble étre tres procheadeeipérature moyenne d’hébergement
(20°C). La réponse hyperthermique semble étre digpea du nombre d’animaux par cage
(McNamara et al. 2006), et indépendante de l'augatiem de I'activité de locomotion
induite par le MDMA (Dafters 1994 ; Marston et 4899 ; Rusyniak et al. 2008). Dans les
mémes conditions de températures que les notresigponse hyperthermique avait déja été
retrouvée chez des rats adultes suite a 'admatistr de MDMA (Dafters 1994 ; Dafters et
Lynch 1998 ; Broening et al. 1995). Ainsi, nouspmeivons pas exclure que les altérations
cérébrales observées chez la progéniture adultee id® meéres gestantes exposées au
MDMA, soient liées indirectement a cette hyperthiertransitoire.

E. Vulnérabilité sexe dépendante

Certains résultats obtenus au cours de ce tragdhé@ke suggerent que la progéniture
femelle semble plus sensible aux effets a long eediane exposition prénatale au MDMA.
La plus grande vulnérabilité observée chez les lleses’exprime par une altération
neurobiochimique des systémes dopaminergiquesisupgia celle observée chez les males.
Elle est caractérisée dans notre étude par :

- des altérations significatives de la densité dAiTDet du VMAT2 au niveau de
'ATV et de la SNc, non retrouvées chez les méles,

- une diminution du taux de DA vésiculaire corteeplus importante,

- une augmentation de la densité du DAT dans le, @B observée chez les males.

La majorité des études s’intéressant aux effetdf@MA administré au cours de
périodes précoces n'a utilisé que les males. Mass duelques études ayant inclus la
progéniture male et femelle, ont montré que I'exjpms au MDMA pendant des périodes
précoces du développement (pré- et postnatalespleeroduire des effets équivalents chez
les deux sexes. Le poids corporel (Koprich et @3 Meyer et Ali 2002), I'expression de la
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TH, du BDNF et de 5-HT au niveau de différenteaddtires cérébrales (Koprich et al. 2003;
Broening et al. 2001) et la capacités de discritionaolfactive (St Omer et al. 1991), sont
des parametres qui sont modifiés de facon similgiez la progéniture male et femelle. Il a
cependant été relevé des différences entre les sexdes performances mnésiques dans des
études d’exposition postnatale au MDMA (Broenin@let2001 ; Williams et al. 2003). Ces
différences sont tres ponctuelles et semblent surdtre la conséquence de l'usage de

stratégie différente en fonction des sexes, plusnguinteraction avec I'effet de la drogue.

Comme il a été succinctement rapporté dans laepanttioductive de cette thése, les
études cliniques et précliniques suggerent qu'adesadulte les femelles sont plus sensibles
aux effets aigus et subaigus du MDMA, méme si latipdu sexe sur les effets a long terme
est moins clair (Allott and Redman 2007). La vuaidiité dépendante du sexe peut étre la
conséquence de différents mécanismes. Elle pousitaitpliquer par une distribution
différente de la molécule dans le corps du faitcd&res pharmacocinétiques variables,
comme la proportion de masse grasse (Gandhi 20@# ; Harris et al. 1995). De plus, il a
été montré que l'intensité des réponses comportetesninduites par 'administration de
MDMA est variable en fonction de la période du eyokstral du rat femelle (Bubenikova et
al. 2005). L'cestrogene potentialiserait les répsremportementales au MDMA (Zhou et
al. 2003) et patrticiperait a rendre la femelle plughérable a cette molécule. Enfin, il a été
souligné un dimorphisme sexuel dans I'expressiote donctionnement des systemes de
neurotransmission monoaminergique en conditioniplogque. Chez les rats adultes sains,
les femelles présentent une plus grande expregbidiale de protéines impliquées dans le
systéeme sérotoninergique central, telles que & bld5-HIAA, la tryptophane hydroxylase,
ainsi qu’un rapport 5-HIAA/5-HT plus élevé que cheg males (Carlsson et Carlsson 1988 ;
Carlsson et al. 1985 ; Dominguez et al. 2003). @®®rvations tendent a démontrer que les
neurones sérotoninergiques ont une capacité deagfecune activité enzymatique et un taux
de synthése de 5-HT plus importants chez les fesiellie chez les males. Suivant le méme
profil, il existerait aussi un dimorphisme sexuekdystemes dopaminergiques. Différentes
études ont montré que le taux de DA striatale (@asdt al. 1993), la densité en DAT (Rivest
et al. 1995) ainsi que le processus de libératiateeecapture de la DA (Munro et al. 2006)
étaient plus importants chez les rats femellesatpee les males. Il est donc envisageable que
ce dimorphisme sexuel des systemes monoaminergajues role dans les différences de

réponses physiologigues et comportementales au MRMaractére sexe spécifiques.
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En ce qui concerne les mécanismes responsablesmduptisme sexuel dans les
effets neurobiochimiques a long terme d’une exmosiprénatale, il est possible qu’il existe
un dimorphisme sexuel des systémes monoaminergaquesurs du développement, comme

il vient d’étre décrit chez I'adulte.

L’aromatase est une enzyme présente a l'intérieag ieurones, qui permet la
synthese d’oestrogéne par aromatisation des anteggrculants (Naftolin et al. 1975). A
E15, il a été reporté que l'activité de cette engyamst plus importante chez les méles par
rapport aux femelles (Hutchison 1997). L'cestrogest impliqué dans la synaptogénese
(Gould et al. 1990), la sécrétion de neurotroplidiegh et al. 1995) et la différentiation
neuronale (Blanco et al. 1990). Des différenceseefds sexes ont déja été rapportées
concernant par exemple la vitesse de croissanaemeda a E14 et E15 (Knoll et al. 2007 ;
Henderson et al. 1999). Méme si aucune donnée &'estjour disponible sur la présence de
différences dans le développement des systemesaminergiques entre les deux sexes, il
semble possible gu’il existe un dimorphisme sexlagls le développement de ces systemes
au cours de la période embryonnaire. Le MDMA, wia fction direct sur les systemes
monoaminergiques (Baumann et al. 2007) entrainali@is des effets aigus différents chez le
foetus male et femelle, qui pourraient étre a lioegdes différences de vulnérabilité

observées entre les sexes aux effets a long teurMdVIA.

Il peut étre suggéré aussi que cette plus grantienabilité des femelles aux effets a
long terme d’'une exposition au MDMA, soit la conséace non pas de l'action directe du
MDMA sur le cerveau feetal, mais de I'effet du MDMsAIr la mére. Comme, nous l'avons
déja mentionné précédemment, le MDMA induit chezdkeadulte des effets anxiogenes
(Gurtman et al. 2002). Il a été mis en évidence lgustress maternel, ou I'exposition
prénatale au stress, entraine des modificationb®gchimiques a long terme des neurones

dopaminergiques différentes en fonction du sexeriRev et al. 2001).
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ll. Exposition prénatale au MPH

Le modéle d’exposition prénatale au MPH a été damdravail de thése moins
approfondi que le modele d’exposition au MDMA. Raemple, seuls les résultats de la
progéniture male n'ont été décrits dans les étadmsradiographies. La réalisation de ces
études chez les femelles est en cours. Cependstpremiers résultats, résumés dans la

Figure 36, sont tres encourageants et discutésoadtiespartie.

A. Etude du mésencéphale

Une augmentation de 16% et 17% de la densité dédixdu fH]-YM-09151-2 a été
observée respectivement dans la SNc et 'ATV cleszrats males adultes MPH comparés
aux rats témoins. Ces résultats suggérent que d&pn prénatale au MPH induit une
augmentation de la densité des récepteurs RD2 ldanstructures dopaminergiques du
mésencéphale. Ces récepteurs sont situés dangwEares tres majoritairement au niveau
des membranes somatodendritiques des neurones idepgioues (Bouthenet et al. 1987 ;
Chen et al. 1991 ; Sokoloff et al. 1992). Comma déja été mentionné précédemment, le
pool extracellulaire de DA peut contréler I'act&itdes neurones dopaminergiques via ces
autorécepteurs RD2. L'activation de ceux-ci indl@ugmentation de la conductance
potassique et I'hyperpolarisation de la membra@asmique des neurones dopaminergiques,
induisant une inhibition de la libération de la DAnt au niveau somatodendritique
gu'axonal. La perfusion dans la VTA d’antagonistess RD2 augmente le taux de DA
extracellulaire dans le NAc (Westerink et al. 19%®hl et al. 1998), alors que la perfusion
d’agonistes de RD2 induit une diminution de la DAraneuronale dans le NAc (Kohl et al.
1998). Il est donc possible que I'augmentation aleldnsité de ces récepteurs chez les rats
adultes exposés au MPH en période prénatale aicaeséquences fonctionnelles sur la

neurotransmission dopaminergique au niveau desrtaisons axonales.

La densité de fixation d€H]-DTBZ n’est modifiée ni dans la SNc, ni dans I'KT
suggérant que la densité de VMAT2 n’est pas altdedes ces deux structures. Il en est de
méme pour la densité des récepteurs RD1 qui stunéssidans la SN réticulée sur les
neurones GABAergiques provenant du striatum et maerant la substance P et les neurones
glutamatergiques (Gerfen et al. 1990 ; Lu et aP719Altar et Hauser 1987). Ces deux
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résultats ne suggerent donc pas de déficit du gomhsle la DA dans les vésicules de

stockage, ni de la signalisation postsynaptiqueadopergique.

A) Voie nigro-striée

Striatum (M)

7 densité de liaison aux RD1 ——
= densité de liaison aux RD2 et VMATZ| |~ lmizddmm

9 B lU
Substance noire (M)

= densité de liaison aux RD1 et VMAT2
2 densité de liaison aux RD2

B) Voies mésocorticolimbiques

Cortex préfrontal
= taux de DA vésiculaire (M et F) -

A i f -
i ! / - \

Aire tegmentale ventrale (M)

- 1 2 densité de liaison aux RD2
1 =densité de liaison x RD1 et VMAT2

.

Noyau accumbens i S

A taux de DA vésiculaire (M et F)
= densité de liaison aux RD1, RD2 et VMAT2 (M)

Figure 36 : Effets de I'exposition prénatale au MPHchez la progéniture adulte sur les parameétres
neurobiochimigues observés dans notre étude aawides voies nigro-stiée (A) et mésocorticolimbg (&),
visualisées sur des coupes sagittales de ratnielife; M, méle.
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B. Voie nigrostriee

Au niveau du striatum de la progéniture male adekposée en prénatal au MPH,
aucune modification de la densité de fixations deloligands au RD2 et VMAT2 n’est
retrouvée par rapport aux animaux témoins. En mh&nla densité des récepteurs RD1
semble augmentée, puisque le taux de fixation *gir $CH23390 est augmenté dans le
striatum chez les animaux MPH. Dans cette structilirexiste deux grands groupes de
neurones striataux exprimant les récepteurs dopagiques qui se distinguent par leurs
sites de projections axonales et par la synthesedmpeptides (Gerfen 1992). La premiére
population se projette essentiellement vers la &Nulée (SNr) et exprime la substance P
(SP) et la dynorphine (Dyn) et la seconde se gt niveau des parties les plus dorsales
du striatum et contient des enképhalines. Les Rit exprimés trés préférentiellement sur
les neurones qui se projettent dans la SNr, et &tivation a un effet stimulant sur
I'expression de la SP et de la Dyn. Les RD2 quanixa sont retrouvées plus spécifiguement
sur les autres neurones et inhibent I'expressiotad@oenképhaline A (Gerfen 1992 ; Le
Moine et al. 1990, 1991). L’augmentation de la déndes RD1 dans le striatum de rats
males exposés en prénatal au MPH pourrait étrefliet d’une augmentation de la densité de
neurones striataux se projetant dans la SNr ouedaugmentation de la densité des RD1 par
neurone striatal. Dans les deux cas, il est passjoe cette augmentation soit le reflet d’'un
mécanisme de compensation d’'un trouble de la neungmission dopaminergique, liée a une

altération du processus d’autoinhibition, via l[d&32Rsomatodendritiques.

C. Voie mésocorticale

Au niveau du CPF, aucune modification du taux de &#acellulaire libérée sous
stimulation pharmacologique n’a été observée chgardgéniture male et femelle de mere
gestantes exposées au MPH. Ces résultats peuvggéreu que I'exposition prénatale au
MPH n’altére pas la voie mésocorticale dopaminergi@ long terme chez le rat. Mais |l
reste indispensable de confronter cette hypotheséadisant des études complémentaires de
caractérisation de la neurotransmission dopamigeegi corticale, par marquages
autoradiographiques par exemple des différents dmigueurs, comme il a été fait dans le
modele d’exposition au MDMA.
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D. Voie mésolimbique

Dans notre étude grace aux technigues de micregiahgracérébrale, nous avons mis
en évidence une diminution de la DA extracelluléilbérée sous stimulation a la tyramine au
niveau du NAc des rats males et femelles expos@gode prénatale au MPH. Comme il a
été vu dans la partie précédente sur le MDMA, Hhainlition du taux de DA vésiculaire
pourrait étre la conséquence d'une ou plusieurgradibns neurobiochimiques et
fonctionnelles des terminaisons axonales accumbdlgsine diminution de la densité des
fibres de projections des neurones dopaminergi@)asje diminution de la synthése de DA,
soit de l'activité de la TH au niveau cortical, &)e réduction de la densité des VMAT2
présents dans les terminaisons synaptiques desnesudopaminergiques et 4) une altération

fonctionnelle des capacités de stockage de la D& taNAc.

Bien que dans notre étude, aucune modificationoiteobservée dans la fixation des
radioligands aux RD1, RD2 et VMAT2, des études reumées réalisées dans notre
laboratoire avaient mis en évidence une augmentdgida densité de fixation diffi]-PE2I
sur le DAT dans le striatum et le NAc chez des maldultes exposés en prénatal au MPH
(Galineau 2005), pouvant suggérer une hyperinniervalopaminergique dans ces structures.
Cette observation ne va pas dans le sens de lagreehypothése posée. Ainsi, il semble que
la diminution du taux de DA vésiculaire libérée s@timulation puisse étre la résultante soit
d’'un déficit de la synthese de DA, soit d’altérasdfonctionnelles des VMAT2 entrainant
une diminution du stockage vésiculaire dans le N@ette hypothése est explorée un peu

plus loin dans la discussion.
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lll. Perspectives d'études neurobiochimiques dans c es

deux modeles

A. Evaluation de différentes molécules impliguées d ans le

transport vésiculaire

Une diminution de la libération de DA stimulée pamfusion de tyramine a été
observée au niveau du NAc chez la progéniture @dula suite de I'exposition prénatale au
MPH et une méme tendance au niveau du CPF cheadamture exposée au MDMA. Dans
ces deux modeles, ce résultat suggere une dimmdeda DA vésiculaire qui pourrait étre

induite par une altération fonctionnelle des cagaadie stockage.

Le transport vésiculaire pourrait étre altéré pae wedistribution subcellulaire des
VMAT2 et/ou des vésicules contenant les VMAT2. 8ta montré que I'administration aigue
de MDMA entraine une diminution du transport vékioe de la DA au niveau du striatum
(Hansen et al. 2002). A la suite d’'une adminisbratrépétée de méthamphétamine, une
diminution de ce transport avait déja été montréeagsociée a un phénomene de
redistribution des VMAT2 de la zone active, c'esli@ a proximité de la membrane
cytoplasmique faisant synapse avec les réceptenstsymaptiques, vers une zone non
identifiee dans I'étude (Riddle et al. 2002). Denmeé le MPH, tout comme la cocaine,
redistribue les VMAT2 de la zone active vers un partiment riche en vésicules (Sandoval
et al. 2002).

Différents types de vésicules sur lesquelles s@nes les VMAT2 ont pu étre
distinguées grace au deéveloppement de marqueur®MAT2 et de la microscopie
électronique. Les premieres sont de petites taibewiron 40 nm de diameétre, (Small
Synaptic Vesicle, SV) et peuvent contenir de petiolécules, comme le glutamate,
I'acéthylcholine ou la DA. Elles sont localiséesnpipalement dans la zone active. Les
secondes sont de plus grande taille (100 nm deediajret sont caractérisées par leur forte
densité en électrons, en raison de la présenceratéines solubles qu’elles contiennent
(Large Dense Core Vesicle, LV). Elles sont locaséréférentiellement dans les zones

ectopiques aux synapses (Figure 37).
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Figure 37 : Localisation des deux types de vésicslele stockageSV, Small secretory vesicle ; LV, Large
dense core Vesicle. (d’'aprés Fei et al. 2008).

Le VMAT2 peut étre aussi localisé sur des vésiculdsulaires qui ressemblent
anatomiquement a des saccules du réticulum endojgjas lisse et sont retrouvées a
proximité de I'appareil de Golgi. Le réle de ceffé@ientes vésicules n'est pas clairement
défini. Cependant, les SV participeraient princépaént a la libération exocytotique, les LV
au transport, au stockage et a la libération noocyntique de la DA et les vésicules
tubulaires seraient impliquées dans la syntheserafsport et le recyclage des membranes
contenant le VMAT2. Au niveau des terminaisons aes, les VMAT2 sont localisés a la
fois sur les SV et les LV (Nirenberg et al. 199897). Il est donc imaginable qu’une
modification de la distribution relative des VMATBRr I'un ou I'autre type de vésicule altere
I’'homéostasie de la DA au sein des différents catitpants subcellulaires et par conséquent
modifie les sites et les taux de libération de fa\iBsiculaire a la suite de stimulations (Fei et
al. 2008). Ainsi, I'exposition prénatale au MDMA au MPH pourrait entrainer a long terme
une distribution subcellulaire anormale des VMAT&ns les terminaisons des neurones
dopaminergiques qui pourrait étre la cause de lesulde la transmission synaptique
dopaminergique. Dans cette hypothese, il seradréssant de s’attarder sur I'expression de
certaines protéines impliquées dans le transposicwi@ire et dans les mécanismes de

régulation des pools vésiculaires.

* Un des acteurs moléculaires candidats pour rétaldisponibilité des vésicules est
la synapsine (Llinas et al. 1985). Cette protéige activeée par phosphorylation de facon

Cd*-dépendante. Il a été montré qu'en condition deosefa synapsine est étroitement
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regroupée autour des veésicules, mais est retrodvEgersée et éloignée des clusters
vésiculaires a la suite d’'une stimulation (Chi et2901). Des ablations génétiques de la

synapsine entrainent des perturbations des posisWaires synaptiques (Ryan et al. 1996).

* De plus, I'étude de la synaptotagmine pourrait @ime perspective d’intérét dans
nos modeles. En effet, cette protéine joue un dales la redistribution et la fixation des
vésicules de stockage (Ullrich et al. 1994), maissadans la croissance des projections
neuronales (Fukuda et Mikoshiba 2000 ; Ibata e2@00). Ainsi, on peut imaginer que
I'exposition prénatale au MDMA ou au MPH induiselolng terme des troubles de son

expression.

* Une troisieme molécule qui serait intéressanteudiét dans notre modele esi-I’
synucléine. Bien que son rble ne soit pas claire¢méfini, différentes études ont montré son
implication dans I'activité synaptique et dans Jathese et la maintenance des pools de
réserve des vésicules de stockage (Abeliovich .e2@0 ; Cabin et al. 2002 ; Liu et al.
2004 ; Yavich et al. 2004). t*synucléine est localisée sur les vésicules dekatpr (Lee et
al. 2008). Une augmentation de I'expression deeqatbtéine entraine 'augmentation de la
libération de DA induite a la suite de stimulatimmnportementales dans le striatum (Cabin
et al. 2002). Ainsi, on peut émettre I'hypothése gians nos modeles, une diminution de
I'expression de ti-synucléine pourrait étre a l'origine de ce défaét la neurotransmission

au niveau cortical et accumbal.

Tres peu d’études se sont intéressées aux effelOMA sur I'expression de ces
molécules chez le rat adulte. Elles ont été réadishez la souris. Une étude a montré qu’une
administration aigue de MDMA induit des perturbatiae I'expression des synaptotagmines
de types | et IV au niveau du mésencéphale, maispaiveau du cortex frontal (Peng et al.
2002). Une autre a mis en évidence une augmentdd¢idiexpression d-synucléine dans la
SNc chez la souris adulte a la suite d’'une admatisn de MDMA (Fornai et al. 2005).
Aucun résultat n’est a ce jour disponible sur Iéte d'une exposition au MPH sur

I'expression de ces molécules impliquées dansatesport de la DA au niveau synaptique.
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B. Caractérisations complémentaires des voies

dopaminergiques

1. Evaluation stéréologique des fibres TH+ dans le cortex

Une évaluation stéréologique des fibres dopamigasg TH+ au niveau cortical
pourrait nous permettre d'apprécier indirectemestdapacités de synthese de la DA et de
quantifier la densité des fibres de projection dojp@rgique. Ces résultats nous
permettraient de répondre a deux questions soudeyse les résultats du modele
d’exposition au MDMA :

- la probable diminution du taux de DA vésiculaist-elle le reflet d’'une diminution
de la synthése de DA au niveau cortical ?

- laugmentation de la densité de DAT observée dbeZemelles MDMA refléte-elle

une augmentation de la densité des fibres de pi@pscdopaminergiques ?

2. Quantification des taux de DA dans le mésencépha le

Dans nos deux modéles d’exposition prénatale, rihis@ussi trés intéressant de
quantifier la DA au niveau du mésencéphale, etoces sliverses approches expérimentales
afin d’évaluer les différents pools de DA et saétdtion sous différentes conditions. I
pourrait étre envisagé de réaliser un dosage @¥Alaur tissu entier mais aussi grace aux
techniques de microdialyse intracérébrale, de laeR#kacellulaire libérée soit en condition
basale, soit sous I'action de stimulations phardugigues. Une stimulation a la tyramine
nous permettrait d’évaluer la DA vésiculaire et ustenulation au potassium la DA
cytoplasmique. Ainsi ces études complémentairem@itraient une approche quantitative et
dynamique des taux dopaminergiques au niveau dgs allulaires. Ces résultats nous
permettraient de répondre a deux questions :

- la diminution du nombre de corps cellulaires Tét#es modifications de la densité
des transporteurs membranaires et vésiculaires BAMY et la SNc observés chez la
progéniture exposée au MDMA ont-ils une relevammretionnelle sur la neurotransmission
somatodendritique de la DA en condition basaldietdée ?

- les altérations neurobiochimiques au niveau deggtions synaptiques dans le CPF

ou le NAc sont-elles liées a des troubles d’autibittibn ? En effet, dans 'ATV et la SNc, la
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DA a une action inhibitrice sur la neurotransmissiaxonale, en se fixant sur les
autorécepteurs RD2. Il est bien défini aujourd’que la décharge neuronale (Bernardini et
al. 1991 ; White et Wang 1984) et la libération ldeDA au niveau des terminaisons
synaptiques (Kalivas et Duffy 1991 ; Zhang et 8094) est régulée en partie par la libération

de la DA au niveau somatodendritique.

C. Evaluation neurobiochimique des autres systemes de

neurotransmission monoaminergique

Au niveau de I'hippocampe, I'augmentation du tawex BDNF observée chez la
progéniture adulte exposée au MDMA en période pedmapourrait étre corrélée a des
altérations neurobiochimiques de la fonction sémoiergique. En effet, le BDNF et la 5-HT
sont deux molécules aux fonctions inter-liees. &lgue le BDNF stimule la survie des
neurones serotoninergiques, la 5-HT exerce un @ensur I'expression du BDNF (Mattson
et al. 2004). Le BDNF permet la différenciation, feintien et la survie des neurones
sérotoninergiques. Les études réalisées in vivim @itro mettent toutes en évidence que
'administration de BDNF entraine une augmentatidlu nombre de neurones
sérotoninergiques, et de leurs marqueurs ainsinguititense arborisation des fibres axonales
(Eaton et Whittemore 1996 ; Zhou et al. 2000 ; Rogee et al. 2002 ; Djalali et al. 2005).
A l'inverse, une diminution du BDNF est associéena perte d'innervation sérotoninergigque
dans 'hippocampe chez la souris agée (Luellenl.eR@07). Réciproguement, un grand
nombre d’études suggere que la neurotransmissiaoséergique exerce un contrdle sur
I'expression du BDNF. L’hypothése la plus répandseque la 5-HT stimule I'expression du
BDNF (Martinowich et Lu 2008). Cependant, certainesclusions sont plus réservées quant
a leffet positif de la 5-HT sur le BDNF (Szapact &a. 2004). Par exemple, des
manipulations pharmacologiques du taux de 5-HT lrété ont mis en évidence que la
régulation de I'expression du BDNF par la 5-HT @dpendante de la région cérébrale. Une
augmentation du taux de 5-HT cérébrale entrainedimenution de I'expression du BDNF
au niveau de I'hippocampe et une augmentation\agaicortical. A l'inverse, une déplétion
de la 5-HT cérébrale induit une augmentation depfession du BDNF dans I'hippocampe

(Zetterstrom et al. 1999). En se basant sur lesltaés de cette étude, nous pourrions
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expliquer 'augmentation de BDNF hippocampale netge chez nos rats MDMA par une
diminution de la fonction sérotoninergique. Danecstructure avait déja été montrée une
diminution du taux extracellulaire de 5-HT vésidtdalibérée sous stimulation a la
fenfluramine (Galineau et al. 2005), soulignant déficit de la neurotransmission
sérotoninergique. Plusieurs hypothéses ont été uiées pour expliquer cette forte
diminution : 1) une réduction de fibres sérotongigue, 2) une baisse de l'activité de la
tryptophane hydroxylase, I'enzyme limitante de\ateése de 5-HT, et/ou 3) une altération
du transport vésiculaire dans I'hippocampe. Ainkiférentes expériences dans ce modele
animal, telles que I'évaluation du taux de tryptapd hydroxylase, de la densité des
transporteurs de la 5-HT, du taux tissulaire owplgtsmique de 5-HT dans I'hippocampe,

pourraient étre menées pour répondre a ces hygasthes

Les systemes noradrénergigues pourraient aussalédrés par I'exposition prénatale
au MDMA. En effet, I'administration aigue de MDMAnduit un fort relargage de
noradrénaline (NA) dans la fente synaptique (Jomnsb al. 1991). Cependant, les
conséquences d'une exposition répétée au MDMA auscdu développement sur ces
systémes sont peu étudiées. Il a néanmoins étértapme diminution du taux de NA dans
I'hippocampe de rats adultes exposés en périodeataie au MDMA (Broening et al. 2001).
Dans notre modele, il n'est pas exclu que I'expmsitprénatale induit des altérations
persistantes des voies noradrénergiques. Par egemaplmodification de la densité des
VMAT2 dans le mésencéphale pourrait en partie taflddes modifications de la
neurotransmission noradrénergiques, puisque ceptoateur n’est pas spécifique de la DA.
La fixation de H]-DTBZ au niveau de I'ATV et de la SNc peut touttant étre un indice la
densité de VMAT?2 situés dans les terminaisons dyaquas de neurones noradrénergiques
issus du locus coeruleus (Hervé et al. 1987 ; Guiérét al. 1995 ; Vertes et al. 1999). De
plus, la diminution du pool de DA libérée sous stiation pharmacologique observée dans le
CPF peut étre en partie la résultante d’'une dinonutle la DA vésiculaire stockée dans les

neurones noradrénergiques.

Ainsi, il reste encore un vaste champ d'études ploesr pour caractériser des
potentielles atteintes a long terme induites pexdosition prénatale au MDMA sur le
systeme seérotoninergique et noradrénergique tamtivaau des corps cellulaires que des

zones riches en afférences.
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IV. Exposition prénatale au MDMA et au MPH : facteu rs de

vulnérabilité dans les maladies neuropsychiatriques ?

Chez I'Homme, le dysfonctionnement des voies dopangiques est impliqué dans
un certains nombres d’affections, comme la malatke Parkinson (DeLong 1990), la
schizophrénie (Goldstein et Deutch 1992) et I'atioic (Hyman et al. 2001). Ainsi, les
altérations dopaminergiques observées dans les dewxiéles d’exposition aux

psychostimulants pourraient avoir une implicatiamslla survenue de ces affections.

A. Hyporégulation du phénotype dopaminergique des n eurones

mésencéphaliques : neurodégénérescence ?

Depuis quelques années, on observe une augmentatiolmmbre d’études sur les
modéles animaux suggérant que la survenue derteftgteurs environnementaux au cours
de la période périnatale et prénatale chez le ton@@mme les expositions a des pesticides,
a la cocaine, une alimentation trop riche en ferl@s infections bactériennes), peut entrainer
une réduction du nombre de neurones dopaminergiouésduire une augmentation de la
susceptibilité de ces neurones a dégénérer au douvieillissement normal ou a la suite
« d’'insultes » ultérieures (Barlow et al. 2007).eUatude récente a mis en évidence que
I'exposition prénatale a la cocaine chez la sopasentialise I'effet neurotoxique de
'administration de MPTP au stade adulte (Lloydakt 2006). Cette étude suggére que
'administration d’'un psychostimulant au cours dmnétres précises du développement
pourrait étre un facteur prédisposant au dévelogpérde la maladie de Parkinson. Cette
maladie neurodégénérative est caractérisée pgvaerteeneuronale intense et progressive des
corps cellulaires dopaminergiques de la SNc, cartsé&ment associée a une perte de

I'innervation dopaminergique au niveau striatal.

Un des résultats les plus importants obtenu datre nwodele d’exposition prénatale
au MDMA est la diminution du nombre de corps celitd TH+ dans I'ATV et la SNc. Il
serait donc trés intéressant de quantifier a diffexr stades du vieillissement le nombre de
corps cellulaires TH+ chez ces rats afin de détemsi I'exposition prénatale au MDMA

induit une réduction stable du nombre de neuroogsminergiques chez I'adulte ou si elle
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entraine I'apparition d'un processus neurodegériétmns les deux cas, il serait intéressant
de tester si I'exposition prénatale au MDMA vulrslige les voies dopaminergiques a un

stade adulte a des effets neurotoxiques, induitexgmple par la 6-OHDA.

De plus, afin de mieux comprendre la mécanistiquée® causes de la perte du
phénotype dopaminergique observée chez les aninhMDKMA, nous pourrions nous
intéresser a d’autres molécules potentiellementigu@es dans les processus dégénératifs
des neurones dopaminergiques. Les études sur lefadies impliguant une
neurodégénérescence dopaminergique ont souligm@lidation de différentes molécules.
L’ a-synucléine est une protéine trés largement exgridans le SNC. Bien que sa fonction
physiologique reste encore mal connue, differegtesles lui attribuent un réle dans les
processus membranaires de libération des neuroteteirs (Abeliovich et al. 2000 ;
Murphy et al. 2000). Il a été montré qu’'une hypaitéton du phénotype dopaminergique
était associée a une augmentation du tawsghucléine (Chu et al. 2007). De plus, cette
relation entre le tauxi-synucléine et I'expression de TH a déja été miseeddence au
niveau des neurones dopaminergiques chez 'lhommeiagi que chez les patients touchés
par la maladie de Parkinson (Goedert 2001). Leepsut phénotype dopaminergique a aussi
été reliée a une diminution de I'expression de N@hu et al. 2002, 2006). Ce facteur de
transcription est tres exprimé dans la SN et 'AlRétterstrom et al. 1996). Il est connu pour
avoir un role essentiel dans la survie et le famtement des neurones DA pendant le
développement (Saucedo-Cardenas et al. 1998), anag dans la régulation du phénotype
et de la fonction du neurone DA chez l'adulte (Bamet al. 2002 ; Le et al. 1999 ; Zheng et
al. 2003). Une diminution de I'expression de ce eg@mtraine une diminution du taux
d’ARNm et de protéine du BDNF et de la TH (Volpicet al. 2007). Ainsi, I'évaluation de
I'expression de b-synucléine et du facteur de transcription Nurrirpait nous donner des
informations supplémentaires pour mieux caracténsgére modele, et rendre compte d’'un
potentiel intérét dans l'utilisation de ce modélexgosition prénatale au MDMA, comme
facteur prédisposant a la survenue de la maladieadiinson. Il est important de noter que
des hypotheses récentes soulignent le fait qum#tadies neurologiques apparaissant avec
'age pourraient étre la conséquence de troublagodéveloppementaux, plutét qu’un

processus strictement neurodégénératif (Basha 20@% ; Barlow et al. 2007).
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B. Dopamine corticale, cognition et schizophrénie

Dans le modele d’exposition prénatale au MDMA, nausns mis en évidence des
altérations neurobiochimiques de la voie dopaminersymeésocorticale chez la progéniture
adulte, que nous avons associées a des troublesngloportement dirigé vers un but, a une
persévérance et un déficit d’habituation, caraséépar un comportement d’exploration
permanent (Koprich et al. 2003 ; Galineau et al0520 Thompson et al. 2009). Ces
comportements anormaux refletent globalement dasbles des fonctions exécutives. En
psychologie, ces fonctions désignent un ensemBlezdsitérogéne de processus cognitifs de
haut niveau permettant un comportement flexibladetpté au contexte. La schizophrénie est
une forme majeure de maladie psychotique caraéeérgar des troubles des fonctions
exécutives. Par exemple, une large majorité dempatischizophrénes montre des difficultés
dans le processus d'initiation de mouvements, &ssacune hyperactivité et a une
persévérance anormale. Ce trouble de la perséwepant refléter une difficulté de transfert
d’attention ou un manque de flexibilité mentale sieficits dans le processus d’évaluation
d’'une situation sont aussi retrouvés dans cettdopiie et peuvent résulter d'un
comportement d’exploration permanent et rendre ¢engpun trouble du comportement
dirigé vers un but (Crow 1980). Ainsi, dans les gled d’exposition prénatale au MDMA,
les troubles comportementaux observés a long teimez la progéniture pourraient étre

rapprochés a certains des symptémes observésashsehizophrenes.

Il est bien établi que les anomalies du systemeuthimergique central jouent un réle
majeur dans la pathophysiologie de la schizophréngéians d’autres maladies psychiatriques
(Carlsson 1977 ; Deutch 1992 ; Di Forti et al. 2007eltzer et Stahl 1976 ; Seeman 1987 ;
Snyder 1976). Pour certains auteurs la réactivitgraale des projections dopaminergiques
de la voie mésolimbique est a l'origine de I'exgien des symptémes psychotiques de la
schizophrénie (Kapur 2003 ; Laruelle et al. 1999our d'autres, les troubles cognitifs
persistants retrouvés chez I'individu schizophresant au moins en partie la conséquence
d’'un hypofonctionnement dopaminergique au niveaCB& (Castner et al. 2000 ; Goldman-
Rakic et al. 2004). L'’hypothése dopaminergique séeide la schizophrénie souligne plutot
I'existence d’'un déséquilibre entre les deux sys®i\bi-Dargham et Moore 2003 ; Guillin
et al. 2007 ; Jarskog et al. 2007 ; Winterer et nbeiger 2004). L’existence de
dysfonctionnements au niveau du CPF dans la sdmigofe a été mise en évidence par des

études de modeles animaux dans lesquelles lesi¢edio CPF ou l'injection de substances
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pharmacologiques entrainent des effets comportememhodélisant certains symptémes de
la schizophrénie. Un de ces modéles est la « pépuhibition » (PPI1) du reflexe de sursaut
provoquée par un stimulus sonore chez le rat (Brafbeyer 1990 ; Swerdlow et al. 1992,
1994). La PPI est la réduction d’'une réponse dsasmirprovoquée par un stimulus sonore
(pulse) par la présence d'un stimulus d'intengits faible (prepulse) quelques millisecondes
avant le pulse (Hoffman et Ison 1980). De nombreustides ont montré que les
schizophréenes présentent une diminution de laBfRff(et al. 1978 ; Swerdlow et al. 1994).
L’implication de la DA corticale dans la schizophiet a été mise en évidence grace a ce
modele : la déplétion de DA par une lésion a |laHID®@ dans le CPF (Bubser et Koch 1994)
ou l'injection locale dans le CPF d’antagonistes &bD1 et RD2 (Ellenbroek et al. 1996)
altérent la PPI chez le rat. Par conséquent, leursca ce test pourrait nous donner de tres
riches informations concernant la relevance fomctedle des troubles neurobiochimiques de
la voie mésocorticale observés chez les animauas®gen prénatal au MDMA.

Il existe de multiples évidences qui suggerent lguschizophrénie a des origines
neurodévelopmentales ; c'est-a-dire que [l'originerais la survenue de processus
pathologiques ou d’agressions cérébrales au caudédeloppement du cerveau bien avant
que la maladie ne se manifeste cliniguement (Mugtagl. 1992 ; Rapoport et al. 2005).
Associés a une contribution génétique assez fétéericon et Weinberger 2005), certains
facteurs environnementaux augmentent le risque @elopper une schizophrénie ou
d’autres maladies psychiatriques (Dean et Murra§520McDonald et Murray 2000 ; Opler
et Susser 2005). L’exposition maternelle a des tagémfectieux est associée a une
augmentation du risque pour I'enfant de dévelojgschizophrénie (Brown et Susser 2002).
La réponse inflammatoire associée a I'élévation emm&lle de cytokines semble étre
impliquée dans le mécanisme reliant ces deux phénesi Une étude prospective a corrélé
une augmentation du taux d’interleukine-8 (IL-8)@urs du second trimestre de grossesse
avec le risque de développement de la schizoph(Bnosvn et al. 2004). En plus de leur réle
immunologique (Curfs et al. 1997), les cytokinestsinpliquées dans les processus de
survie (Yang et al. 2002), de différentiation (Ras et al. 1997) et de synaptogénése
(Gilmore et al. 2004) des neurones au cours duldigpement. Donc, des variations des taux
de cytokines dans I'environnement fcetal peuverraémdr des troubles du développement du

SNC et contribuer au développement futur de traupkychocomportementaux (Romero et
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al. 2007 ; Zuckerman et al. 2003). L’administratiogpétée de MDMA entraine
'augmentation de cortisol (Gerra et al. 2003),det cytokines (Connor 2004). Ainsi, en
réponse a I'administration de MDMA, on peut pengee les méres gestantes déclenchent
une réponse inflammatoire qui induirait une augmrgon de cytokines dans le sang et dans
le compartiment foetal. Il est donc possible quetaséquences a long terme observées dans
notre modele soient en partie la résultante de cégionse maternelle, comme il est suggéré
dans les modeles de schizophrénie. Le dosage dekirms pourrait étre réalisé chez les
meres gestantes, mais aussi chez la progénitufi@@edts stades pré et postnataux.

C. Exposition prénatale au MPH: facteur protecteur contre

['addiction ?

L’addiction est une maladie chronique composée isagfes de rechute pendant
lesquels des comportements compulsifs de rechetathe prise de drogues persistent malgré
des conséquences neégatives. Les substances agklictomme les psychostimulants,
I'alcool, la nicotine ou la marihuana, induisent état de plaisir et de relachement mental,
qui sont des effets contribuant a leur usage rétr€ependant, la consommation répétée de
ces molécules entraine des modifications adaptativeSNC qui sont impliquées dans le
phénomene de dépendance, correspondant au passagaplies consommations a I'abus
(Koobs et al. 1992 ; Nestler 2001). Chez l'animalulge, I'exposition répétée aux
psychostimulants entraine le développement d'unesilsdéisation comportementale
caractérisée par une augmentation progressive adgivité de locomotion (Robinson et
Berridge 2001). Cette sensibilisation serait didioe du développement des comportements
compulsifs de recherche et de prise de droguesadai dépendance de celles-ci (Everitt et
Wolf 2002 ; Covington et Miczek 2001).

Au niveau cellulaire, la sensibilisation comportetaée implique tres fortement la
voie mésolimbique du systeme dopaminergique. Atprs I'induction de la sensibilisation
semble étre sous la dépendance de modificatiortsidomelles au niveau de 'ATV (Vezina
et al. 2002), I'expression de ce phénomeéne se situriveau du NAc (Pierce et Kalivas
1997 ; Vanderschuren et Kalivas 2000), ou la litiénade DA est augmentée de facon
durable a la suite d’exposition répétée (Akimot@letl990 ; Kalivas et Duffy 1990, 1993 ;
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Patrick et al. 1991 ; Robinson et al. 1988). Unest®lisation neurobiochimique est aussi
observée dans le striatum (Paulson et RobbinsoB)1®9nsi, les voies mésolimbique et

nigrostriée semblent toutes deux étre impliquées tiasensibilisation comportementale.

L’administration répétée de MPH, quelque soit laétee d’exposition en période
postnatale, entraine des perturbations des systéemesScompense. Chez l'adulte, une pré-
exposition au MPH entraine une sensibilisation comgmentale manifeste a la suite
d’administration unique de psychostimulants comanedcaine ou I'amphétamine (Crawford
et al. 1998 ; Kuczenski et Segal 2001 ; Brandonakt 2001), potentialise l'auto
administration de psychostimulants (Schenk et Izaser 2002), et augmente la préférence
de lieu conditionnée a la cocaine (Meririnne e2801). De facon uniforme, I'ensemble de
ces études suggere que I'exposition au MPH inchetzde rat adulte une sensibilisation du

comportement de récompense et donc une prédigpoaitiaddiction.

Par contre, chez le rat juvénile, les résultats pars hétérogenes. Bien que certains
auteurs suggérent que l'exposition répétée au MRtie eP20 et P40 vulnérabilise les
systemes de récompense et entraine une prédispaaitiaddiction (Brandon et al. 2001 ;
Torres-Reveron et Dow-Edwards 2005), d’autres déraph une diminution des effets
appétitifs et récompensants de la cocaine au sidhdée, suggérant une hyposensibilisation
des systemes de récompense (Andersen et al. 2088ezon et al. 2003 ; Mague et al.
2005 ; Bolanos et al. 2008, Wiley et al. 2009 ;ttBri et al. 2007). Une des hypothéses
avancées pour concilier les difféerents résultatasdees modeles d’exposition est que
I'administration de MPH pendant I'adolescence (B3%augmente la sensibilité aux drogues
au stade adulte, alors gu’elle la diminue aprés exposition en période pré-adolescente
(P20-P35) (Andersen et al. 2002). Ainsi, en fontile la période d’exposition au cours du
développement postnatal, 'administration de MPEdBposerait ou protégerait I'individu a

I'addiction.

Nous sommes les premiers a avoir mis en évideneel'guposition prénatale au
MPH induit a long terme des altérations neurobimitues des voies mésolimbique et
nigrostriée, caractérisées par une diminution dux tde DA vésiculaire libérée sous
stimulation pharmacologique au niveau du NAc, aggoa une augmentation de la densité
des RD2 dans I'ATV et la SNc, et de la densité RE4 dans le striatum de la progéniture
adulte.
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Comme il a été mentionné précédemment, des matliiitsa neurobiochimiques
transitoires des neurones dopaminergiques dangdeméphale semblent étre a I'origine du
développement de la sensibilisation comportemeriRikrce et Kalivas 1997). Les épisodes
de sevrage aprés une exposition répétée aux psiyoht@nts produisent une augmentation
de I'activité basale des neurones dopaminergigad®dV qui semble étre le résultat d’'une
hyposensibilisation des RD2. En effet, I'activatidas RD2 au niveau somatodendritique
inhibe la décharge neuronale (Grace et Bunney 193tje diminution de la sensibilité des
RD2 est transitoire, mais est néanmoins nécesaaim@éveloppement de la sensibilisation
comportementale aux psychostimulants. Ainsi, le2 RD niveau du mésencéphale sont des
acteurs principaux dans le développement du proseds sensibilisation. Il est cependant
intéressant de noter qu'une diminution de [l'acfivitcellulaire par [Iactivation
pharmacologique des RD2 des neurones dopaminegyduwenésencéphale est associée a
une résistance a développer un comportement d@i®msle rat observée dans un test d’auto-
administration a la cocaine (Marinelli et White QD0 Ainsi dans notre modéele,
'augmentation de la densité des RD2 observée aanidu mésencéphale pourrait étre le
reflet d'une modification neuroadaptative induiter pexposition prénatale répétée de MPH,
qui pourrait conférer a ces rats une plus grandastelice au développement d'une

sensibilisation comportementale.

L’expression de la sensibilisation comportementag¢ sous la dépendance des
modifications neurobiochimiques de la neurotransiois dopaminergique pré- et
postsynaptique observées dans le NAc et le striatiradministration aigue de
psychostimulants entraine 'augmentation du taulbdeextracellulaire au niveau des zones
riches en afférences dopaminergiques. Cette augtmmtde DA extracellulaire est
potentialisée dans le NAc et le striatum a la suiée traitements répétés a différents
psychostimulants (Kalivas et Pierce 1997). De plles, blocage de la transmission
dopaminergiqgue mésoaccumbale réduit leurs effédsigmentation de la neurotransmission
présynaptique a la suite d’expositions répétéea eotaine peut étre la résultante d’une
augmentation du taux de DA disponible dans lescuéess de libération, d’'une diminution du
taux de recapture de la DA de la fente synaptiqars ie milieu intraneuronal (Farfel et al.
1992 ; Pilotte et al. 1994 ; Wilson et al. 1996Jpe d’une augmentation de I'activité de la
TH (Masserano et al. 1996 ; Zhang et Angulo 198@&ns notre étude, une diminution du
taux de DA vésiculaire a été mis en évidence aeanivdu NAc de la progéniture adulte
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exposee en prénatal au MPH. De plus, dans desséamdérieures réalisées sur le méme
modele d’exposition, une augmentation de la demsitBAT avait été montrée au niveau du
NAc et du striatum (Galineau 2005). Ainsi, ces l&ts tendent a montrer que I'exposition
prénatale au MPH induit a long terme une diminutden la transmission présynaptique
dopaminergique, qui pourrait étre le reflet d’'urogassus d’hyposensibilisation des voies
impliquées dans le systéme de récompense, misaea phr le cerveau en développement et
encore présent au stade adulte. Une étude compmntalm réalisée dans des travaux
antérieurs (Galineau 2005) sur le méme modele d'skpn appuie cette hypothéese
puisqu’elle met en évidence une diminution tresangmte de la préférence au saccharose
chez des rats males adultes exposés en périodatgdeemu MPH (E13-E20). Il est bien
établi que la voie mésolimbique est tres impliqdéaes la régulation du comportement de
récompense dans les réponses tant aux droguessdigbaux récompenses naturelles (Di
Chiara et North 1992 ; Kelley et Berridge 2002 bRios et Everitt 1996 ; Wise et Bozart
1987). En effet, une solution sucrée a des effppetitifs ou récompensant qui activent le
systeme dopaminergique mésolimbique chez le ratigl al. 2002 ; Hajnal et Norgren
2001). Des lésions de cette voie bloquent la peéfég naturelle au saccharose (Shimura et
al. 2002). Ainsi, une diminution de la préférencesaccharose peut refléter une diminution

de la réceptivité ou une hyposensibisation deitahiaux effets recompensants.

Une sensibilisation neurobiochimique a aussi étd&emen évidence au niveau
postsynaptique chez des rats au phénotype addouif présente une sensibilisation
comportementale), caractérisée par une diminutiotadx des RD1 dans le striatum (Farfel
et al. 1992 ; Kleven et al. 1990 ; Moore et al. 399sukada et al. 1996). Ainsi, il semble
gu’une diminution de la disponibilité des RD1 pape aux processus d’addiction. De plus,
'implication des RD1 dans ce phénotype est mise édence dans des études
pharmacologiques démontrant que le prétraitementigs agonistes des RD1 réduit I'auto-
administration de cocaine, et 'administration démonistes 'augmente (Koob et al. 1987 ;
Corrigall et Coen 1991 ; Caine et al. 1999). De méies agonistes des RD1 atténuent
I'envie de consommer de la cocaine a la suite decpposition (Alleweireldt et al. 2003).
Ces résultats suggerent que ces récepteurs odtaimhibiteur dans la prise de cocaine. Des
études suggérent méme que l'induction d’'une augmient de la signalisation de ces
récepteurs pourrait étre utilisée dans le traiténtgenl’addiction (Self et al. 1996, 2000).
Dans notre étude, la densité des RD1 dans leuwstriast retrouvéee augmentée chez les rats
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exposes en prénatal au MPH et pourrait donc repigsen marqueur de I'effet protecteur de
I'exposition prénatale au MPH contre le développeimde sensibilisation menant a

I'addiction.

Ainsi, nos résultats suggerent que l'expositionnptéle au MPH induit une
hyposensibilisation a long terme des voies implkeguéans les systemes de récompense.
L’administration de MPH pendant une période du t¥pmement trés précoce serait un
facteur de protection, plutdt qu’'un facteur de uisgcontre le développement d’addiction au
stade adulte. Pour confirmer notre hypotheserdisaécessaire de réaliser sur la progéniture
adulte exposée au MPH en prénatal, une série de tesnportementaux permettant
d’évaluer plus spécifiquement les réponses compameales aux effets appétitifs ou
récompensants et renforgant de la cocaine par dgedgns des tests de conditionnement de
lieu et d’auto-administration. De plus, il est nesare de continuer la caractérisation

neurobiochimique des systémes dopaminergiquessianiamaux.

Conclusion

Nous avons démontré que I'exposition prénatale &M¥ ou au MPH induit des
altérations neurobiochimiques des systemes dopagnjes. Bien que ces deux molécules
fassent partie de la classe des psychostimulantpu’etles aient en commun d’induire
'augmentation de DA dans la fente synaptique,daxamséquences a long terme a la suite
d’'une exposition prénatale sont difféerentes. Le M®Mduit une diminution du phénotype
dopaminergique au niveau du mésenceéphale et affémfiquement la voie mésocorticale au
stade adulte. Le MPH administré en prénatal erdrafiunant a lui, des modifications au
niveau de la voie mésolimbique. Ces résultats segyeque l'exposition a ces deux
psychostimulants au cours d’'une période précocdédloppement altére les fonctions de
ces systemes dopaminergiques, pouvant induirerdeslés comportementaux. En parallele,
ces altérations peuvent modifier la sensibilité de=urones dopaminergiques a des
expositions futures a différents stimulants ou qagis les ayant pour cible. Bien qu’il soit
difficile d’extrapoler les résultats obtenus surdea ’lhomme, nos modeles animaux peuvent

servir a orienter les recherches cliniques et @iprées conséquences a long terme que
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peuvent produire I'administration de ces psychoskamts au cours du développement. De
plus, ils pourraient nous permettre d’appréhendemhécanismes potentiellement impliqués

dans I'apparition de maladies neurodéveloppementaleneurodégénératives.
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Abstract

3,4-methylenedioxymethamphetamine or MDMA (ecstas\g synthetic illicit drug
which is widely consumed throughout the world. Dalmyse during pregnancy may have an
impairing effect on the progeny of drug-abusing Ineo$. The purpose of the present study
was to assess the effect of prenatal MDMA exposuar¢ghe progeny development, using a
rat model. Pregnant animals were injected daillWwWiDMA (10 mg/kg) between the 13
and 28" day of gestation. Male and female pups were thsted throughout the lactation
period on the appearance and improvement of pHysicd sensory motor parameters.
Appearance of some physical features (eyes opeamdgncisor eruption) and neurological
reflexes as well as improving performances in riegageotaxis, gait and inclined board
tests were delayed in pups prenatally exposed taviDrompared to saline pups. In
contrast, functions that are necessary for survewalh as forelimb reflex (that enables
suckling) were present in both groups. At four week age, MDMA animals recovered to
normal level in all studied parameters. The delayphysical and neurological reflexes
development could be interpreted as alterationmaturation of some neuronal circuitries

induced by prenatal MDMA exposure.

Section: Sensory and Motor systems.
Keywords: 3,4-methylenedioxymethamphetamine; Neeinalioral development; Prenatal

exposure; Reflex.
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1. Introduction
The use of 3,4-methylenedioxymethamphetamine (MDMéstasy) is constantly increasing
among young adults (Parrott, 2002; Banken, 200dnston et al. 2007 onsequently, there
is a sensible risk of fetal exposure, all the newes 80% of pregnancies among women who
consume MDMA araunplanned (Ho et al., 2001). The few available ismithave reported
that infants exposed to MDMA in utero had signifitg higher incidences of congenital
defects (McElhatton et al. 1999, Draper et al. 2008wus, determining whether MDMA
influences neurodevelopment of a child is stillriéical public health issue. Interpretation of
clinical data is difficult because women using MDMlring pregnancy are often multiple
drug users (Ho et al, 2001; Gouzoulis-Mayfrank Bradimann, 2006). In addition, numerous
preparations may be sold as MDMA or as Ecstasydbunot exclusively contain MDMA
(Cole et al. 2002; Tanner-Smith, 2006). Therefstadies from animal models appear to be
necessary to evaluate strict effects of prenataMAZexposure on pups.

MDMA administration results in a massive immediediease of serotonin (5-HT),
dopamine (DA) and norepinephrine (NE) and subsetjenduces 5-HT depletion in
multiple brain regions (Lyles and Cadet, 2003; Gskieand Yamamoto, 2007; Verrico et
al. 2007). As monoaminergic systems have a key ileegulating brain development
(Bennett-Clarke et al., 1994; Brezun and Dasz8891Cases et al., 1996; Levallois et al.,
1997; Levitt et al.,, 1997), exposure to MDMA duripgenatal life may affect fetus
maturation and have long-term consequences onutiidns regulated by these systems.
Indeed, it has already been demonstrated some braimbaminergic systems alterations
(Galineau et al., 2005; Koprich et al., 2003; Womle 2002, Lipton et al., 2008) as well as
behavioral modifications (Thompson et al. 2009; iGau et al. 2005) in adult rats

intoxicated in prenatal period to MDMA.
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Some of these long-term modifications could beteelato alterations occurring
during the early postnatal development period. éaglat has already been reported that
prenatally MDMA-exposed rats showed a two-fold éase of whole brain levels of 5-HT
at birth (Galineau et al. 2005) and a decreasé&enXA metabolite homovanillic acid on
postnatal days (P) 3, persisting through P21 instini@atum (Koprich et al. 2003). Based
upon these studies, we hypothesized that theseficaitins of monoaminergic systems in
neonate rats produced by prenatal MDMA exposure ldvdead to neurobehavioral
alterations during the pup’s postnatal development.

Therefore, we explored the consequences of a ahemministration of MDMA to
pregnant rats on the postnatal development of firegeny by neurobehavioral evaluations
which are widely used to examine the potential o&xicity of drugs. We chose to expose
pregnant rats to MDMA from the 3o 20" gestational day. With regard to human brain
development, this corresponds approximately topiweod from the second month to the
end of the first half of pregnancy which is chaesiced by the appearance and
establishment of DA and 5-HT system brain (Herlsramd Lagercrantz, 2004; Sundstrom
et al. 1993). The administered dose, i.e. 10 mgég/referred to the method of interspecies
scaling allowing estimating it equivalent to thated by humans (Lin, 1998). Postnatal
development is reflected among others by maturatibmeurological reflexes, physical
development and motor coordination, which are allinmarks of nervous system
development (Altman and Sudarshan, 1975). We dightihe physical development and

the sensory-motor maturation with a Fox’s battetgmed for rats (Fox, 1965).

2. Results

2.1. Litter characteristics:
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MDMA exposed rat dams gained less weight than satiams from G13 to G20
(t20=12.96, p=0.004). When saline dams weight incredse®5% during the treatment
period, weight of MDMA dams increased only by 14&fong the seven females treated
with MDMA, two aborted or were not pregnant, whit#l NaCl females gave birth.
Nevertheless, there was no significant effect ofermal MDMA administration on average
litter size and on gender distribution, neitherpimps body weight at birth (Table 1). No

gross malformations were observed in pups froneettteatment group.

2.2. Postnatal maturation

2.2.1. Physical development

As shown in Table 2, the day of apparition of phgkcharacteristics in rats from the
MDMA group was delayed. A two-way ANOVA in salinecaMDMA groups indicated a
main effect of prenatal exposure on eyes openinggfE2.92, p=0.001) and on incisor
eruption (k20=9.00, p=0.007), but no effect of gender and prEnexposure X gender
interaction. Duncan post hoc comparisons revealesigaificant delay with males and
females exposed to MDMA compared to controls ingpparition of eyes opening and only

with males in the incisor eruption.

2.2.2. Reflexes and motor development

Limb grasp and crossed extensor reflex

A two-way ANOVA on appearance of hindlimb grasplegfin saline and MDMA
groups indicated a main effect of the prenatal syp® (Fr »=20.1, p=0.0002). Since this
main effect includes both sexes, a posteriori comapa was used to investigate whether an
effect of prenatal MDMA exposure is maintained mthbmale and female pups. Actually,

hindlimb grasp reflex was delayed in both gendénstthermore, it was revealed that
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prenatal exposure had a significant effect on tkersor reflex (F2=12.12, p=0.002).
When this effect was investigated for each geritierdelayed appearance of this reflex was
only significant in female pups. No significant maffect of the prenatal exposure was
observed on the appearance of forelimb grasp reflegre was no main effect of gender or
gender X prenatal exposure interaction in the Ihatldlimb and forelimb grasp reflexes as

well in extensor reflex. Results are shown in Table

Righting reflex
A three-way (prenatal exposure X gender X postraeg] with repeated measures on
the last factor) ANOVA on righting reflex in botlal;e and MDMA groups revealed a
postnatal day effect (k246=11.18, p<0.0001), but no effect of prenatal expesund gender
or prenatal exposure X gender interaction, showira the time needed by the pups to
achieve the righting reflex decreased with age wildifference between groups (data not

shown).

Negative geotaxis

Results of negative geotaxis are presented in Taldad in Fig. 1. Appearance of
this reflex (20° and 45°) was significantly later pups prenatally exposed to MDMA
compared to normal pups (main prenatal exposurectkeffq »=9.45, p=0.006 and
F1.=7.41, p=0.013, for 20° and 45° respectively). Whttis effect was analyzed
individually for both genders, differences in 2@fted board reached the statistical limit for
males, whereas in 45°-tilted board a significarlaglevas only observed for females. No
main effect of gender or prenatal exposure X gemderaction was revealed (Table 2).

To assess the evolution of performance in negajeetaxis reflex, a three-way

ANOVA with repeated measures on postnatal day wa®pned. On 20° negative geotaxis,
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a main effect of prenatal exposure £&9.45, p=0.006) and postnatal days 4F20.82,
p<0.0001) as well as a prenatal exposure X postdatainteraction (fFs=3.80, p=0.007)
were revealed from P7 to P11 (Fig. 1A). Similautesswere found in 45° negative geotaxis
performance from P10 to P15, with a main effegpr@hatal exposure {ks=6.47, p=0.020)
and postnatal days {5=19.58, p<0.0001) as well as a prenatal exposupmstnatal day
interaction (5 9=4.50, p=0.001) (Fig. 1B).

Subsequent ANOVA realized for each day indicatednan effect of prenatal
exposure only at P8 {=20.06, p=0.0002) in 20° negative geotaxis, whi@s waintained
for both the male and the female groups. In theesamnner for 45° negative geotaxis,
MDMA animals displayed lower performance at P11 &i® (main prenatal exposure
effect: R »=11.78, p=0.0026 and;k=13.57, p=0.0015, respectively), with a significanc
sustained for both the male and female groups. Ninneffect of gender or prenatal
exposure X gender interaction was revealed for eaghin the two paradigms of negative

geotaxis.

Inclined board test

From P10 to P28, improvement in inclined board tests lower in animals
prenatally exposed to MDMA. A three-way ANOVA ongha before falling indicated a
main effect of prenatal exposure; ¢=20.55, p=0.0002) and postnatal days14562.73,
p<0.0001) and also a prenatal exposure X postdata interaction (Fr4=2.21, p=0.037).
Subsequent two-way ANOVA performed on each day stba main effect of prenatal
exposure at P11 {F~=13.03, p=0.001), at P12 (k~=22,66, p=0.0001), at P13,(}5=8.21,
p=0.009), at P14 ¢(=12.50, p=0.002), at P17 (k=5.42, p=0.030) and at P21, ((~4.37,

p=0.049). Further indications concerning the efembserved in each gender can be found
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on the Fig. 2. No main effect of gender and prdnex@osure X gender interaction was

displayed.

Gait

A two-way ANOVA on the appearance of gait reflexsaline and MDMA groups
showed a main effect of prenatal exposure4F6.35, p=0.020), but no effect of gender and
prenatal exposure X gender interaction. Post hogpenisons revealed a significant delay
on the appearance of gait reflex only for the méledle 2).

From P10 to P19, a three-way ANOVA on gait reflexealed a main effect of
prenatal exposure {f=10.23, p=0.004), and postnatal days(f=11.37, p<0.0001). No
gender effect and no interaction was observed. éyuent ANOVAs for each day indicated
that animals prenatally exposed to MDMA took sigmaihtly more time to move out of the
circle than controls at P10 and P12 (main preretpbsure effect respectivelyi r=8.00,
p=0.011 and F;4=5.19, p=0.034). When prenatal exposure effectamasyzed individually
in both genders, it was only statistically sigraint for male groups at P12. Results are

presented in Fig. 3.

3. Discussion

The vulnerability of the developing brain to toxmsults is dependant on the drug and
on the stage of development of the potential tapggan or system. Damage to a particular
structure in the circuit or to connecting pathwaysthe developing nervous system can
produce structural and functional changes thatlr@swehavioral alterations (Costa et al.
2004; Ricceri et al. 2007).

In this study, we showed that prenatal MDMA expesynroduced a retarded

neurobehavioral development in pups, which wasattarized by delayed appearance of
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physical features (eyes opening and incisors emptand some neurological reflexes
(hindlimb grasp and crossed extensor reflex), apddbarded sensorimotor development,
assessed by negative geotaxis, gait reflex anshettboard performance.

The normal motor development of limbs follows atresaudal gradient in which
forelimb placement and grasp precedes hindlimbssidlitman and Sudarshan 1975). From
a functional point of view, the early maturationfofelimb coordination can be related to
the vital necessity of locating and maintaininguakding station (Altman and Sudarshan,
1975); forward progression is not essential atghage of development, as the mother tends
to retrieve the young. In our study, although fiondl grasp reflex was similar in both
MDMA and saline pups, the appearance of hindlimbdamceflex (hindlimb grasp, crossed
extensor) was retarded in animals prenatally expts®dDMA. Thus, prenatal exposure to
MDMA caused a delay of the rostro-caudal maturatisnthout affecting forelimb
coordination. Therefore, no delay in the charastes essential to vital function was
observed.

As unlearned responses to gravitational cues, iveggeotaxis and righting reflex
are considered diagnostic of vestibular and/or poopptive function (Motz and Alberts,
2005; Ronca and Alberts 2000). There was no difiezdan righting reflex between normal
and MDMA pups, whereas the appearance of negadeéagis behavior was significantly
delayed in MDMA animals. Interestingly, the neureelepmental profile of negative
geotaxis can be overlaid on that of gait reflex aihivas delayed in the same manner.
Improvements in these two reflexes were slowerath bmale and female MDMA pups as
measured by the time needed to achieve the re&fait.reflex was slower at day 12 and 45°
geotaxis at days 11 and 12. However, from the érldeosecond postnatal week, differences
between saline and MDMA groups disappeared in befllexes. Thus, sensory and motor

reflexes were altered by prenatal MDMA exposuré timated pups showed a total recovery
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that could be due to high degree of plasticity ebmatal rat brain (Vaccarino and Ment,
2004).

Motor coordination/strength assessed in inclinedrthdest was also reduced from
P11 in male and female rats prenatally exposed ©OMM{ compared to controls.
Performances in this test were still altered a¢e¢hwveeks in MDMA male pups, which only
recovered to normal levels at 4 weeks of age. Thiffirms that deficits found in pups
prenatally exposed to MDMA, are still present ail P&s already shown by Koprich et al.
(2003).

In appearance, our results are inconsistent wighvtbrk of St Omer et al. (1991)
which showed that 2.5 or 10 mg/kg MDMA administet®d gavage during gestation on
gestational days 6-18 did not lead to alterationsaturational parameters (eye opening and
incisor eruption times), surface righting reflexyimming performance, forelimb grip
strength, passive avoidance behaviour, and figumea2e activity, in neonates pups (St
Omer et al. 1991). However, dose, route, periodfesgliency of MDMA administration as
well as the strain used were different between taur studies and could explain these
discrepant results.

MDMA has several actions on the mother and on #tasfthat could explain the
delay in physical and sensory motor developmentmiesl in prenatally MDMA-treated
rats. MDMA administration to adult rats inducesagute and rapid release of 5-HT from
presynaptic vesicles, followed by a decrease infsecbhcentration in brain tissue during the
first few hours following drug administration (L\@eand Cadet, 2003). Neurochemical and
anatomical studies initially reported long-term uetions in markers of 5-HT systems in
adult rats (Commins et al. 1987; Molliver et al909 O’Hearn et al. 1988; Schmidt et al.
1986). As it appears that MDMA is able to reach fisal compartment (Campbell et al.,

2006), and is known to act mainly on 5-HT transpi@riVerrico et al. 2007) that are present
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in rat brain from embryonic day 12 (Zhou et al.0@)) it can be suggested that serotonergic
systems during prenatal period may be affectedctiiyeby this drug. Indeed, previous
studies have already underlined neurochemicalaiters in 5-HT circuits of neonate rats
following prenatal MDMA exposure (Galineau et &005; Koprich et al. 2003). It is well
established that serotonin acts on cerebral maaratcluding myelinisation, neurogenesis
and synaptogenesis (Levallois et al., 1997, Whit#anitia, 2001). Moreover,
serotonergic systems are known to be involved nmmabvestibular function since vestibular
regions receive serotonergic innervations (Cramsaad. 1996; Gil-Loyzaja et al. 1997), in
facial development (Borella et al. 1997) and in dimogeny of sensory and motor reflexes
(de Souza et al. 2004; Vinay et al. 2005). Theeefdhe delay in facial development
characterized by a retarded eye opening and tegpii@n, in vestibular function and motor
maturation found in MDMA prenatally exposed pupfuld be caused by altered
serotonergic system function.

Second, the prenatal MDMA exposure may have améntlaction on the fetus via
the effects induced on the mother during pregnaimdeed, MDMA administration to adult
rat produces vasoconstrictive (Fitzgerald and R&i€4), anorectic (Kobeissy et al. 2008)
and anxiogenic (Gurtman et al. 2002) effects. Themad indirectly be involved in the
altered fetal development since it has been sugddbat in utero hypoxia-ischemia injury,
maternal anorexia or stress can lead to neurodewveotal modifications in pups (Derrick
et al. 2004; Patin et al. 2004). The maternal bodight gain between the 1&nd the 20
day of gestation was 15% decreased in MDMA damsomparison to the saline-injected
females. Similar reductions in maternal weight ga&ve been reported following various
MDMA treatment of pregnant rats (Koprich et al. 30@olado et al. 1997; St Omer et al
1991, Won et al. 2002, Heuland et al. 2008). Thigscal consequence could be due to the

anorectic and/or anxiogenic effect induced by MDNM pregnant rats. However, this
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reduction in maternal weight gain did not produetrichental effects with respect to the
number of pups at birth, their body weight and rtiaieale ratio and did not result in gross
malformations. The administration of MDMA could @l$nduce a dysregulation of the
animal body temperature, this being highly depehdaon the ambient temperature (Green
et al., 2005). Another hypothesis as to the effaetbserved is related to an action on the
mother after the pups’ birth. Administration of MDMtan act on the maternal behavior or
development delay can act on the maternal behaMi@se hypotheses are not exclusive and
would need more investigation.

Whatever the underlying mechanism, we demonstnatteprenatal MDMA exposure
delays the appearance of some physical featuregransiently impairs the acquisition of
reflexes and motor coordination. The delay couldnberpreted as alterations in maturation
of some neuronal circuitries. In the rat, the fRsiveeks after birth constitute the period of
the brain spurt, a critical phase in neurobehaViorauration, which likely corresponds to
the last months of human fetus brain growth (DoglEind Sands, 1973; Bayer et al. 1993).
During this period, successful accomplishment ofmmad brain development under good
conditions may be a prerequisite for subsequemfaatory brain functioning. Thus, it is
still possible that these alterations during pdstindevelopment may have repercussions in

later in life and could be related to some funaiianodifications observed in adulthood.

4. Experimental Procedure

4.1. Animals and protocol of drug exposure:

Timed pregnant Wistar rats purchased from CERJ3érest, France) were received
at the laboratory on gestational day 6 (G6). Ansnalere housed in a temperature-
controlled room (22 £ 2°C) under a 12h light/dasicle (lights on at 6:00 a.m. and off at

6:00 p.m.) and had free access to food and waterg [@xposure was started after an
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acclimatization period of 7 days. The experimemggaup comprised of 7 females which
were subcutaneously injected with 10 mg/kg (z)@thylenedioxymethamphetamine HCI
(MDMA; Sigma Aldrich) per day from G13 to G20. Thentrol group was constituted of 7
females subcutaneously injected with saline (Na8G?) at the same time and within the
same period. Injection sites were varied to mineriacal cutaneous inflammation. Dams
were weighted daily and data were expressed ineperaf weight gain during treatment
period [i.e. (G20 — G13)/G13 X 100]. At the birfaQ), progeny was counted, weighted, sex
typed and culled to 10 per litter.

All procedures described here fully comply with ek legislation on research
involving animal subjects. This research protocdhexed to recommendations by the

European Community Council for ethical Treatmenfnimals (n°86/609/EEC).

4.2. Pup development

The Fox’s battery permits the assessment of noamadlpathological development of
the young rat (Altman and Sudarshan, 1975; Cheeaalétal., 1988; Lubics et al., 2005) and
iIs an index of the cerebral maturation. One mal@ ame female per litter were used in
neurobehavioral tests performed daily from P2 td B2tween 08:30 and 11:00 p.m,
corresponding to the rats’ active period. Thesespugre taken out of the cage to be tested

and returned to the cage with the mother and th&tiers/brothers after each test session.

4.2.1. The maturation of physical characteristics

Observations were made daily to assess maturafigmysical characteristics. The

days the animals presented their two eyes operthair two incisors erupted were noted.

4.2.2. Reflexes and motor coordination tests:
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Limb grasp

The fore- and hindlimbs were touched with a thid, rand the first day of grasping
onto the rod was recorded.

Crossed extensor reflex

The left rear paw was pinched and the animal waemed for the extension of the

right leg. The day of disappearance of this crogsagensor reflex was noted.
Righting reflex

When the neonates are placed supine, they immédtate over their longitudinal
axis to restore a normal prone position (rightiaefiex). This test was carried out daily from
P1 to P13. It was considered to be fully achievéemwthe pups turned 180° around their
longitudinal axis, their four paws being in contadth the plane surface within the observed
120 sec. The time needed to achieve the rightifigxrevas measured.

Negative geotaxis

Negative geotaxis is a postural reaction bringimg @animal in the upright position
when it is placed downwards. In our experiment,rdtgpups were placed on a 20° and 45°-
tilted plane with its head pointing down. The angniaad to turn around and crawl up the
slope for 180° in order to bring their snout upvgaahd climb up the board with their
forelimbs reaching the upper rim. In cases the alsrdid not succeed at this task within the
observed 60 sec, the test was considered negaheeday of appearance of geotaxis and the
time to reach the upper end of the board were decbiThe tests on 20°- and 45°- titled
plane were made daily from P4 to P11 and from H®R1#®, respectively.

Inclined board test

Animals were placed on a wooden board, and thedbwas gradually elevated by
5°. The maximum angle at which the animals couldthtaa position on the inclined board

for 5 sec was recorded daily from P10 to P14 aiRllat P21 and P28.
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Gait
The animals were placed in the middle of a whiteepatircle of 13cm in diameter,
and we recorded the day they began to move outs&eircle with the two forelimbs in less
than 30 seconds. From this day, the time (sec)deenoff the circle was noted daily until

P19.

4.3. Statistical analysis

Percent of body weight gain of pregnant rats, itterIsize as well as the pup body
weight at birth were compared between the MDMA aatine groups using an unpaired
Student’s t-test. Results in appearance of physiodl neurological signs were compared
with a two-way ANOVA (saline vs MDMA exposure X neadnd female). Improvement in
daily performance in righting reflex, negative geas, inclined board test and gait were
evaluated by a three-way ANOVA with repeated meassum postnatal days, while daily
values were compared by subsequent two-way ANOVA. dignificantF value of p<0.05

was obtained, Duncan's test multiple comparisoryarsawas conducted.
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Table 1

Maternal weight gain and litter size.

Prenatal treatment

Saline (n=7) MDMA (n=5)
Dams during pregnancy
Weight gain (%) G13-20 25.1+1.8 14.5 + 2.4
Litter characteristics at birth
Total number of neonates 11.3+x14 12.0+05
Male/female ratio 13+05 11+0.2
Weight (g) 7.55+0.21 7.56 +0.19

Pregnant dams were treated daily with MDMA (10 myy/kr saline from gestational day (GD) 13 to 20.

Maternal weight gain is expressed as a percenthtie ancrease in weight from GD 13 to 20 (i.e. (@0 —

GD 13)/GD 13]x100). The values represent the me&E:M. ** p<0.01, significantly different from daé

(t-test).
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Table 2
Appearance of physical and neurological signs introbd or prenatally MDMA-exposed

male and female rats.

Days of appearance

Male Female

Saline MDMA Saline MDMA
Eye opening 15.140.3 16.2+0.2* 15.340.2 16.0+0.3*
Incisor eruption 9.440.3 11.2+1.0* 9.440.2 11.0+0.8
Forelimb grasp 1.1+0.1 16+04 1.1+01 163
Hindlimb grasp 26+0.2 4.0 £0.4* 26+0.2 4D.4*
Crossed extensor reflex 11.3+05 12.2+04 00y 12.6 £ 0.5**
Negative geotaxis 20° 7.1+£05 9.0+£0.7* 7.330. 8.8+£0.8
Negative geotaxis 45° 10.4 +0.3 11.6+0.6 10064+ 12.0 £ 0.6*
Gait reflex 10.0+0 11.6 +0.7* 10.6 +0.4 11.04

Data represent the mean + S.E.M. days of appeargme8.05, **p<0.01, significantly different fromatine

(Duncan'’s test).

251



Figures

Fig. 1. Effect of prenatal MDMA exposure on dailgrfprmance in negative geotaxis in 20°
(A) and 45° (B) -tilted board of male and femalgpuResults are expressed as the mean
time in seconds to achieve this reflex £+ S.Edp<0.05;aa p<0.01 significantly different
from male saline grougy p<0.05 significantly different from female saligeoup (Duncan’s

test).

Fig. 2. Effect of prenatal MDMA exposure on dailgrfprmance in the inclined board test of
male and female pups. Results are expressed asndlam angle + S.E.Ma p<0.05
significantly different from male saline groub,p<0.05,bb p<0.01 significantly different

from female saline group (Duncan’s test).

Fig. 3. Effect of prenatal MDMA exposure on dailgrfprmance of gait reflexes of male and

female pups. Results are expressed as the meamtseeond to achieve this reflex + S.E.M.

a p<0.05 significantly different from male salineogp (Duncan’s test).
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(A)

70 1 —e— saline male
aa —e —mdma male
saline female
mdma female

(o2}
o

Time (sec)
P a1
o o

w
o
1

20 -
10 - S
S
0 : , 'S
P6 P7 P8 P9 P10 P11
Postnatal days
(B)
707
—— Saline male
601 o -—¢ = mdma male
saline female
mdma female
50
3
2 40
)
S
— 301
207 I
10 A
==
0 , : ‘ , ,
P9 P10 P11 P12 P13 P14 P15

Postnatal days

253



Figure 2

60 - —_—— Saline male
—e — mdma male T
saline female
55 -
mdma female Al\é[
D
50 - ” ~ l
7
(o)) a
g 45 _ . 7
Q
5 : Y
< 40 7 a
V l ,/ f
e
- - L
—
r a bb a ab
30 - ab
// // //
25 7/ 7/ 77
P10 P11 P12 P13 P14 P17 P21 P28

254

Postnatal days



Time (sec)

307

25

20

157

107

Figure 3

—e— Saline male

—e — Mdma male
saline female
mdma female

P10

P12

P14
Postnatal days

P16 P18

255



256



- 135 “1: _ Instituts "I
IFR . . Emilie HEULAND weraiases I !nserm
- Effets de I'exposition prénatale au MDMA R
(, il (« Ecstasy ») ou au méthylphénidate sur les syster ,
PUCVL . . UNIVERSITE
o, dopaminergiques chez le rat adulte. S

Résumeé

L’Ecstasy (MDMA) et le Méthylphénidate (MPH) sorgsipsychostimulants qui agissent sur
les systémes monoaminergiques. L’exposition prémaaces molécules peut affecter |es
processus de maturation cérébrale et induire dets&f long terme sur le fonctionnement|de
ces systémes. Notre étude a consisté en I'expboraties voies nigrostriee gt
meésocorticolimbique du systeme dopaminergique deszrats adultes exposeés en prénatal au
MDMA ou au MPH, par la quantification de marquewta développement et de |la
neurotransmission dopaminergique. L'exposition @ia@e au MDMA induit des altérations
au niveau du mésencéphale et des projections méisates impliquées dans les fonctions
exécutives, et n'a peu ou pas d'effet sur les vaoigsostriee et mésolimbique. A linverse,
'exposition prénatale au MPH entraine des modifices de ces deux voies, tres impliquees
dans le comportement de récompense. Ces résuttaligrent les effets sexe-dépendants
et/ou région-spécifiques de I'exposition prénataldMDMA ou au MPH.
Autoradiographie ; BDNF; Dopamine; MDMA; Méthykhidate ; Microdialyse
Neurogéneése ; Préférence de lieu conditionnéecataine.

Abstract

Ecstasy (MDMA) and Methylphenidate (MPH) are psytimulants that act op
monoaminergic systems. Prenatal exposure to thegs dhay affect the brain maturation and
induces long-term effects on the functioning ofstheystems. The present study was designed
to explore the dopaminergic pathways in adult eposed to MDMA or MPH during
prenatal period. Neurochemical evaluations of refgratal and mesocorticolimbic pathways
were performed by quantification of vesicular DAide and DA markers, such as tyrosine
hydroxylase, DA transporters and receptors, in tleeve endings and body cells |of
dopaminergic neurons. Prenatal exposure of MDMAuaes specific alterations in the
midbrain and in the mesocortical dopaminergic pigas with a higher vulnerability i
female progeny and has little or no effect in miesibic and nigrostriatal projection
Inversely, a prenatal exposure to MPH led to stmadtalterations in these two dopaminergic

=)

U)

pathways hightly involved in rewarding process. Séhéndings underlined for the first time a
basis for sex- and/or region-selective effectsrehptal MDMA or MPH exposure.
Autoradiography ; BDNF ; Cellular proliferation ; @hditioned Place Preference |;
Dopamine ; MDMA ; Methylphenidate ; Microdialysis.
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