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« On peut étre poéte dans tous les domaines :
il suffit que l'on soit aventureux et que l'on aille a la découverte. »
Guillaume APOLLINAIRE

A mon grand-pére...
Les étoiles ne sont pas éternelles, mais toujours elles brillent,
stellant le ciel de ce monde ou d’ailleurs.
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Préambule

a premiere tache d'un jeune chercheur débutant un travail de

theése est de définir son objet d’étude. Si cette étape préliminaire

peut s’avérer étre une formalité dans certains cas, elle se
complique des lors que I'étude porte sur une maladie psychiatrique, en
particulier la dépression, de par I'absence méme de consensus quant a
sa nature, voire a son existence en tant qu’entité pathologique distincte,
puisque ce trouble peut revétir autant de formes différentes qu'il existe
de patients.

Les maladies psychiatriques, et leurs manifestations comportementales
parfois singulieres, ont de tout temps a la fois fasciné et effrayé. Fasciné
parce qu’elles nous renvoient a une part de nous-mémes. Nous avons
tous, a un moment de notre vie, été déprimés, anxieux, méfiants ou en
proie a des hallucinations, méme bénignement. Effrayé parce qu’elles
échappent souvent a la notion de rationalité, aux limites plus aisément
définissables entre le normal et le pathologique des troubles purement
somatiques. C'est en partie cette frontiere entre la normalité et
I'anormalité qui rend la définition et 1'étude des maladies
psychiatriques si difficiles, mais aussi I'apparente absence de causes
directement assignables a leur apparition. Pour autant, il est nécessaire
de pouvoir définir ces maladies, afin de les comprendre, de les classer,
pour pouvoir les diagnostiquer et les soigner.

La dépression majeure fait partie des troubles psychiatriques les plus
répandus, et bien qu’elle soit 'une des principales causes d’invalidité et
I'un des plus sérieux probléemes de santé dans le monde, les
mécanismes neurobiologiques a la base de la physiopathogénie et du
traitement de la dépression majeure demeurent méconnus. Au-dela des
facteurs psychosociaux souvent a l'origine de I'apparition de la maladie,
de nombreux mécanismes neurobiologiques sous-tendent son
étiopathogenése, comme un déséquilibre de la neurotransmission
monoaminergique, une perturbation de l'axe du stress, ou une
altération de la neuroplasticité. Si I'implication de ces processus dans la
physiopathogénie de la dépression majeure fait consensus, ils ne
suffisent pas a expliquer I'ensemble des troubles observés chez les
dépressifs. De multiples pistes ont été étudiées, en particulier celle d'un
déséquilibre de certains neuropeptides. Ces derniers sont plus d’une
centaine dans le cerveau, et d’autres restent encore a découvrir. Parmi
ces neuropeptides, les orexines, de par leurs effets physiologiques et
comportementaux remarquables, pourraient participer de maniere
importante aux troubles associés a la dépression majeure, voire en étre
un facteur étiogénique. De fait, un nombre grandissant d’études
s'intéresse particulierement aux liens entre ces neuropeptides et les
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troubles dépressifs, avec cependant de nombreuses contradictions, et
des questions qui restent en suspens quant a 'importance des orexines
dans physiopathogénie de la dépression majeure. Ce travail de these
avait donc pour objectif d’étudier précisément le role du systéeme
orexinergique dans la dépression majeure, dont nous avons documenté
chacun des aspects dans partie Introduction.

Pour réaliser nos objectifs, nous avons utilisé le stress chronique
imprédictible modéré chez la souris, un modele de dépression majeure
chez l'animal qui permet de reproduire le role des stress socio-
environnementaux dans l'apparition d'un épisode dépressif. Nous
avons dans un premier temps examiné I'implication des orexines dans
les états dépressifs en étudiant les effets du stress chronique et d'un
antidépresseur sur l'activation du systeme orexinergique. Etant donné
que les troubles du sommeil font partie des symptémes les plus
communément observés chez les individus dépressifs, et que des
privations de sommeil peuvent avoir des effets antidépresseurs, nous
avons ensuite tenté de savoir si le systeme orexinergique pouvait sous-
tendre ces processus, en analysant l'effet de privations partielles de
sommeil sur l'activation des neurones a orexines chez des souris
soumises a un protocole de stress chronique. Enfin, nous avons
directement étudié I'importance de la neurotransmission orexinergique
dans les mécanismes physiopathogéniques de la dépression majeure en
étudiant, chez des souris exposées a un stress chronique, I'effet du
blocage pharmacologique du systeme orexinergique sur le
comportement, I'axe du stress et la neurogenese hippocampique.
L’ensemble de ces données sera présenté dans la partie Résultats.

Ces travaux nous ont permis de mieux comprendre quel pouvait étre le
role du systeme orexinergique dans les états dépressifs, et de pouvoir
enrichir nos connaissances, a la fois sur les orexines, sur la dépression
majeure, et sur le lien qui semble unir ces deux entités. A I'aune de ces
résultats, de nouvelles hypotheses apparaissent, et avec elles de
possibles nouvelles avancées thérapeutiques. Le fruit de cette réflexion
sera présenté dans la partie Discussion.
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Introduction La dépression majeure

1. La dépression majeure

ctuellement, la dépression est définie comme étant une maladie

mentale caractérisée par une altération de I'état thymique, une

humeur triste avec souffrance morale, ralentissement
psychomoteur, lassitude et découragement!. Cette définition, imparfaite
mais assez large pour englober les différentes variantes que la maladie
peut revétir, ne reflete cependant pas véritablement la gravité de cette
affection. Depuis plusieurs années, le mot « dépression» (et ses
déclinaisons) est en effet de plus en plus usité par les médias. Si 'on ne
peut qu’étre satisfait de la vulgarisation du concept de trouble dépressif
qui participe a son acceptation d'un point de vue médical, se posent en
revanche les questions de la pertinence de 'usage qui en est fait, et de la
réelle compréhension de son concept par le public. La dépression n’est
pas a confondre avec la simple déprime ; c’est une véritable maladie qui
revét de multiples formes et dont la guérison nécessite souvent un
traitement lourd, avec a la fois une prise en charge médicamenteuse (a
base d’antidépresseurs) et psychothérapeutique.

Si 'on peut admettre aujourd’hui qu’il existe un relatif consensus pour
définir la dépression majeure, cette maladie psychiatrique fit 'objet de
trés nombreuses interprétations au cours des siecles. Le mot
dépression dérive du latin depressio (« abaissement, enfoncement »)2.
Historiquement, le mot dépression en tant que trouble psychologique
fit pour la premiere fois son apparition au milieu du XVIIe siecle sous la
plume de I'historien anglais Richard Baker, en référence a une personne
souffrant de « grande dépression de l'esprit» («great depression of
Spirit »)3. Mais cette affection a toujours existé, et bien avant la
naissance de ce terme dans la littérature, la notion de dépression en
tant que « maladie » fut déja décrite dans I’Antiquité. Dans I’Ancien
Testament, le roi Saiil fut décrit comme souffrant d’'un trouble que I'on
pourrait qualifier a posteriori de dépression, avant de se suicider.
Cependant, le trouble dépressif n’a pas toujours été considéré comme
séparé des autres maladies mentales. On ne peut donc pas s’intéresser a
I'Histoire et a 'étiologie de la dépression sans aborder I'Histoire de la
psychiatrie elle-méme. En effet, la maniére d’appréhender la dépression
au cours de I'Histoire est intimement dépendante de la maniere dont

1 Dictionnaire critique des termes de psychiatrie et de santé mentale, sous la direction
de Simon-Daniel Kipman (2005), Editions Doin, 479p.

2 Dictionnaire de I'’Académie frangaise, Neuvieme Edition (1992)

3 Chronique des rois d’Angleterre, depuis le gouvernement des Romains, jusqu’a la mort
du roi Jacques (1641)
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étaient appréhendés la science, le comportement humain et les troubles
mentaux au cours des siecles.

Au cours de la Préhistoire, il est probable que les maladies mentales
aient été vues comme des manifestations de possession par des forces
surnaturelles. Des cranes humains datant du Néolithique ont été
retrouvés portant des traces de trépanations, seul moyen de faire sortir
les esprits malins qui occupaient I'h6te. Pour les grandes cultures
anciennes telles qu'Egyptienne et Mésopotamienne, les causes de ces
étranges maladies oscillaient entre explications naturelles ou
surnaturelles. Les médecins et philosophes de I'époque classique de la
Grece Antique tenterent d’expliquer les phénomeénes physiques et
psychologiques avec une approche plus scientifique. Au Ve siécle avant
Jésus-Christ, Hippocrate (460-370 avant J.-C.) développa la théorie des
humeurs, fondée sur la cosmologie des quatre Eléments d’Empédocle
(490-435 avant J.-C.). A chaque Elément correspondait une qualité, une
humeur corporelle et un tempérament, les maladies provenant d’'un
déséquilibre des fluides (Figure 1). Il fut probablement le premier a
décrire et nommer la dépression comme une entité distincte due a un
exces de bile (kholé) noire (melas) : la mélancolie (« Si la crainte ou la
tristesse persévere longtemps, cela tient a la mélancolie. »)1. Pour guérir
de cette maladie, il fallait donc administrer un traitement qui renforgait
les qualités opposées a celles qui étaient en exces.

Bile jaune
Feu
Chaud Sec
Sang £ Air Bile noire
Humide Froid
Eau
Lymphe

Figure 1. Théorie des humeurs élaborée par Hippocrate et fondée sur la
cosmologie des quatre Eléments d’Empédocle. Un excés de bile noire entraine la
mélancolie, une maladie dite « froide et séche ».

1 Aphorismes, section 6-23, Hippocrate.
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Pour Hippocrate, toutes les maladies et tous les troubles mentaux
devaient pouvoir s’expliquer par des causes naturelles, alors que
d’autres philosophes comme Platon (424-348 avant J.-C.), ou son éleve
Aristote (384-322 avant ].-C.), revinrent a des considérations plus
mystiques pour expliquer l'origine des troubles mentaux. Ces courants
de pensée se développerent chez les Romains grace aux guerres
Puniques (264-146 avant ].-C.), lorsque Rome vint a dominer une
grande partie du monde civilisé. Dans ce contexte, d’autres penseurs
comme Asclépiade de Bithynie (124-40 avant J.-C.) et Cicéron (106-43
avant J.-C.) rejeterent la théorie d’Hippocrate en postulant que les
facteurs émotionnels pouvaient provoquer une maladie physique. Plus
tard, Arétée de Cappadoce (I¢ ou II¢ siecle apres J.-C.) développa le
concept de personnalité prémorbide en observant que les individus
atteints de mélancolie étaient d'une humeur dépressive par nature.
Pour luij, les troubles émotionnels résultaient d’'une extension ou d'une
exagération des traits de caractere existants.

Avec la chute de I'Empire Romain et avec 'essor du Christianisme, les
peuples furent de nouveau enclins a privilégier les explications
surnaturelles aux phénomenes qu’ils ne pouvaient expliquer de
maniére rationnelle, précipitant probablement la disparition de la
pensée scientifique de 1'époque gréco-romaine. L'Eglise du Moyen Age
était davantage préoccupée par la «vie aprés la mort» que par
'existence terrestre, et privilégia les pouvoirs de guérison des symboles
religieux aux connaissances médicales livresques conservées et cachées
a I'abri des monasteres. Dans un premier temps, les phénomenes de
troubles mentaux embarrasserent beaucoup les autorités chrétiennes,
la folie pouvant parfois sembler tenir du religieux, ou revétir un aspect
démoniaque. Toutefois, au début du VIIe siecle, le Diable fut le coupable
désigné pour tous les types de comportements déviants, et la
démonologie fut synonyme de psychiatrie. Quant a la mélancolie, elle
fut en partie assimilée a 'acédie, un mal de 'ame qui s’exprimait par
I’ennui, un dégolit pour la priere, un abattement léthargique, un état de
paresse ou de passivité prostrée, teintée de tristesse. L’acédie pouvait
aussi et paradoxalement se caractériser par des états de suractivité,
d'agitation, de fébrilité physique et mentale. Le concept d’acédie fut
décrit par Evagre le Pontique (346-399) puis plus tard par Jean Cassien
(360-435), et considéré comme un péché capital.

Influencé par les textes Grecs et Romains, les médecins Perses
développérent de nouveaux concepts au sujet de la mélancolie durant
I’age d’or de I'lslam. Au XIe siecle, dans son ouvrage encyclopédique de
meédecine, le Canon, Avicenne (980-1037), décrivit la mélancolie comme
un trouble de I'humeur dans lequel la personne pouvait devenir
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suspicieuse et développer certains types de phobies. Ces troubles de
I’humeur provenaient principalement d’'un probleme de respiration qui
augmentait '’humidité a l'intérieur du cerveau. En cas d’'une humidité
trop importante, le cerveau perdait le contréle de sa rationalité,
provoquant des troubles mentaux.

Au début de la Renaissance, entre le XIII¢ et le XVIe siecle, 'Eglise fut
attaquée par de nombreuses tentatives de réformes. Les autorités
religieuses, fébriles et empétrées dans leurs dogmes, chercherent a
renforcer leurs pouvoirs en éliminant ce qu’elles percevaient comme
contraire a I'Eglise. Les troubles mentaux furent assimilés au péché et
au Diable, au méme titre que les femmes, tentatrices, qui provoquaient
le désir des hommes. Si les médecins ne trouvaient pas de cause a une
maladie, ou si la maladie ne répondait pas aux traitements
traditionnels, il s’agissait du démon. Beaucoup de malades mentaux et
de femmes, jugés pour sorcellerie, furent envoyés au biicher.

Le XVIIe siecle fut marqué par des avancées significatives concernant la
psychiatrie et les troubles mélancoliques. Anatomie de la Mélancolie,
I'ouvrage de Robert Burton (1577-1640) paru en 1621, apporta un
nouvel éclairage sur ce trouble en s’appuyant sur de nouvelles théories
et l'expérience de l'auteur. Il y décrivit en détail les causes
psychologiques et sociales (comme la pauvreté, la peur et la solitude)
qui étaient associées a la mélancolie et semblaient en étre la cause, et
suggéra qu’elle pouvait étre combattue grace a une alimentation saine,
du sommeil, de la musique, un travail gratifiant, et le fait de parler du
probleme avec un ami. Des ceuvres théatrales et romanesques comme
celles de William Shakespeare (1564-1616) ou de Miguel de Cervantes
(1547-1616), au travers de leurs personnages, illustrent
remarquablement la maniere dont les conflits intérieurs et les
processus psychologiques étaient pergus. Les émotions commenceérent
a étre étudiées ainsi que leurs impacts sur les organes, particulierement
le coeur. Le philosophe Baruch Spinoza (1632-1677) postula
I'inséparabilité du corps et de 'esprit et que les processus physiques
étaient pergus psychologiquement comme des émotions, des pensées et
des désirs.

Aux XVIIIe et XIXe siécles, de nombreuses nouvelles théories virent le
jour. Philippe Pinel (1745-1826) affirma que la vie émotionnelle des
patients était souvent perturbée avant l'apparition des symptdomes et
mit l'accent sur l'importance des facteurs psychologiques dans le
développement des maladies. Pour Pinel, les troubles mentaux sont dus
a des atteintes physiologiques (principalement dans 1’abdomen)
provoquées par les émotions. Jean-Etienne Esquirol (1772-1840), éleve
de Pinel, adopta plutot la théorie phrénologique de Franz Joseph Gall
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(1758-1828) sur la localisation cérébrale des troubles mentaux. S'il
reprit les theses de Pinel concernant I'importance des facteurs moraux
et émotionnels dans la vie des individus, il distingua quant a lui les
causes prédisposantes et précipitantes, en définissant plus clairement
les roles des bouleversements sociaux et de l'isolement dans les
maladies mentales. Pour lui, les prédispositions étaient sous-tendues
par des causes sociales et psychologiques.

Au début du XIXe siecle, Johann Christian August Heinroth (1773-1843)
pensait que les «péchés» étaient le facteur causal des maladies
mentales. Sans rapport a la religion, le « péché » désignait I'offense de
la moralité d’'une personne par ses propres pensées, se référant aux
conflits internes entre les pulsions et la conscience. Pour Jacques-
Joseph Moreau de Tours (1804-1884), disciple d’Esquirol, Ila
compréhension des troubles mentaux ne pouvait venir que de sa propre
expérience, et les réves étaient une forme transitoire de Ila
psychopathologie. Les faiblesses inhérentes de ces approches reposant
sur l'introspection firent naitre au milieu du XIXe siecle, en réaction a
ces courants de pensée, des théories tournées vers I'étude des causes
organiques des troubles mentaux. L’homme qui incarne le mieux ce
courant est le psychiatre allemand Wilhelm Griesinger (1817-1868),
pour qui les maladies mentales étaient des maladies somatiques dont
les causes se trouvaient toujours dans le cerveau, psychiatrie et
neuropathologie ne faisant qu’un.

A la fin du XIXe siecle, Emil Kraeplin (1855-1926) se pencha sur les
facteurs biologiques et héréditaires considérés comme la cause de la
maladie mentale. Ses travaux nosographiques, prémices des futurs
manuels de classification utilisés a I'heure actuelle, permirent de mieux
définir les troubles mentaux, en particulier les psychoses maniaco-
dépressives (qui incluaient plusieurs troubles affectifs comme le
trouble bipolaire et la dépression majeure). Il définit notamment la
dépression comme un état de tristesse profond, intense, avec un
sentiment de douleur morale, et caractérisée par le ralentissement et
I'inhibition des fonctions motrices (anesthésie affective). Les théories
de Kraeplin, considérées comme I'aboutissement de 1'approche
neurophysiologique débutée avec Griesinger, continuerent a dominer la
maniere de concevoir la psychiatrie jusqu'aux tentatives de
conceptualisation avortées de Sigmund Freud (1856-1939) avec la
psychanalyse. Selon cette approche psychodynamique, la dépression
pouvait étre considérée comme l'incapacité névrotique de l'individu a
faire face a ses probléemes, concourant a donner une image
inconsistante de la dépression majeure au point d’étre parfois
considérée encore aujourd’hui moins comme une pathologie réelle que
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comme une faiblesse personnelle. Le courant psychanalytique
prédomina en psychiatrie jusque dans les années 70, qui furent
marquées par un regain d’'intérét pour I'étude des causes génétiques,
biochimiques et neuropathologiques des troubles mentaux, rendue
possible par les avancées technologiques disponibles pour les médecins
et chercheurs.

La nécessité de pouvoir diagnostiquer le trouble dépressif selon des
criteres objectifs indépendamment de ces multiples courants de pensée
fit naltre deux outils de diagnostic et de classification des troubles
mentaux, reconnus par une grande majorité d’experts internationaux et
reposant sur un principe de questionnaire: le « Diagnostic and
Statistical Manual, fourth edition » (DSM-IV) proposé par I’Association
Américaine de Psychiatrie (APA)!, et le chapitre V concernant les «
Troubles mentaux et du comportement » de la « Classification
internationale des maladies, version 10 » (CIM-10) de I'Organisation
Mondiale de la Santé (OMS)Z2. Ces outils permettent donc aux cliniciens
de fonder leur diagnostic sur des critéres cliniques objectivables et
dépendant le moins possible des différentes approches théoriques
(biologique, psycho-dynamique, cognitive, comportementale,
interpersonnelle, systémique ou familiale), et de permettre une mesure
systématique des troubles, circonscrite et non exhaustive, mais pouvant
contribuer a la collecte et a la communication de statistiques de santé,
ainsi qu’a la comparaison de groupes de populations selon ces critéres.

D’apres ces outils diagnostics, un épisode dépressif majeur doit durer
au moins deux semaines, méme lorsque l'hypothétique événement
déclencheur s’est dissipé, et se caractérise par plusieurs modifications
importantes de 'humeur et altérations psycho-physiologiques dont la
prégnance relative est tres variable d'un patient a l'autre : un état
dysphorique (humeur dépressive), une diminution de l'intérét et du
plaisir (anhédonie), une perte ou un gain de poids, une insomnie ou une
hypersomnie, une agitation ou un ralentissement psychomoteur, un
sentiment de dévalorisation ou une culpabilité excessive, des troubles
de la concentration et des pensées récurrentes morbides ou suicidaires
(Tableau 1).

1 American Psychiatric Association. Diagnostic and Statistical Manual of Mental
Disorders, 4™ edition revised. Washington DC : American Psychiatric Association,
2000, 943 p.

2 Organisation mondiale de la Santé. CIM-10/ICD-10. Classification internationale des
maladies, 10¢ révision, chapitre V (F) Troubles mentaux et troubles du comportement :
criteres diagnostiques pour la recherche. Geneve : Masson, 1994, 226 p.
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Tableau 1. Définition des troubles dépressifs selon le DSM-IV et la CIM-

10

Symptomes Types de troubles

Symptomes principaux

» Symptome de tristesse : vivre une période
d’au moins deux semaines (critere de durée)
consécutives en se sentant triste, déprimé,
sans espoir pratiquement toute la journée
(critére d’intensité) et presque tous les jours
(critére de fréquence).

» Symptéme d’anhédonie : vivre une période
d’au moins 2 semaines (critere de durée)
consécutives en ayant perdu intérét pour la
plupart des choses pratiquement toute la
journée (critere d’intensité) et presque tous
les jours (critere de fréquence).

Symptomes supplémentaires

« Perte d’intérét pour la plupart des choses
comme les loisirs, le travail, ou les activités
qui donnent habituellement du plaisir
(uniguementdans le cas d’'une réponse
positive au symptéme principal de tristesse)
 Epuisement, manque d’énergie

* Prise ou perte de 5 kg au moins

« Difficultés pour dormir (ou plus rarement
hypersomnie)

« Difficulté de concentration

» Perte de confiance en soi, dévalorisation

» Pensées morbides (avoir pensé a la mort en
général, pour soi ou pour les autres).

Episode dépressif majeur (EDM)

* Au moins 4 symptomes (dont au moins un
symptome principal) associés a une
perturbation des activités (d’intensité faible,
modérée ou importante).

Selon le nombre de symptomes et le niveau
de perturbation des activités, il se répartiten :

Episode dépressif majeur léger
* 4 a 5 symptdmes avec une perturbation des
activités faible.

Episode dépressif majeur moyen

* 4 a 5 symptdmes avec une perturbation des
activités modérée a importante

ou

* Au moins 6 symptdmes avec une
perturbation des activités faible a modérée.

Episode dépressif majeur sévere
* Au moins 6 symptoémes avec une
perturbation importante des activités.

Trouble dépressif chronique
+ La durée de I'épisode dépressif majeur est
d’au moins deux ans.

Trouble dépressif récurrent

» Au moins 2 épisodes dépressifs majeurs au
cours de la vie sans trouble dépressif
chronique.

Etats subsyndromiques

Etats caractérisés par des périodes de
tristesse ou d’anhédonie qui ne présentent
pas tous les symptomes de 'EDM ou qui
présentent un nombre de symptdmes
suffisant par rapport aux criteres de 'EDM
mais pas de perturbation des activités.

» Au moins un signe (sentiment de tristesse
ou d’anhédonie) avec des critéres de durée
(pendant deux semaines) dans le cas d'une
réponse négative aux critéres de fréquence et
d’intensité pour les symptémes principaux

ou

» Au moins un symptéme principal (avec des
criteres de durée, de fréquence et d’intensité)
dans le cas d’une absence de perturbations
des activités (critere de retentissement).

* Au maximum 2 symptémes supplémentaires
dans le cas d’une réponse positive a au moins
un symptéme principal (avec les critéres de
durée, de fréquence et d’intensité) associé a
une perturbation des activités, quelle que soit
son intensité (critére de ralentissement).
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De plus, il convient d’ajouter a cette liste de nombreux symptomes
associés, plus ou moins liés aux précédents, et de fréquence variable,
tels que I'anxiété, le retrait social, la perte motivationnelle, des troubles
cognitifs, la perturbation de l'activité sexuelle, etc. D’autre part, des
échelles permettant d’évaluer l'intensité du syndrome dépressif sont
couramment utilisées lors d’études cliniques, telles que les échelles
d’Hamilton, de Beck ou de Montgomery et Asberg (Demyttenaere et De
Fruyt, 2003). Cependant, ces outils diagnostics d’évaluation et de
classification ne sont pas toujours adaptés pour des études
épidémiologiques de grande ampleur. Plusieurs questionnaires
structurés ou semi-structurés plus ou moins longs et éventuellement
utilisables par des non professionnels en santé mentale ont donc été
élaborés en utilisant le DSM-IV ou la CIM-10 comme référence,
permettant d’évaluer les troubles de santé mentale dans diverses
populations. Parmi ces outils, citons le « Schedule for Clinical Assessment
in Neuropsychiatry » (SCAN) (Wing et al, 1990), développé par 'OMS,
qui produit des diagnostics en cohérence avec la CIM-10, le « Structured
Clinical Interview for DSM Disorders » (SCID) proche des critéres du
DSM-IV (Spitzer et al., 1992 ; Williams et al, 1992), ou encore le «
Composite International Diagnostic Interview » (CIDI) (Kessler et Ustun,
2004) et sa version courte (« Short Form ») le CIDI-SF (Gigantesco et
Morosini, 2008).

Certains patients dépressifs ont connu ou connaitront également des
phases maniaques caractérisées par la présence d’hyperactivité,
d’euphorie et d’'une recherche inconsidérée de plaisir. Bien qu'’il doive y
avoir plusieurs mécanismes étiopathogéniques communs avec la
dépression majeure, ce trouble maniaco-dépressif représente une entité
pathologique distincte appelée trouble bipolaire, en opposition au
trouble dépressif majeur (ou unipolaire). Le DSM-IV répertorie six sous-
types de dépression majeure, et distingue en particulier deux
syndromes dépressifs cliniques qui semblent chacun étre I'antithése de
I'autre : la dépression mélancolique (qui peut également comprendre
une composante psychotique) et la dépression atypique (Harald et
Gordon, 2011). Cette distinction repose sur un pattern de symptomes
psychologiques et neurovégétatifs, et est indépendante de la différence
entre dépression unipolaire et bipolaire (Gold et Chrousos, 1999 ; Gold
et al, 2002 ; Gold et Chrousos, 2002 ; Harald et Gordon, 2011). En
particulier, les perturbations de la réponse de stress s'orientent vers
des directions opposées : une hyperactivité de 1'axe du stress dans la
forme mélancolique et une hypoactivité dans la forme atypique (Gold et
al., 2002).
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Selon le DSM-1V, la forme mélancolique se rapproche de la dépression
majeure « classique » et se caractérise par la présence d’anhédonie,
d’humeur dépressive plus prononcée (culminant le matin), d’'insomnie,
de perte d’appétit et de poids, de perturbations psychomotrices, d’'une
diminution de la libido et d’'une perturbation de la concentration et de
la mémoire. De plus, I'intense anxiété ressentie prend la forme d'un fort
sentiment de dévalorisation, de résignation et de pensées persistantes
d’échec. On peut y retrouver une composante psychotique avec des
délires ou des hallucinations, un tres fort sentiment de culpabilité et
d'inutilité, des troubles psychomoteurs et cognitifs graves caractérisés
par des déficits de l'attention, de la vitesse psychomotrice, du
fonctionnement exécutif et de la mémoire.

La dépression atypique est elle aussi associée avec une anhédonie et un
état dysphorique (culminant en fin de journée), mais présente des
symptoémes antinomiques a la forme mélancolique. Au niveau
psychophysiologique, ce sous-type de dépression est associé a une forte
fatigue, une hypersomnie, et une augmentation de 'appétit ou du poids.
De plus, le patient dépressif atypique présente fréquemment une
attitude de détachement et de désintérét pour son environnement. Il
peut déplorer une certaine lassitude mentale, une déficience cognitive
et éviter les contacts sociaux, ces derniers pouvant paraitre trop
contraignants et anxiogenes.

Environ 25 % a 30 % des patients souffrant de dépression majeure
développent une forme mélancolique stricte, alors que ce pourcentage
est estimé entre 15 % et 50 % pour ceux qui présentent la forme
atypique stricte (Gold et Chrousos, 2002 ; Harald et Gordon, 2011).
Néanmoins, il convient de souligner que la plupart des patients ont en
général un mélange d’altérations cognitives, affectives et
physiologiques qui n’embrassent pas précisément la distinction entre
forme mélancolique et forme atypique. Méme a I'intérieur de ces sous-
types, chaque cas ne ressemble pas conformément a un autre. Toutefois,
les patients atteints de I'un ou I'autre de ces sous-types développent en
général des troubles dépressifs plus séveres et récurrents que ceux qui
présentent des symptomes neurovégétatifs mixtes.

1.1. Epidémiologie

La variabilité nosologique des troubles mentaux rend difficile les études
épidémiologiques, dont les résultats sont intrinsequement dépendants
des criteres diagnostics d’'inclusion, qui peuvent différer selon I'outil de
mesure utilisé. Cette difficulté participe a la disparité des résultats

25



Introduction Epidémiologie de la dépression majeure

parfois observée dans ces études épidémiologiques sur la dépression
majeure. Toutefois, I’évolution de ces outils de mesure a permis
I’émergence de criteéres objectivables, contribuant ainsi a une meilleure
connaissance des facteurs épidémiologiques et de certains phénomenes
psychopathologiques liés au trouble dépressif.

Ainsi, selon un rapport de I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS)
(Murray et Lopez, 1996 ; Murray et Lopez, 1997b), la dépression
majeure touche pres de 121 millions de personnes dans le monde, et
moins de 25 % d’entres-elles ont acces a un traitement efficace.
L’invalidité sociale et/ou professionnelle provoquée par la maladie en
fait la quatrieme cause de handicap toutes affections confondues, et elle
atteindra la deuxieme place en 2020, derriere les maladies
cardiovasculaires (Murray et Lopez, 1997a). En Europe, au moins 21
millions de personnes souffriraient de dépression, ce qui aurait
représenté un colt de 118 milliards d’Euros en 2004 (Sobocki et al,
2006). Les cofts directs et indirects d’'un patient dépressif pour la
société sont estimés a 5500 Euros (Sobocki et al., 2007). Chaque année,
il y aurait entre 10 et 20 millions de tentatives de suicides au niveau
mondial, qui conduiraient a environ 1 million de morts par an, dont
60% peuvent étre directement attribués a des individus souffrant de
troubles de 'humeur (Mann, 2003). La dépression peut survenir dans
n'importe quelle catégorie socioprofessionnelle, a tous les ages et dans
n'importe quelle ethnie. Aux Etats-Unis, on estime que la dépression
majeure affecte environ 16 % de la population (Kessler et al., 2003). La
dépression touche environ deux fois plus les femmes que les hommes,
puisque la prévalence de la maladie sur la vie entiere est
d’approximativement 9 % pour les hommes et 17 % pour les femmes
(Hasin et al., 2005). En France, selon I'enquéte Anadep réalisée en
20051, Ia prévalence au cours de la vie de I'épisode dépressif majeur est
de 12 % pour les hommes et de 23,5 % pour les femmes.

Ces chiffres éloquents permettent d’estimer 'importance des troubles
dépressifs et leurs effets sur la société, mais ne permettent pas
d’appréhender véritablement la sévérité de cette pathologie ni les
conséquences dramatiques qu’elle engendre dans la vie des patients en
souffrance. La dépression majeure est en effet une affection
particulierement grave et invalidante, qui revét pour 75 % a 85 % des
patients un caractere chronique avec des récurrences d’épisodes
dépressifs tout au long de la vie sous forme de succession de phases de
rémission et de rechutes plus ou moins importantes (Judd et al., 1998 ;
Frank et Thase, 1999 ; Mueller et al, 1999). La prise en charge des

1 Chan Chee C, Beck F, Sapinho D, Guilbert P (2009). La dépression en France - Enquéte
Anadep 2005, Saint- Denis : INPES, coll. Etudes santé, 2009, 208 p.
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patients dépressifs nécessite souvent deux volets complémentaires et
indissociables, combinant une approche somatique grace a un
traitement médicamenteux, accompagné d’une approche psychologique
avec la psychothérapie, et dans certains cas, d’'une aide psychosociale.

D’apres 1'AFSSAPS1! (Agence Francaise de Sécurité Sanitaire des
Produits de Santé), aprés 8 semaines de traitement bien conduit, un
tiers des patients déprimés traités par des antidépresseurs ont une
réponse compléte au traitement avec rémission des symptdomes, un
tiers ont une réponse partielle ou insuffisante au traitement, et un tiers
ne répondent pas au traitement. Malgré les nombreuses études
pointant le peu de différences entre les effets des antidépresseurs par
rapport a ceux des placebos (Freemantle et al., 2000 ; Kirsch et al.,, 2008
; Pigott et al,, 2010), I'apport des traitements pharmacologiques est tres
important, puisqu’en plus d’'une efficacité avérée (Baghai et al,, 2011 ;
Fountoulakis et Moller, 2011), les patients rétablis a la suite d'un
épisode dépressif présentent un risque de rechute évalué a 30% en cas
d’arrét du traitement (Geddes et al, 2003). Les psychothérapies sont
également trés utiles dans le traitement de la dépression,
puisqu’associées a un traitement antidépresseur, elles accélérent la
rémission des patients dépressifs (Segal et al, 2002 ; Cuijpers et al.,
2011).

Au-dela de la détresse psychologique, la dépression majeure est
associée a un grand nombre de troubles somatiques liés a la
perturbation de processus biologiques affectant le sommeil, 'appétit, le
métabolisme, le systéme nerveux autonome et le systéme
neuroendocrinien (Gold et al, 1988a ; Gold et al, 1988b ; Frank et
Thase, 1999). Ces altérations peuvent contribuer a l'apparition de
différents troubles organiques et systémiques tels qu'une augmentation
des risques de troubles cardiovasculaires (Barefoot et Schroll, 1996 ;
Pratt et al, 1996 ; Penninx et al, 1999) ou une ostéoporose précoce
(Pratt et al., 1996), et étre ainsi responsables d'un accroissement du
taux de mortalité a age égal chez les dépressifs indépendamment du
suicide, du tabagisme ou de l'alcoolisme (Barefoot et Schroll, 1996 ;
Michelson et al.,, 1996 ; Penninx et al., 1999 ; Matsumoto et al., 2011).

1 Bon usage des médicaments antidépresseurs dans le traitement des troubles
dépressifs et des troubles anxieux de 1'adulte, AFSSAPS, Octobre 2006.
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1.2. Etiologie

L’étiologie de la dépression majeure reste encore largement méconnue
de par le cadre nosographique hétérogene de cette pathologie. Il existe
en effet de fortes disparités entre les individus souffrant de dépression
majeure, dont les troubles peuvent varier en termes de durée, de
récurrence ou d’intensité. De plus, si la dépression majeure se
caractérise toujours par de la tristesse et/ou de 'anhédonie, tous les
patients dépressifs ne présentent pas exactement les mémes
symptomes. Enfin, au-dela du tableau clinique, il existe également des
différences  interindividuelles concernant les mécanismes
neurobiologiques impliqués et la réponse aux traitements. Cette
variabilité au sein méme du trouble dépressif suggere encore une fois
qu’il ne s’agit pas d’'une entité pathologique parfaitement circonscrite,
dont les causes et les mécanismes sous-jacents peuvent également
différer selon les individus.

Il existe trois principaux facteurs étiologiques qui peuvent expliquer
I'apparition du trouble dépressif. On distingue tout d’abord une
composante psychologique, sous-tendue par les composantes socio-
environnementale et génétique, génératrices d’'une vulnérabilité face a
des facteurs socio-environnementaux déclenchants. C’est l'interaction
de ces trois facteurs qui peut engendrer le développement de la
pathologie dépressive.

1.2.1. Facteurs psychologiques

La contingence biographique de la personne (petite enfance, enfance et
adolescence notamment) va considérablement influer sur sa
construction psychologique et sa maniere de réagir aux événements
pénibles auxquels elle est confrontée. Face a un échec ou a un
événement traumatisant, certaines personnes vont étre plus
susceptibles que d’autres de développer une dépression. Certains
individus ont tendance a expliquer les événements pénibles en termes
stables (« cela va durer toujours »), globaux (« cela va affecter tout ce
que je fais »), et interne (« tout cela est de ma faute »). Ces attributions
pessimistes, généralisées et auto-culpabilisantes peuvent aboutir a un
état de dépression (Alloy et al.,, 1988 ; Joiner et al., 2001). Les individus
plus sensibles a la dépression vont donc répondre aux événements
pénibles d'une fagon particulierement centrée sur eux-mémes et auto-
dévalorisante (Wood et al., 1990a ; Wood et al, 1990b). Lorsqu'ils sont
dans une situation difficile qu’ils jugent inextricable, leurs ruminations
amplifient les sentiments négatifs, qui a leur tour déclenchent les autres
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symptomes cognitifs et comportementaux de la dépression. Il existe
donc une interaction réciproque entre lI'humeur dépressive et les
pensées négatives. La dépression provoque des pensées négatives
centrées sur soi-méme et une fagon auto-dépréciative d'expliquer les
événements qui entralnent alors l'individu dans un cycle dépressif en
maintenant constamment [’humeur dépressive. Ce mécanisme
psychologique a été remarquablement montré dans une étude ayant
évalué 'humeur et le degré de ruminations d’étudiants de I'Université
Stanford en Californie deux semaines avant que le tremblement de terre
de 1989 ne dévaste la majeure partie de la région. Ceux qui avaient été
identifiés comme ayant une tendance a déprimer devant des
événements négatifs montrerent plus de signes de dépression, aussi
bien dix jours que sept semaines apres le tremblement de terre (Nolen-
Hoeksema et Morrow, 1991). A contrario, d’autres études ont montré
que les patients dépressifs ayant tout de méme une facon optimiste
d'interpréter les événements avaient plus de chances de se remettre
rapidement (Needles et Abramson, 1990 ; Metalsky et al., 1993). Ces
études démontrent que la personnalité est un facteur étiologique
fondamental de la dépression majeure qui va déterminer la maniere de
faire face psychologiquement a un événement stressant et
potentiellement dépressogene. Ce facteur personnalité va étre
grandement modelé par le vécu de l'individu et par sa constitution
biologique.

1.2.2. Facteurs environnementaux

L’environnement va participer a I'étiologie de la dépression en agissant
sur ce que 'on pourrait appeler les causes profondes de la dépression,
c'est-a-dire en participant a la construction psychologique de 'individu,
le rendant plus vulnérable face a des événements particulierement
stressants de la vie (Heim et Nemeroff, 2001). L’environnement familial
va étre primordial pour le développement psychoaffectif de l'enfant,
puisqu'un comportement parental affectif inapproprié et distant peut
induire une augmentation de 38 % du risque de développer un épisode
dépressif au cours de la vie (Kendler, 2001). De méme, les enfants de
parents dépressifs sont beaucoup plus susceptibles de souffrir d’'une
dépression a I'age adulte (Beardslee et al., 1998). Au-dela du contexte
affectif familial, les traumatismes de '’enfance sont aussi générateurs de
vulnérabilités. La perte précoce d’'un parent prédispose également au
développement de dépressions unipolaires ou bipolaires et de troubles
anxieux (Kendler et al, 1992 ; Kendler et al., 1993a ; Agid et al., 1999).
Dans ce contexte, il a récemment été montré que les personnes ayant
perdu un ou plusieurs membres de leur famille pendant la guerre du
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Kosovo, alors qu’ils étaient enfants ou adolescents, avaient plus de
risques de présenter un épisode dépressif a I'age adulte (Moreno et al.,
2005). De méme, des femmes ayant été victime d’abus sexuels ou
physiques durant leur enfance, mais pas a l'dge adulte, sont plus
susceptibles de présenter des symptémes de dépression et d’anxiété
des années apres (McCauley et al., 1997). Les expériences douloureuses
durant le développement d'un individu peuvent donc induire une
vulnérabilité aux effets du stress des années apres, prédisposant ces
individus au développement d'une dépression majeure. Cette
vulnérabilité va dépendre de l'intensité et de la quantité de mémoires
émotionnelles liées a des échecs et a des expériences aversives et
traumatiques.

Outre son aspect structurant sur le développement psychologique d'un
individu et sur sa personnalité, I'’environnement va donc tres souvent
étre un déclencheur de I'épisode dépressif, devenant cette fois-ci la
cause immédiate de la dépression. Cette derniére est en effet souvent
engendrée par des expériences pénibles et particulierement
stressantes, comme la perte d'un travail, des problemes financiers, un
divorce, un rejet, le déces d'un membre de la famille, ou un traumatisme
physique ou psychologique (Hamilton et al, 1993 ; Kendler et al., 1993b
; Kendler et al, 1999). Le stress est caractérisé comme le facteur
environnemental majeur pouvant précipiter un épisode dépressif et en
influencer la sévérité, la durée et la récurrence. Plusieurs troubles
neuropsychiatriques sont d’ailleurs liés a I'occurrence du stress, qui est
connu pour déclencher et exacerber les états dépressifs (McEwen,
1998a ; McEwen, 1998b). Les stress environnementaux a 1'age adulte
peuvent ainsi contribuer a I'’émergence d’'un épisode dépressif qui est
renforcé lorsque ceux-ci revétent un caractere chronique ou
traumatique (Kendler et al., 1995).

1.2.3. Facteurs génétiques

Si la dépression majeure présente une composante génétique, celle-ci
est d'importance moindre que celle généralement observée dans
d’autres affections psychiatriques comme le trouble bipolaire ou la
schizophrénie, puisque le taux de concordance entre des jumeaux
homozygotes et dizygotes pour le trouble dépressif n’est que d’environ
37 % (Sullivan et al., 2000). De plus, I'héritabilité de la pathologie est
plus importante chez les femmes que chez les hommes (Wurtman,
2005). L'importance des facteurs génétiques varie également suivant
I'importance des troubles, puisque les dépressions précoces, séveres et
récurrentes (Fava et Kendler, 2000 ; Gilbertson et al, 2002), de méme
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que les formes mélancoliques et atypiques, ont une plus grande
héritabilité que des syndromes mixtes ou moins séveres (Kendler et al,
1996 ; Kendler et al., 1999). Certains traits de personnalité comme les
conduites d’évitement de la douleur, I'anxiété, le pessimisme et le
neuroticisme conférant une vulnérabilité a la survenue d’'un épisode
dépressif, ont un taux d’héritabilité important (Bouchard, Jr., 1994 ;
Kendler et al., 2006).

Toutefois, il est maintenant admis que la part génétique de la
dépression majeure n’est pas le fait de génes isolés, mais résulterait
plutoét d'une interaction complexe de différents génes régulant des
fonctions biologiques impliquées dans la physiopathologie de la
maladie. Malgré quelques contradictions, plusieurs études ont permis
d’identifier des régions chromosomiques associées a la dépression
majeure (Holmans et al, 2007 ; Levinson et al, 2007), mais
I’hétérogénéité clinique de la maladie semble étre un frein a la
réplication de certains résultats. Cependant, parmi les génes pouvant
influencer I'apparition de la dépression majeure, celui du transporteur
de la sérotonine a fait 'objet d'une attention particuliere (Levinson,
2006). Ce geéne est touché par un polymorphisme caractérisé par deux
alleles, un alleéle long ou un alléle court. L’allele court ralentit la
synthese du transporteur de la sérotonine, ce qui réduit la recapture de
ce neurotransmetteur dans 1’élément présynaptique, participant a
diminuer la vitesse d’adaptation des neurones sérotoninergiques face a
des changements de stimulations. Comme la sérotonine est libérée lors
d’un stress aigu, ce polymorphisme va pouvoir influencer la sensibilité
des individus au stress. Les sujets sains possédant l'allele court
présentent en effet une activation exagérée de 'amygdale quand ils sont
exposés a des stimuli stressants (Munafo et al., 2008). Ces personnes
sont aussi plus susceptibles de présenter une aggravation de leur
humeur en cas de déplétion de tryptophane, le précurseur de la
sérotonine (Neumeister et al, 2002). De fait, d’autres études ont
indiqué que ce polymorphisme pouvait conférer une prédisposition
pour la dépression, mais également pour le neuroticisme et I'anxiété qui
sont des facteurs de risque pour la dépression (Lesch et al, 1996 ;
Greenberg et al, 2000 ; Foster et MacQueen, 2008). En outre, des
données d'imagerie cérébrale ont également révélé des différences
fonctionnelles induites par ce méme polymorphisme dans des aires
cérébrales impliquées dans le traitement émotionnel de I'information et
dans la dépression (cortex cingulaire et amygdale) (Pezawas et al,
2005).

Ces données indiquent qu'’il existe un lien entre le patrimoine génétique
et la susceptibilité de souffrir d’'une dépression majeure. Cependant, la
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faiblesse de ce lien conduit a penser que d’autres facteurs, comme un
environnement stressant, vont agir en interaction avec une
vulnérabilité génétique pour augmenter la probabilité de 'apparition
d’'un épisode dépressif. On peut donc penser que le phénotype causé
par certaines variations critiques dans le patrimoine génétique peut
rester silencieux jusqu’a ce que le sujet se retrouve confronté a
certaines circonstances comme une expérience traumatisante ou
encore une exposition répétée a un environnement aversif, anxiogene
ou déstabilisant (stress chronique). Cette interaction entre le
patrimoine génétique et I'environnement a été brillamment démontré
par une étude épidémiologique prospective dans laquelle les auteurs
ont analysé le génotype des sujets pour le polymorphisme du
transporteur de la sérotonine (Caspi et al., 2003). Plus les sujets ayant
l'allele court avaient fait 'expérience d’événements stressants, plus la
probabilité d’avoir présenté un épisode dépressif I'année précédant
I'étude était importante, comparativement aux sujets porteurs de
I’allele long. Ce polymorphisme n’induit donc un risque de développer
une dépression qu’en association avec des événements stressants, ce
qui a été ensuite confirmé par d’autres études (Kendler et al, 2005 ;
Zalsman et al., 2006 ; Cervilla et al., 2007 ; Kilpatrick et al, 2007).
Cependant, des controverses existent, puisqu’une étude a montré que la
déplétion expérimentale de sérotonine chez des patients dépressifs en
phase de rémission et portant l'alléle court avait moins d’effets sur
I’humeur que ceux observés chez les patients homozygotes pour 'allele
long (Neumeister et al., 2006b).

Divers facteurs développementaux et environnementaux peuvent
également conférer une susceptibilité pour la dépression en affectant le
génome d'une maniere épigénétique. Il a en effet été montré que les
soins maternels apportés aux jeunes chez les rongeurs induisaient des
changements épigénétiques dans la région promotrice du gene du
récepteur aux glucocorticoides, diminuant la probabilité d’apparition
d'un état dépressif-like (Weaver et al, 2004). De méme, un stress
chronique induit des changements épigénétiques inhibant I’expression
du gene du facteur neurotrophique BDNF (Brain-Derived Neurotrophic
Factor), ces changements étant contrecarrés par un traitement
chronique avec un antidépresseur (Tsankova et al., 2006).

Dans tous les cas, I'impact de genes individuels sur le risque de
développer une dépression majeure semble faible, et il est de plus en
plus clair que le risque de développer une dépression soit le fruit d’'une
interaction complexe de plusieurs genes, pouvant affecter la
personnalité, en interaction avec des stress psychosociaux liés a
I’environnement (Cicchetti et al,, 2007).
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1.2.4. Le modele de diathése-stress de la dépression

En 1991, Martin Seligman écrivait que «la recette d'une dépression
sévere, c'est un pessimisme préexistant qui rencontre un échec ». 1l est
maintenant clair que les facteurs biologiques n’agissent pas dans un
vide psychologique et social. Ces observations ont permis d’élaborer le
modele de diathese-stress de la dépression. Dans ce modele, I'individu
fait état d’'une prédisposition induite par une vulnérabilité génétique ou
biologique (la diathese), qui en interagissant avec I’environnement et
les événements de la vie, en particulier le stress, peut déclencher un
épisode dépressif. Cette vulnérabilité va étre elle-méme influencée par
des événements structurellement négatifs souvent vécus dans I'enfance
et I'adolescence, et va accompagner et/ou sous-tendre les réactions
psychologiques provoquées par les expériences vécues. Il est cependant
délicat, dans les études traitant de Il'impact des problemes
psychosociaux durant lI'enfance sur le risque de développer une
dépression a I'dge adulte, de séparer les effets des genes de ceux de
I'environnement (Charney et Manji, 2004 ; Wurtman, 2005). Les
pensées négatives du psychisme influencent, d’'une maniere ou d'une
autre, les mécanismes biochimiques qui, par un cercle vicieu,
amplifient les idées dépressives. En effet, étre enfermé et s'apitoyer sur
soi-méme suscitent le rejet (Segrin et Abramson, 1994), et les déprimés
présentent un risque élevé de divorce ou de licenciement, renforgant
alors leur dépression.

De fait, plus la vulnérabilité intrinseque de l'individu est importante,
moins il sera nécessaire de subir des événements stressants pour
observer I'apparition d'un trouble dépressif. A I'inverse, une personne
peu prédisposée devra étre davantage confrontée a des situations
stressantes avant I'apparition d’'une dépression. Néanmoins, méme si
une personne présente une forte prédisposition, rien n’affirme qu’elle
développera plus tard dans sa vie des troubles dépressifs.

1.3. Hypotheses neurobiologiques de la

dépression majeure

Comme nous venons de le voir, la dépression est un trouble qui affecte
I'ensemble de l'organisme et dont l'origine est multifactorielle,
impliquant une humeur mélancolique, des pensées négatives, des
prédispositions génétiques mais également de tres nombreux
déséquilibres biochimiques. Plusieurs hypotheéses existent pour
expliquer la physiopathogénie du trouble dépressif, mais aucune
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d’entre elles n’est suffisante pour expliquer complétement Iles
altérations cognitives, psychologiques et biologiques de la dépression.

1.3.1. Hypothése monoaminergique

Cest a partir des années 50 qu'est apparu un modele
physiopathogénique crédible de la dépression, fondé sur une déficience
centrale de disponibilité de neurotransmetteurs monoaminergiques. A
'origine de cette hypothese, il y eut notamment I'observation des effets
de la réserpine, un alcaloide utilisé contre ’hypertension artérielle, qui
entrainait une déplétion de la neurotransmission monoaminergique
cérébrale en se fixant sur les vésicules de stockage de la dopamine, de la
noradrénaline et de la sérotonine (Schildkraut, 1965). Chez environ 15
% des patients, la réserpine provoquait une altération de '’humeur et
les symptdmes d’un état dépressif, pouvant conduire a des tentatives de
suicide. A l'inverse, on remarqua a la méme époque que l'utilisation
d’'un antituberculeux, l'isoniazide, avait des propriétés antidépressives,
qui devint d’ailleurs la premiere molécule a avoir été nommée
« antidépresseur ». Bien que ce composé n’ait aucune action directe sur
le systtme monoaminergique, un autre composé qui lui est proche,
I'iproniazide, présentait également un profil antidépresseur en
réprimant la dégradation oxydative de neurotransmetteurs
monoaminergiques comme la sérotonine, la noradrénaline et la
dopamine. Cet inhibiteur de monoamine oxydase (IMAO) fut le premier
antidépresseur mis sur le marché. Une autre molécule aux propriétés
antidépressives, I'imipramine, fut découverte en 1957. Ce composé
tricyclique agit en bloquant la recapture de la sérotonine et de la
noradrénaline en inhibant leurs transporteurs. Au fil du temps, de
nombreuses autres molécules furent synthétisées, notamment celles
capables d’agir plus spécifiquement sur la sérotonine et Ia
noradrénaline. De fait, presque tous les composés régulant la
concentration intrasynaptique de sérotonine et de noradrénaline, en
augmentant leur disponibilité et l'activation du neurone post-
synaptique, possedent un effet antidépresseur, soutenant I’hypothese
d’'une perturbation du systéeme monoaminergique dans la dépression
(Hoes, 1982 ; Leonard, 2001).

De nombreux autres arguments sont venus étayer cette hypothese. D’'un
point de vue neuroanatomique, la sérotonine (5-hydroxytryptamine, 5-
HT) et la noradrénaline (NA) sont synthétisées dans des neurones dont
les corps cellulaires sont situés dans le tronc cérébral, formant
différents noyaux; la 5-HT est synthétisée dans les neurones des
noyaux du raphé, alors que la NA est produite au niveau du locus
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cceruleus. Les neurones noradrénergiques et sérotoninergiques de ces
structures innervent I’ensemble du cerveau et de la moelle épiniére, en
particulier le systeme limbique, le striatum et le cortex préfrontal,
suggérant des systémes capables de moduler un grand nombre de
fonctions cérébrales impliquées dans les émotions, le raisonnement ou
les comportements (Nutt, 2002 ; Drevets et al, 2007 ; Goddard et al,
2010). Puisque la plupart des antidépresseurs augmentent le niveau de
la 5-HT et de la NA au niveau des terminaisons synaptiques, notamment
par une désensibilisation des autorécepteurs somatodendritiques, un
déséquilibre des systemes sérotoninergique et noradrénergique
pourrait effectivement étre a la base de I'étiopathogenése des troubles
affectifs, alors que la réponse antidépressive serait permise par une
augmentation des transmissions monoaminergiques (Hindmarch,
2002).

Le systeme sérotoninergique occupe une place particuliere dans
I'étiopathogénie du trouble dépressif, puisque d'une part les inhibiteurs
de recapture sélectifs de sérotonine (IRSS) possedent des effets
antidépresseurs, et que d’autre part la majorité des autres
antidépresseurs augmentent également la neurotransmission
sérotoninergique. Il est expérimentalement possible de réduire le taux
de sérotonine par des traitements pharmacologiques oraux qui vont
diminuer le taux plasmatique de tryptophane, le précurseur de la
sérotonine. Méme si cette déplétion en tryptophane n’induit pas de
troubles dépressifs chez le sujet sain, elle va néanmoins induire une
réapparition des symptémes dépressifs chez des patients ayant été
traités avec succes par des IRSS (Ruhé et al., 2007). De nombreuses
études se sont également intéressées aux différents récepteurs de la
sérotonine. Les données issues d’analyses post-mortem,
pharmacologiques et de neuroimagerie ont pu mettre en évidence une
diminution en terme de densité et de sensibilité de certains sous-types
de récepteurs a la sérotonine (Stockmeier, 2003), en particulier le
récepteur 5-HT1a (Pitchot et al, 2005 ; Drevets et al., 2007). De plus,
certains antidépresseurs administrés de maniere chronique
augmentent I'activation des récepteurs 5-HT1a postsynaptiques (Chaput
et al, 1991 ; Haddjeri et al, 1998). D’autres études ont montré que le
niveau de la protéine p11, qui augmente 'efficacité de la signalisation
du récepteur 5-HTip, était diminué dans le cerveau de patients ayant
souffert de dépression (Svenningsson et al, 2006). Les techniques
moléculaires de suppression de I'expression d’'un gene ont aussi permis
de souligner limplication du systéme sérotoninergique dans Ila
dépression. Par exemple, les souris knock-out pour le gene du
transporteur de la sérotonine (5-HT transporter, 5-HTT ou serotonin
transporter, SERT), dont le réle est la recapture de la sérotonine libérée
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dans la synapse, présentent une anxiété plus importante (Ansorge et al,
2004). L’allele court du polymorphisme du promoteur du gene du
transporteur de la sérotonine (5-HT-transporter-linked polymorphic
region, 5-HTTLPR), réduisant l'efficacité de la transcription du gene et
I'expression de 5-HTT, est également associé a une vulnérabilité accrue
de développer un trouble dépressif lors d’événements stressants au
cours de la vie (Caspi et al, 2003). Ces données peuvent paraitre
contradictoires au regard de l'action thérapeutique des IRSS.
Néanmoins, cette contradiction peut étre expliquée par la différence
entre une altération monoaminergique chronique durant Ile
développement (Ansorge et al, 2004) et I'hypothétique déplétion
monoaminergique chez un adulte atteint de dépression.

D’autres neurotransmetteurs ont également fait I'objet d’investigations,
corroborant d’autant plus I'’hypothese monoaminergique de Ila
dépression. La déplétion expérimentale des catécholamines (dopamine,
adrénaline et noradrénaline) n’induit pas de dépression chez le sujet
sain, mais va induire une rechute chez les patients ayant été traités avec
succes avec des inhibiteurs de recapture de noradrénaline (Ruhé et al.,
2007). Une augmentation de la sensibilit¢é du récepteur
noradrénergique a-2, principalement présynaptique et dont le role est
de moduler la libération de noradrénaline par un feedback négatif, a été
décrite chez des patients dépressifs (Ordway et al, 2003), corroborant
I'hypothese d'un épuisement du stock de noradrénaline dans la
dépression. L'importante comorbidité entre la maladie de Parkinson et
la dépression suggere qu'une déficience en dopamine pourrait aussi
étre impliquée dans la physiopathologie du trouble psychiatrique
(Koerts et al, 2007). Cette hypothése est renforcée par leffet
antidépresseur du bupropion, qui inhibe la recapture de la dopamine, et
par le pramipexole, un agoniste dopaminergique, méme si ce dernier a
été développé pour la maladie de Parkinson (Gershon et al., 2007). De
plus, tous les antidépresseurs augmentent la libération de dopamine
dans le cortex préfrontal, au niveau duquel I'expression des récepteurs
D1 de la dopamine semble déterminante pour réguler I'état dépressif
(Lavergne et Jay, 2010).

Enfin, I'effet de psychostimulants sur I'humeur supporte indirectement
I'hypothese monoaminergique de la dépression, puisque la cocaine et
les amphétamines vont entrainer une augmentation importante de
monoamines dans la synapse, sans toutefois soulager les troubles des
patients dépressifs. Néanmoins, une réponse aigué a une dose
d’amphétamines est capable de prédire la réponse a long-terme du
patient aux inhibiteurs de recapture de monoamines (Tremblay et al,
2002).
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Malgré tout ce qui a été décrit ci-dessus, I'hypothese monoaminergique,
bien que séduisante, ne permet pas d’expliquer la totalité des
perturbations observées dans la dépression et présente plusieurs
limites. L'une d’entre elles est que cette hypothese dérive directement
de l'observation de l'efficacité d’antidépresseurs monoaminergiques,
alors méme que chez 30 a 40 % des patients dépressifs, ces traitements
demeurent inefficaces. De plus, si approximativement deux tiers des
patients répondent cliniquement a ces composés, un tiers répondent au
placebo (Mann, 2005). Il est connu que les monoamines, en plus de leur
réle modulateur de I'humeur et de I'anxiété, participent a un grand
nombre de fonctions centrales et périphériques, régulant des systemes
impliqués dans la cognition, l'attention, les rythmes veille/sommeil, le
comportement alimentaire, le comportement sexuel, l’addiction,
'activité cardiovasculaire, ou l'activité viscérale. En agissant sur les
systemes monoaminergiques de maniere générale, ces systemes vont
étre affectés et vont pouvoir, indirectement, contribuer a 'amélioration
de 'humeur du patient dépressif. Cette fonction antidépressive serait
alors sans lien direct avec I'effet spécifique de I'antidépresseur sur les
systémes monoaminergiques. En outre, I'apparition des premiers effets
bénéfiques d’'un traitement antidépresseur ne s’observe qu’apreés un
délai de plusieurs semaines, alors que l'augmentation du niveau de
monoamines est plutot rapide (Wong et Licinio, 2001 ; Artigas et al,
2002). Cela sous-entend que la stimulation des cibles
monoaminergiques va entrainer des modifications physiologiques et
structurales progressives au sein de ces structures, en particulier celles
impliquées dans la régulation de I'humeur et de l'état dépressif,
permettant I'apparition des effets cliniques.

La non spécificité des antidépresseurs monoaminergiques entraine par
ailleurs souvent de nombreux effets secondaires (maux de téte,
nausées, nervosité, insomnie, agitation, difficultés sexuelles, prise de
poids, etc.). Il est donc envisageable d’essayer d'obtenir des effets
thérapeutiques en agissant plus spécifiquement sur des systemes
directement liés aux perturbations observées dans la dépression;
d’ailleurs, de nombreuses autres cibles thérapeutiques sont a I'étude en
s’appuyant sur d’autres hypotheses neurobiologiques et qui ne visent
pas directement les transmissions monoaminergiques, mais par
exemple le glutamate (Hashimoto, 2011), la mélatonine (Detanico et al,
2009), le systeme cannabinoide (McLaughlin et Gobbi, 2011), la
corticolibérine et la vasopressine (Louis et al., 2006 ; Surget et al., 2008
; Madaan et Wilson, 2009 ; Urani et al., 2011), la substance P (Gobbi et
Blier, 2005 ; Mufioz et Covefias, 2011), I'hormone de mélano-
concentration (melanin-concentrating hormone, MCH) (Shimazaki et al,
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2006 ; David et al, 2007), ou le neuropeptide Y (Madaan et Wilson,
2009).

1.3.2. Hypothese de la réponse au stress et de I'axe
HPA

Le stress est un concept a plusieurs dimensions qui englobe a la fois les
stimuli stressants (on parlera ainsi de stresseurs), I'état dans lequel se
trouve l'organisme, et la réaction engendrée par les stresseurs. On doit
la premiére utilisation du concept de « stress » (tension en anglais) en
médecine et en biologie a Hans Selye, qui a popularisé le terme et qui I'a
défini au sens large comme «la mesure des avanies causées par la
viel ». Il a conceptualisé en 1956 la réponse de stress en élaborant un
modeéle, le « syndrome d’adaptation générale », faisant encore référence
aujourd’hui. Selon cette conception, la réponse initiale au stress est la
réaction d'alarme. Il s’agit de fonctions réflexes archaiques et bien
conservées au service de I'autoconservation de I'espéce. Cette premieére
étape est suivie d'une seconde étape moins précoce mais plus durable,
le stade d'adaptation ou de résistance, qui comprend une activation
réussie des systemes de réponse adéquate, en particulier de 'axe HPA
(axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien ou axe corticotrope, en
anglais hypothalamic-pituitary-adrenal axis). La durée de cette phase est
fonction du stress lui-méme et des capacités d’adaptation de
I'organisme qui dépendront, au-dela des réponses physiologiques, du
traitement cognitif et des prises de décision. En général, I'individu
parvient a faire face et retrouve un état physiologique normal par le
rétablissement de la balance homéostatique. Si le stress se prolonge, ou
se répete fréquemment, une phase d’épuisement se met alors en place,
et 'individu devient incapable de s’adapter et de surmonter la situation.
Ses capacités psychologiques, cognitives et émotionnelles a faire face a
la situation stressante s’amenuisent, les ressources énergétiques de
I'organisme s’épuisent et certains processus physiologiques se
retrouvent anormalement hyperactifs ou réprimés. L’activation
soutenue de tous ces processus physiologiques, et particulierement de
I'axe HPA, peut se traduire par une multitude d’effets néfastes (morts
cellulaires et neuronales, diminution de la plasticité neurale,
affaiblissement du systéme immunitaire, etc.) pouvant conduire, s’ils
deviennent chroniques, a un état pathologique.

L’axe HPA est donc le principal systéme de réponse au stress, qui
s'insere néanmoins dans un mécanisme adaptatif plus vaste composé

L« the rate of all the wear and tear caused by life », Hans Selye, 1956.
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d’autres systemes centraux et périphériques, en interaction avec I'axe
HPA, et accompagnant également la réponse au stress. Comme décrit
précédemment, lors d'un événement stressant, I'organisme va réagir en
déclenchant une réponse physiologique adaptative. L’intégration des
stimuli liés au stress va faire intervenir plusieurs circuits
corticolimbiques qui vont transmettre I'information a '’hypothalamus,
dans le noyau paraventriculaire (paraventricular nucleus, PVN). Ce
noyau posséde deux types de neurones : les neurones magnocellulaires
qui secretent l'ocytocine et la vasopressine, et les neurones
parvocellulaires qui sécretent la vasopressine, 'hormone thyréotrope
(thyrotropin-releasing  hormone, TRH) et la corticolibérine
(corticotropin-releasing hormone, CRH, ou corticotropin-releasing factor,
CRF). Lorsque les neurones parvocellulaires vont étre stimulés suite a
un stress, le CRF va étre libéré dans le systeme porte hypothalamo-
hypophysaire  pour rejoindre 1’adénohypophyse (hypophyse
antérieure) et déclencher la sécrétion dans le systeme circulatoire
sanguin de I'hormone adrénocorticotrope (adrenocorticotropic
hormone, ACTH). Cette derniére parvient alors au niveau des glandes
corticosurrénales, induisant la libération des hormones
corticostéroides (principalement le cortisol chez les primates et la
corticostérone chez les rongeurs), produit final dans la réponse de 'axe
HPA. Ces corticostéroides vont agir a la fois en périphérie et sur le
systeme nerveux central a travers les récepteurs de type I ou
récepteurs des minéralocorticoides (mineralocorticoid receptor, MR) et
les récepteurs de type II ou récepteurs des glucocorticoides
(glucocorticoid receptor, GR). Afin de maintenir '’homéostasie, les
corticostéroides vont initier une boucle de rétrocontrdle négatif sur
I'axe HPA pour réduire la production de CRH en agissant sur
I'hypothalamus et I'hypophyse antérieure, mais également sur d’autres
structures centrales comme le cortex préfrontal, I'amygdale et
I'hippocampe (Quirarte et al., 1997 ; Bao et al., 2008) (Figure 2).
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Figure 2. L’hypothése de l'implication de I'axe HPA dans la dépression postule
que des anomalies de la sécrétion du cortisol puissent sous-tendre la dépression.
Les fleches noires montrent qu'en réponse au stress, préalablement pergu et
identifi€ comme tel par les structures corticolimbiques (amygdale, cortex préfrontal,
gyrus cingulaire, hippocampe), la CRH et accessoirement la vasopressine (non
représentée ici) vont alors étre libérées. En atteignant I'hypophyse, ces deux
molécules vont étre & l'origine de la libération dans le systéme circulatoire de
'ACTH. Cette derniére va permettre aux glandes surrénales de sécréter le cortisol.
Les lignes rouges indiquent que le cortisol, en retour, supprime la libération de la
CRH, d’ACTH et du cortisol lui-méme via '’hypophyse antérieure, I'hypothalamus
mais aussi les structures corticolimbiques sus-citées. Les études sur la dépression
indiquent que les niveaux de cortisol sont fréequemment augmentés dans la
dépression séveére, et les niveaux de CRH et de vasopressine sont également
élevés. L’ensemble des régulateurs corticolimbiques de la réponse au stress sont
perturbés, avec notamment des anomalies du rétrocontréle que le cortisol exerce
sur 'axe HPA. D’aprés Belmaker et Agam (2008).

Lorsque le stress se prolonge anormalement ou survient de maniere
trop fréquente ou excessive, I'activation soutenue de I'axe HPA peut
engendrer des altérations importantes conduisant a des pathologies
comme la dépression (Sapolsky, 1996 ; McEwen, 1998a ; Sapolsky,
2003). En effet, des stress périnataux peuvent augmenter le risque de
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développer une dépression a l'dge adulte et sont associés a une
hyperactivité permanente de I'axe HPA (Lee et al., 2005b ; Tarullo et
Gunnar, 2006). De fait, il est a présent clairement établi que la
dépression majeure s’'accompagne tres fréquemment d’une
hyperactivité de I'axe HPA (Burke et al, 2005 ; Carroll et al, 2007),
corroborée par la forte occurrence d'épisodes dépressifs chez les
patients souffrant du syndrome de Cushing, caractérisé par une
hypertrophie des glandes surrénales a l'origine d’'une hypersécrétion
chronique de corticostéroides (Carroll et al, 2007). En outre, de
nombreuses études ont souligné le réle de I'axe HPA dans la dépression
en mettant en évidence des niveaux plasmatiques, salivaires et
urinaires de cortisol élevés, une diminution fonctionnelle de I'activité
des récepteurs GR ou MR, une sensibilité exagérée des glandes
surrénales a la stimulation par I'ACTH, une réponse affaiblie de
I’hypophyse a la stimulation par le CRF, et une augmentation du volume
des glandes surrénales (Pariante, 2003). Il est néanmoins nécessaire de
noter que le niveau de cortisol dans le sang n’a pas valeur de diagnostic
de la dépression, puisque ce taux varie considérablement au cours du
cycle circadien, et qu’il existe un chevauchement considérable entre le
niveau de cortisol des patients dépressifs et ceux des sujets controles
(Burke et al., 2005).

Généralement, les patients dépressifs présentent une altération du
rétrocontréle négatif qu’exercent les corticostéroides sur I'axe HPA
(Nemeroff, 1996 ; Holsboer, 2000). Il est possible de mettre en évidence
cette altération en injectant un corticostéroide exogene, la
dexaméthasone, qui va normalement provoquer dans les heures
suivantes une diminution de la concentration en glucocorticoides
plasmatiques en activant le rétrocontrole négatif de 'axe HPA. Ce test
de suppression a la dexaméthasone n’induit aucun changement pour
environ la moitié des patients souffrant de dépression sévere, ce qui
démontre que ces patients présentent des anomalies de la régulation de
I'axe HPA et conservent une concentration en glucocorticoides
endogenes élevée (Carroll et al., 2007). De plus, lorsque des patients
présentent des altérations de l'axe HPA, la rémission clinique est
toujours associée a une normalisation de l'activité et du rétrocontrole
négatif de 'axe HPA, que la rémission soit spontanée ou qu’elle soit due
a des traitements avec des antidépresseurs ou des électrochocs
(Nemeroff, 1996 ; Carroll et al., 2007).

De nombreuses études ont démontré I'implication du CRF dans la
pathophysiologie de la dépression. Chez les patients dépressifs, on
observe une augmentation du nombre de neurones sécrétant du CRF
dans le PVN, ainsi qu’'une élévation du niveau de CRF dans ce noyau,
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dans le systéeme limbique et dans le liquide céphalo-rachidien
(Raadsheer et al.,, 1994 ; Raadsheer et al,, 1995 ; Merali et al., 2004 ;
Merali et al.,, 2006). Chez les rongeurs, I'injection intracérébrale de CRF
induit des altérations physiologiques et comportementales analogues
aux symptomes de la dépression, comme une diminution du
comportement alimentaire et de l'activité sexuelle, des perturbations
du sommeil et une augmentation de I'anxiété (Holsboer, 2001). De plus,
I'implication du CRF dans la dépression est soulignée par l'effet de
I'administration chronique d’antidépresseurs qui va engendrer une
diminution de la synthese et de la concentration de CRF dans le liquide
céphalo-rachidien (Barden, 1996 ; Heuser et al, 1996). Enfin, un
polymorphisme du géne du récepteur CRH1 a été identifié et associé a
une augmentation du risque pour la dépression majeure (Liu et al,
2006). D’ailleurs, les antagonistes du récepteur CRH1 semblent montrer
une certaine efficacité dans différents tests et modeles de dépression
chez les rongeurs de méme que lors d’essais cliniques (Zobel et al., 2000
; Louis et al., 2006 ; Surget et al., 2008), méme si ces résultats n’ont pas
toujours pu étre répliqués (Binneman et al., 2008). Néanmoins, tous les
patients ne présentent pas nécessairement d’hyperactivité de I'axe HPA,
et ces antagonistes pourraient ne pas étre efficaces chez ceux-ci.

La vasopressine joue également un role dans le fonctionnement de I'axe
HPA en étant capable d’induire la libération d’ACTH principalement
lorsque le stress devient chronique (Scott et Dinan, 1998). De
nombreuses études ont d’ailleurs souligné Iimplication de la
vasopressine dans la pathophysiologie de la dépression. Des élévations
des niveaux de vasopressine plasmatique et de la synthese de
vasopressine ont été respectivement corrélées avec le niveau de
cortisol et le risque de suicide chez les dépressifs (de Winter et al.,, 2003
; Merali et al, 2006 ; Meynen et al, 2006), de méme qu’'une
augmentation du nombre de neurone exprimant la vasopressine et du
niveau de vasopressine dans le PVN (Purba et al., 1996 ; Bao et Swaab,
2010). Un polymorphisme du géne du récepteur V1b de la vasopressine
aurait des effets protecteurs contre la dépression majeure (van West et
al., 2006), confirmé par I'effet des antagonistes des récepteurs V1b dans
les modeles animaux de dépression (Griebel et al., 2002 ; Alonso et al.,
2004 ; Louis et al,, 2006 ; Surget et al., 2008 ; Urani et al., 2011).

L’'implication des glucocorticoides dans la dépression majeure est aussi
attestée par plusieurs études qui démontrent notamment que des
polymorphismes du gene du GR sont associés a une vulnérabilité plus
importante face au risque de développer des troubles dépressifs (Claes,
2009). De plus, des études post-mortem chez des patients dépressifs ont
mis en évidence une diminution de I'expression des GR au niveau de
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I'hippocampe et du cortex frontal, mais également dans le PVN et
I'hypophyse (Modell et al., 1997 ; Webster et al., 2002), ce qui pourrait
contribuer a 'altération du rétrocontrole négatif (Pariante et Lightman,
2008 ; Anacker et al, 2011). Des souris knock-out dépourvues de GR
dans tout ou partie du cerveau présentent une hyperactivité de I'axe du
stress avec une augmentation des niveaux de CRH et de
glucocorticoides, ainsi que des comportements dépressifs-like, ces
altérations pouvant étre contrecarrées par des antidépresseurs
(Tronche et al., 1999 ; Boyle et al., 2005). Enfin, il a été envisagé de
cibler les GR pour traiter la dépression en luttant contre '’hyperactivité
de I'axe HPA (Pariante et Miller, 2001), grace a des inhibiteurs de la
synthése des hormones corticostéroides tels que la métyrapone,
I'aminoglutethamide ou le kétoconazole (Reus et al, 1997 ; Jahn et al,
2004), ou grace a des antagonistes des GR comme le mifepristone
(Belanoff et al., 2002 ; Flores et al., 2006). Cependant, ces produits ne
présentent pas une action spécifique sur le systeme nerveux central et
leurs effets secondaires restent rédhibitoires pour envisager un usage
clinique en cas de dépression (Holsboer et Barden, 1996 ; Wolkowitz et
Reus, 1999).

La libération des glucocorticoides est un processus adaptatif clef lors
d’'un stress. Dans des conditions normales, la libération de ces
hormones va permettre de rediriger les ressources énergétiques,
attentionnelles et cognitives pour se soustraire a I'agent stresseur ou a
ses effets. Cependant, si le stress devient chronique et que l'individu ne
peut faire face, le maintien a long terme ou l'intensité excessive de la
réponse au stress peut s’avérer préjudiciable pour les structures
cérébrales cibles. En effet, le stress chronique, qui est souvent utilisé
dans la modélisation des états dépressifs, est capable de provoquer des
atrophies neuronales au niveau du cortex préfrontal et de I'hippocampe
(Bisagno et al.,, 2000 ; Cook et Wellman, 2004 ; Radley et al., 2004). Ces
processus sont dépendants des glucocorticoides (Magarinos et
McEwen, 1995b ; Sapolsky, 2003). Le stress et les glucocorticoides sont
également capables d’affecter d’autres types cellulaires, comme les
cellules gliales et endothéliales dans le cortex préfrontal (Alonso, 2000 ;
Banasr et al, 2007) et vont également inhiber la neurogenese
hippocampique (Cameron et Gould, 1994 ; Dranovsky et Hen, 2006) et
perturber la plasticité synaptique en diminuant la potentialisation a
long terme dans I'’hippocampe (Kim et Diamond, 2002) et dans le cortex
préfrontal (Jay et al., 2004 ; Cerqueira et al, 2007). A 'opposé de son
action sur l'hippocampe et le cortex préfrontal, le stress et les
glucocorticoides augmentent la plasticité synaptique et les fonctions
neuronales de l'amygdale, en favorisant la croissance dendritique, la
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connectivité synaptique et la potentialisation a long terme (Vyas et al,
2002 ; Vyasetal, 2003 ; Vyas et al., 2006).

Les déreglements profonds du fonctionnement de l'axe du stress
pourraient donc étre a l'origine d'un cercle vicieux qui pourrait
précipiter et consolider les altérations neuropathologiques des troubles
dépressifs. De plus, il permet de concevoir un mécanisme
neurobiologique de la relation stress/diathese : des variants alléliques
sur certains génes clefs pourraient rendre la cellule plus sensible a
I'action des meédiateurs du stress, favorisant les altérations
neuroplastiques induites en cas d’excés de stimulation et rendant alors
I'individu plus vulnérable qu’un autre au stress et par conséquent a
I'apparition de troubles dépressifs. Dans ce cas, le stress pourrait étre
causal, mais il est envisageable qu’il soit également secondaire a
I’humeur dépressive dans d’autres cas.

L’hyperactivité de I'axe HPA et I'affaiblissement de son rétrocontréle
négatif semblent donc étre des altérations neuroendocriniennes clefs
dans la dépression. Elles peuvent jouer un role important dans des
symptomes comportementaux tels que I'élévation de I'anxiété,
I'insomnie, les pertes d’appétit, de libido, et les carences cognitives qui
sont caractéristiques du sous-type mélancolique de la dépression
majeure (Gold et Chrousos, 2002). En revanche, sachant que les
symptoémes comportementaux de la dépression atypique (léthargie,
fatigue, hypersomnie, augmentation de l'appétit, etc.) semblent étre le
reflet inverse de ceux de la forme mélancolique, il a été suggéré qu'un
profil neuroendocrinien opposé (c’est-a-dire une hypoactivité
pathologique des systemes de stress) pouvait étre a la base de ces
différences (Gold et al, 2002 ; Gold et Chrousos, 2002 ; Antonijevic,
2006). En effet, Chrousos et Gold ont initialement montré que la
dépression atypique pouvait étre sous-tendue par une activité réduite
de I'axe HPA, de la sécrétion du CRF et de la fonction noradrénergique
(Chrousos et Gold, 1992), ce qui fut confirmé par la suite (Geracioti, ]r.
et al, 1997 ; Anisman et al, 1999 ; Levitan et al., 2002). Cependant, le
manque de consensus clair sur les caractéristiques cliniques de la forme
atypique peut étre a l'origine de quelques discordances (Posternak et
Zimmerman, 2002 ; Benazzi, 2003 ; Joyce et al., 2004). Aux regards de
ces différences de fonctionnement de I'axe du stress dans la dépression
mélancolique et atypique, une hypercortisolémie n’est donc pas la seule
anormalité possible dans la dépression majeure, soulignant davantage
la grande hétérogénéité de cette affection.
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1.3.3. Hypothese de la neuroplasticité

D’'une maniere générale, la neuroplasticité désigne la capacité de
réorganisation du systéme nerveux, entrainant une modification
fonctionnelle de celui-ci. Cette réorganisation fait intervenir plusieurs
processus comme la production de nouvelles cellules (neurones ou
glie), le développement ou I’élimination de l'arborisation dendritique
neuronale et de nouvelles connexions synaptiques, la facilitation ou
I'inhibition des transmissions synaptiques pouvant produire une
altération dans la réponse cellulaire. Ces modifications structurelles
vont donc étre le support d'une réorganisation de réseaux neuronaux et
synaptiques permettant aux cellules cérébrales de s’adapter aux
changements endogénes et exogenes a l'organisme. De fait, une
altération de la plasticité neuronale, rendant le systeme nerveux
incapable de répondre adéquatement au stress, pourrait contribuer a
expliquer I'étiopathogenése de la dépression. Cette altération de la
neuroplasticité pourrait étre le fruit de I'interaction d’'une vulnérabilité
génétique avec des facteurs environnementaux générateurs de stress,
entrainant le développement de troubles dépressifs.

Des lors, de nombreux travaux se sont penchées sur I'implication de la
neuroplasticité dans la pathophysiologie et le traitement des troubles
de 'humeur en venant étayer cette hypothese (Jacobs et al, 2000 ;
Sapolsky, 2000 ; McEwen, 2001 ; Pittenger et Duman, 2008). Bien qu'’il
existe une certaine hétérogénéité dans les résultats de ces études, a
I'image de celle qui existe dans la pathologie dépressive elle-méme avec
des différences en fonction de 1'dge, du sexe, ou du type de dépression, il
se dégage néanmoins un certain consensus concernant plusieurs
régions cérébrales mises en cause. En effet, des études de
neuroimagerie anatomique (telle que l'imagerie par résonance
magnétique, IRM) et post-mortem ont notamment décrit chez des
patients souffrant de dépression de nombreuses anomalies
morphologiques, neuroanatomiques et cytoarchitecturales dans le
cortex préfrontal, le cortex cingulaire, le striatum (Drevets et al.,, 2008 ;
Quidé et al,, 2011), et plus particulierement dans I'hippocampe (Sheline
et al, 1996 ; Bremner et al., 2000 ; Steffens et al, 2000 ; Sheline et al,,
2003). Les données morphologiques concernant I'amygdale sont plus
controversées, puisque des augmentations aussi bien que des
diminutions de son volume ont été décrites chez des patients dépressifs
(Drevets et al, 2008). En outre, d’autres études ont montré que les
antidépresseurs, administrés de maniére chronique, contrecarrent
certaines de ces altérations (Czeh et al, 2001 ; Drevets et al.,, 2002 ;
Drevets, 2003 ; Sheline et al,, 2003 ; Neumeister et al., 2005 ; Fales et al,,
2009).

45



Introduction = Hypotheses neurobiologiques de la dépression majeure

Si de nombreux travaux viennent appuyer '’hypothese d’'une altération
de la neuroplasticité dans la dépression, les mécanismes précis a
'origine de ces altérations restent flous, méme si le stress semble étre
un facteur déterminant dans l'apparition d'un déficit de plasticité
cellulaire. L’exces de stress ou de glucocorticoides va ainsi pouvoir
engendrer I'atrophie ou la mort de certaines cellules, la diminution de
I'arborisation dendritique et de la synaptogeneése, ainsi que la réduction
du volume de I'’hippocampe et des dysfonctionnements du cortex
préfrontal chez les rongeurs et les primates non humains (Sapolsky,
2000 ; Sapolsky, 2003 ; Pittenger et Duman, 2008). Ces changements
morphologiques et fonctionnels sont contrecarrés par 'administration
chronique d’antidépresseurs (Malberg et Duman, 2003 ; Rocher et al,
2004 ; Carlson et al., 2006 ; Dupin et al., 2006 ; Mailliet et al., 2008).

A partir de la fin des années 90, la recherche sur les liens entre
plasticité cérébrale et dépression a pris un nouvel essor, principalement
grace a la découverte de la neurogenése hippocampique chez I'adulte.
La notion de neuroplasticité s’est en effet considérablement enrichie
ces derniéres années, en particulier grace a la remise en cause des
travaux de Santiago Ramon y Cajal, réalisés au début du XXe siecle, selon
lesquels la formation des neurones, ou neurogenese, s’effectuait
uniquement au cours du développement embryonnaire chez les
mammiferes, le systéeme nerveux adulte étant incapable de se
régénérer. C'est plus d'un demi-siecle plus tard, au cours des années 60,
que les travaux de Joseph Altman vinrent sensiblement ébrécher ce
dogme avec la mise en évidence de l'apparition de nouvelles cellules
dans le cortex cérébral, 'hippocampe et le bulbe olfactif chez le rat et le
chat adulte (Altman, 1962 ; Altman, 1963 ; Altman et Das, 1966 ;
Altman, 1969a ; Altman, 1969b), sans qu'il soit possible de déterminer
avec certitude s’'il s’agissait de neurones ou de cellules gliales.
Néanmoins, ces découvertes ne suscitérent que peu d’engouement dans
la communauté scientifique, méfiante vis-a-vis des résultats, et
préférant 'explication d’observations artéfactuelles. Il fallut attendre la
fin des années 70 et le début des années 80 pour relancer I'intérét des
scientifiques pour la neurogenese adulte avec les travaux de Michael
Kaplan, Shirley Bayer etFernando Nottebohm qui confirmerent
'existence d'une neurogenese adulte chez le rat et les oiseaux (Kaplan
et Hinds, 1977 ; Bayer et al, 1982 ; Bayer, 1982 ; Goldman et
Nottebohm, 1983). Finalement, ce n’est qu’au cours des années 90 que
la neurogenese hippocampique adulte fut observée et confirmée chez
les primates non humains et chez 'Homme (Reynolds et Weiss, 1992 ;
Gage et al., 1995 ; Kuhn et al, 1996 ; Eriksson et al., 1998 ; Gould et al,
1999Db).
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La neurogenese adulte est principalement circonscrite dans deux zones
neurogéniques : la zone subventriculaire, qui borde les ventricules
latéraux et point de départ de la migration des nouveaux neurones vers
le bulbe olfactif, et la zone subgranulaire adjacente au gyrus denté, a
I'origine des nouvelles cellules granulaires du gyrus denté de
I'hippocampe (Ming et Song, 2005 ; Zhao et al, 2008). Bien que
certaines études aient suggéré I'apparition de nouveaux neurones dans
le néocortex, le striatum, l'amygdale, la substance noire et
I’hypothalamus, I'existence d’'une neurogenese adulte ailleurs que dans
les zones subgranulaire et subventriculaire est sujette a controverses
(Gould, 2007).

Les anomalies de I'hippocampe observées chez les patients dépressifs
ont logiquement amené les chercheurs a s’intéresser tout
particulierement a I'implication de la neurogenése hippocampique dans
la dépression. Les premiers travaux ont montré que l'administration
exogéne de glucocorticoides entrainait une diminution de la
prolifération cellulaire dans la zone subgranulaire (Cameron et Gould,
1994). Le niveau élevé de ces hormones en cas de stress excessif
pourrait contribuer a réduire la taille de ’hippocampe et sous-tendre
I'apparition des troubles dépressifs (MacQueen et al, 2003). Plusieurs
études ont aussi montré que le stress chronique diminue le volume de
I’hippocampe chez les primates, les rongeurs et les toupailles communs
(Czeh et al,, 2001 ; Coe et al, 2003 ; Alonso et al, 2004), mais induit
également une réduction de Iarborisation dendritique, de la
différenciation en nouveaux neurones et de la survie des néoneurones
dans I'’hippocampe (Sapolsky, 2003).

Un grand nombre de facteurs extracellulaires peuvent réguler la
neurogenese, en particulier les monoamines. En effet, de nombreux
antidépresseurs monoaminergiques administrées de maniere
chronique, mais pas de maniere aigué, stimulent la prolifération
cellulaire, la neurogenése et la survie des nouveaux neurones dans
I’hippocampe chez les rongeurs, les toupailles communs et les primates
non humains (Perera et al., 2007 ; Zhao et al., 2008). D’autres études ont
montré que la stimulation directe des systemes sérotoninergique et
noradrénergiques favorise la neurogenese dans I'hippocampe (Banasr
et al., 2004 ; Banasr et Duman, 2007 ; Lucas et al., 2007). De plus, la
déplétion du récepteur 5-HTia empéche a la fois les effets
neurogéniques et  comportementaux  d'un antidépresseur
sérotoninergique (Santarelli et al, 2003). De méme, la prolifération
cellulaire de I'hippocampe est diminuée par la déplétion du systéme
noradrénergique, tandis que la stimulation de la libération de
noradrénaline dans I'hippocampe permet I'accroissement du niveau de
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neurogenese hippocampique (Kulkarni et al., 2002 ; Rizk et al, 2006).
Ces antidépresseurs monoaminergiques sont aussi capables de
prévenir ou de contrecarrer la réduction de la neurogenese
hippocampique induite par le stress chronique (Surget et al, 2008 ;
Surgetetal, 2011).

Récemment, la possibilité de supprimer spécifiquement la neurogenese
hippocampique a permis de mieux comprendre le role de ces nouveaux
neurones dans le cadre de la dépression. De maniére remarquable, la
suppression spécifique de la neurogenese hippocampique par
irradiation chez des souris adultes empéche I'action bénéfique
d’antidépresseurs sérotoninergiques et noradrénergiques dans un
modele de dépression (Santarelli et al, 2003), sans que cette
suppression n’induise de symptémes dépressifs. D’autres travaux sont
venus corroborer le lien entre neurogenese et effets antidépresseurs
(Alonso et al.,, 2004 ; Jiang et al., 2005 ; Airan et al., 2007 ; Surget et al.,
2008), alors que certaines études ont apporté quelques nuances en
démontrant que la dépendance des effets des antidépresseurs pour les
nouveaux neurones pouvait étre influencée par les conditions d’élevage,
le patrimoine génétique et les paradigmes utilisés pour modéliser la
dépression (Meshi et al., 2006 ; Holick et al., 2008 ; Huang et al., 2008 ;
Miller et al., 2008). Trés récemment, une étude a mise en évidence que
la neurogenése hippocampique était indispensable pour qu’un
antidépresseur sérotoninergique puisse rétablir la régulation qu’exerce
I'hippocampe sur l'axe HPA, démontrant ainsi que les nouveaux
neurones du gyrus denté vont permettre aux antidépresseurs
monoaminergiques de contrecarrer les dysfonctionnements de 1'axe du
stress (Surget et al., 2011). Toutes ces études semblent indiquer que la
diminution de la neurogenése hippocampique participerait a rendre les
individus vulnérables dans un contexte dépressogene, sans pour autant
étre une cause de la dépression majeure, puisque qu’elle ne semble pas
induire de comportements dépressifs en tant que tel (Henn et Vollmayr,
2004), bien que ceci ait été récemment remis en cause (Snyder et al.,
2011).

D’autres systéemes de neurotransmission sont également impliqués
dans la stimulation de la neurogenese, comme |'acétylcholine (Cooper-
Kuhn et al, 2004), le neuropeptide Y (Howell et al, 2005), et la
dopamine (Borta et Hoglinger, 2007). De plus, des molécules ayant des
propriétés antidépressives mais sans action directe sur la
neurotransmission sérotoninergique ou noradrénergique comme le
lithium, un stabilisateur d’humeur utilisé chez des patients souffrant de
troubles bipolaires, et l'olanzapine, un antipsychotique atypique,
stimulent également la neurogenese hippocampique (Manji et al, 2000 ;
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Kodama et al.,, 2004), alors que les psychotropes dénués de propriétés
antidépressives comme 1’halopéridol ou les benzodiazépines en sont
incapables (Malberg et al., 2000 ; Santarelli et al., 2003 ; Kodama et al,,
2004 ; Nixon et Crews, 2004).

Il existe de nombreux autres facteurs qui peuvent également réguler la
neurogenese hippocampique, comme I’environnement enrichi,
I'exercice physique ou les taches cognitives (van Praag et al., 1999 ;
Gould et al., 1999a ; Tashiro et al, 2007), de méme que les facteurs
neurotrophiques tel que le BDNF (Lee et Son, 2009). Ce dernier joue
notamment un roéle majeur dans la croissance axonale, la survie
neuronale et la plasticité synaptique (Heldt et al, 2007 ; Schmidt et
Duman, 2007), et est affecté par le stress (Angelucci et al, 2005 ;
KozlovsKky et al., 2007). Des études cliniques et précliniques ont montré
que la dépression majeure et les états dépressif-like étaient associés a
un déficit de BDNF dans I'hippocampe (Karege et al., 2005 ; Tsankova et
al, 2006 ; Frodl et al., 2007), et que les traitements antidépresseurs ou
la sismothérapie augmentait le taux de BDNF (Chen et al, 2001 ; Karege
et al, 2005). De plus, linjection de BDNF directement dans
I'hippocampe a des effets antidépressifs-like chez le rat (Shirayama et
al, 2002). Cependant, il semblerait qu'une réduction du taux de BDNF
ne soit pas propre a la dépression majeure et puisse étre retrouvée
dans d’autres troubles psychiatriques (Angelucci et al., 2005). De plus,
des souris possédant moins de BDNF ne présentent pas de
comportement spécifiquement dépressifs-like et ne sont pas plus
sensibles aux effets du stress chronique que des souris sauvages (Lyons
et al, 1999 ; Ibarguen-Vargas et al., 2009).

Finalement, ces études sur les effets du stress et des antidépresseurs
sur la neuroplasticité en général, et sur la neurogenese hippocampique
en particulier, ont renforcé I'hypothese cellulaire et moléculaire de la
dépression. L’intégration de ces nouvelles données dans le modeéle
étiologique multifactoriel du trouble dépressif permet de mieux en
appréhender [l'origine, donnant un sens a linteraction de
prédispositions génétiques (déficit de protéines ou de médiateurs des
voies de signalisation contribuant a la plasticité) associée et/ou
contribuant a une vulnérabilité accrue (exces de stress et dérégulation
de ses médiateurs moléculaires) face a des facteurs environnementaux
stressants. Les effets de chacun de ces facteurs pourraient étre
cumulatifs, les conséquences plastiques d'un événement de la vie tel
qu'une expérience aversive s'ajoutant aux précédentes jusqu’'a
perturber le bon fonctionnement des structures corticolimbiques et
induire un état dépressif.
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1.3.4. Autres hypotheses neurobiologiques

De nombreuses autres hypothéses neurobiologiques existent pour
tenter d’expliquer tout ou partie de I'étiologie de la dépression majeure.
Beaucoup de ces mécanismes sont d’ailleurs impliqués dans d’autres
maladies psychiatriques ou neurologiques. Etant donné I'extréme
interconnectivité du systeme nerveux central et la diversité
symptomatologique du trouble dépressif, il n’est pas étonnant de
pouvoir trouver d’autres facteurs étiopathogéniques, résumés dans le
tableau ci-dessous, qui pourraient expliquer les multiples altérations
physiologiques et comportementales de la dépression (Tableau 2).
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Tableau 2. Autres théories biologiques de la dépression majeure.

Modifié d’aprés Belmaker et Agam (2008).

rhiores | pow | o |

Altération de la
neurotransmission
glutaminergique

Réduction de la
neurotransmission
GABAergique

Déficience dans la
synthése de
neurostéroides

Déséquilibre
monoamine/
acétylcholine

Perturbation des
cytokines

Perturbation de la
thyroxine

* Les niveaux de glutamate et de
glutamine sont réduits dans le
cortex préfrontal

* L'injection de kétamine, un
antagoniste NMDA, induit un
effetantidépresseur rapide et
soutenu

* Les niveaux corticaux d’ARNm
du transporteur du glutamate et
de I'enzyme qui transforme le
glutamate en glutamine est réduit

* Les niveaux de GABA dans le
plasma, le LCR, etdans le
cortex cérébral sont réduits

* Les agonistes GABAergiques
ont des effets dans les modéles
animaux de dépression

* Les antidépresseurs affectentla
fonction GABAergique

* L'immunoréactivité des
neurones GABA est réduit dans
le cortex préfrontal

* Les niveaux de cholestérol sont
bas dans le plasma et dans le
cerveau durant la dépression

» La DHEA a des effets
antidépresseurs chez les patients
dépressifs

» L’humeur dépressive peut étre
induit chez 'Homme par
I'administration d’un inhibiteur
d’acétylcholinesterase

* Les antagonistes des
récepteurs cholinergiques
nicotiniques potentialisent les
antidépresseurs

* La dépression est fréquente
dans les maladies infectieuses et
auto-immunes

* L’exposition a des cytokines
induit des symptomes dépressifs,
et la libération des cytokines
augmente dans la dépression

* Les antidépresseurs ont des
effets anti-inflammatoires

* Les cytokines affectent 'axe
HPA et les monoamines

* Les niveaux de transthyrétine
sont réduits dans le LCR des
patients dépressifs

* Les hormones thyroidiennes
modulent le systéeme
sérotoninergique dans le cerveau
* La neurogenése est diminuée
apres I'administration de
thyroxine chez les rats adultes
avec hypothyroidisme

* Les niveaux de glutamate dans
le cortex occipital est augmenté
« La kétamine posséde une
grande affinité pour le récepteur
D2 de la dopamine

« L’'effet des antidépresseurs sur
les récepteurs AMPA reste
hypothétique

» Le GABA est présent dans plus
de 30 % des synapses, ce qui
suggeére une non spécificité

« Il n’y a pas de différences dans
les niveaux de GABA du cortex
préfrontal

* La neurotransmission
GABAergique pourrait étre reliée
aux symptémes de 'anxiété dans
la dépression

* Les données concernant la
schizophrénie sont similaires

* Les neurostéroides affectent
principalement la mémoire et le
sommeil

* La mécamylamine, un
antagoniste des récepteurs
cholinergiques nicotiniques,
réduit les symptomes de la
dépression

* Beaucoup d’antidépresseurs ne
sont pas anticholinergiques

* La plupart des études sont
corrélatives

* Les symptomes de la
dépression induits par les
cytokines sont temporaires et ne
sont pas répliqués dans toutes
les études

* Les antagonistes de la
substance P sont peu efficaces
dans la dépression

« La thyroxine est inefficace dans
la dépression

* L’hypothyroidisme n’est pas
manifeste chez la plupart des
patients dépressifs

51



Introduction Altérations associées a la dépression majeure

1.4. Altérations physiologiques et

comportementales associées a la dépression

Les perturbations neurobiologiques liées a la neurotransmission
monoaminergique, a la dérégulation de I'axe du stress et aux troubles
de la neuroplasticité vont engendrer de nombreux dysfonctionnements
physiologiques dans différentes régions cérébrales. De fait, beaucoup de
régions dans lesquelles des anomalies structurelles ont été observées
présentent également des anomalies fonctionnelles, dont I'étude est
rendu possible grace a des outils comme la tomographie par émission
de positons (TEP) ou I'IRM fonctionnelle (IRMf). On retrouve
généralement chez les patients dépressifs une diminution de I'activité
des aires du cortex préfrontal impliquées dans les fonctions exécutives
comme la mémoire de travail, et au contraire une augmentation de
I'activité des zones associées aux ruminations mentales et aux émotions
négatives, a savoir certaines sous-parties du cortex préfrontal, le cortex
cingulaire, le thalamus et 'amygdale (Drevets et al., 2008 ; Quidé et al,,
2011). Certaines de ces altérations fonctionnelles peuvent étre
améliorées apreés un traitement antidépresseur ou une sismothérapie
(Drevets et al.,, 2002 ; Mayberg et al., 2005).

La convergence de toutes ces données a permis, grace aux méta-
analyses et aux modeles de réseaux, de mettre en évidence des circuits
corticolimbiques impliqués dans la régulation et I'étiopathogenese des
troubles dépressifs, en particulier le circuit limbique-cortical-striatal-
pallidal-thalamique (Drevets et al., 2008). Ce circuit a des connexions
avec le cortex préfrontal, le cortex cingulaire, le cortex orbitofrontal,
I’hippocampe, le striatum ventral, le thalamus antérieur et médiodorsal,
et 'amygdale. Ce circuit possede également des connexions avec des
aires sensitives et des structures de controle viscéral comme
I’hypothalamus et la substance grise périaqueducale (Drevets et al,
2008 ; Quidé et al, 2011). Le dysfonctionnement de ces réseaux
neuronaux lié a des déficits neuroanatomiques et neurochimiques sont
a l'origine de nombreuses altérations.

1.4.1. Altérations du traitement de I'information

Les troubles cognitifs et neuropsychologiques sont wune des
caractéristiques de la dépression majeure et font partie des symptémes
les plus communément observés, constituant un critére diagnostic a
part entiere (DSM). Les perturbations de Iattention, de 1la
concentration, de la mémoire, de la perception et de la prise de décision
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sont souvent source d’'inadaptation pour le patient dépressif,
alimentant ainsi son sentiment d’autodépréciation. Néanmoins, les
nombreux travaux qui se sont penchés sur les symptomes cognitifs des
troubles de 'humeur rapportent souvent des résultats peu clairs, voire
contradictoires. Certaines études ont fait état d’'un large spectre de
déficits cognitifs comme des troubles du traitement rapide de
I'information, de l'attention, de la mémoire et des fonctions exécutives
(Landrg et al, 2001 ; MacQueen et al, 2002 ; Tsourtos et al.,, 2002 ;
Stordal et al., 2004 ; Rose et Ebmeier, 2006), alors que d’autres non
(Channon et al., 1993 ; Purcell et al., 1997 ; Grant et al.,, 2001). Plusieurs
facteurs peuvent contribuer a expliquer ces divergences dans les
résultats, en particulier I'hétérogénéité clinique de la dépression, les
différences de traitements (la plupart des patients sont sous médication
durant leur participation), ou les batteries de tests cognitifs
couramment utilisées en neuropsychologie qui ne sont pas toujours
adaptées a ce type de pathologie. Malgré tout, la présence de troubles
cognitifs dans la dépression majeure fait consensus. Ces déficits sont
d’ailleurs souvent résiduels chez les sujets sains ayant souffert de
dépression, ce qui démontre que certains traits cognitifs seraient
présents indépendamment de I'état dépressif (Tham et al., 1997).

Ce qui échappe en revanche a la controverse, ce sont les perturbations
du traitement de I'information émotionnelle chez les dépressifs, qui se
caractérisent notamment par des biais de traitements de I'information a
valence négative comparée a un stimulus a valence positive ou neutre
(Murphy et al.,, 1999 ; Murray et al., 1999 ; Elliott et al., 2000). En effet,
dans les études de mémoire, les patients dépressifs se souviennent plus
facilement des informations connotées négativement comparées aux
informations connotées positivement (Bradley et al, 1995 ; Murray et
al, 1999). Les processus attentionnels des dépressifs sont également
davantage perturbés par des stimuli a valence négative qui leur
rappellent leur maladie (Broomfield et al, 2007). Les patients
dépressifs traités (Murphy et al, 1999) et non traités (Erickson et al,,
2005) vont répondre plus vite lorsqu’il s’agit de mots cibles tristes
comparés a des mots joyeux, soulignant que l'information connotée
négativement va étre traitée plus rapidement. De plus, les patients
dépressifs traités sont plus négatifs dans leur interprétation de mots
dont le sens est ambigu (Mogg et al.,, 2006) ou de situations ambigiies
(Nunn et al., 1997) par rapport a des sujets sains. Les patients souffrant
de dépression vont par exemple avoir tendance a porter leur attention
sur des visages tristes par rapport a des visages neutres ou exprimant
une émotion positive (Gotlib et al.,, 2004a ; Gotlib et al., 2004b). Lors de
ce type de tache, on observe également une augmentation de l'activité
de 'amygdale chez les dépressifs lorsqu’ils observent des visages tristes
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ou effrayants (Drevets, 2001 ; Sheline et al,, 2001 ; Fu et al., 2004). Cette
augmentation de l'activité de 'amygdale est aussi observée chez des
sujets sains mais ayant connu un ou plusieurs épisodes de dépression,
suggérant qu'il s’agirait d'un marqueur de trait plutét qu'un marqueur
d’état des dépressifs (Neumeister et al., 2006a). Dans une autre étude,
lors de la présentation de visages a intensité croissante d’expressions
faciales, une augmentation graduelle de I'activité bilatérale du cortex
visuel fusiforme et du striatum ventral fut observée chez les sujets sains
pour les visages joyeux, tandis que les patients dépressifs présentaient
le méme pattern d’activation mais pour les visages tristes (Surguladze
etal, 2005).

Tous ces travaux suggerent l'existence d’'un biais de traitement de
I'information chez les patients dépressifs, qui pourrait faciliter la
représentation mentale des stimuli a valence négative. Les données de
neuroimagerie nous indiquent que les réponses physiologiques au sein
des circuits neuronaux sous-tendant le traitement de I'information liée
aux émotions sont perturbées, et que ces réponses altérées pourraient
représenter les corrélats neurophysiologiques des biais de traitement
des émotions observés dans la dépression majeure.

1.4.2. Altérations du sommeil

Chez les mammiféeres, le sommeil est composé de cycles durant lesquels
deux types de sommeil distincts coexistent, le sommeil a ondes lentes et
le sommeil paradoxal, le sommeil a ondes lentes étant subdivisé chez
les primates et les chats en quatre phases. La période
d’endormissement (phase 1) fait place au sommeil 1éger (phase 2), puis
au sommeil moyennement profond (phase 3) pour aboutir au sommeil
profond (phase 4). Ces quatre phases de sommeil a ondes lentes,
correspondant au sommeil profond durant lequel Ilactivité
électroencéphalographique ralentit, vont ensuite laisser place au
sommeil paradoxal (la phase durant laquelle on réve), appelé ainsi par
Michel Jouvet en 1959 car l'électroencéphalogramme a ce moment
ressemble a celui d'un état vigile. Une nuit est composée de plusieurs
cycles d'environ 90 minutes chacun. Les raisons de l'organisation
fonctionnelle de ces cycles restent inconnues (Walker, 2009).

A mesure que le systéeme nerveux central passe d'un stade du sommeil a
un autre, d'importants changements neurochimiques accompagnent
cette progression (Saper et al., 2001). Durant le sommeil a ondes lentes,
le systeme cholinergique du tronc cérébral et du prosencéphale basal
est tres peu actif (Hobson et al, 1975), a 'image de l'activité des
neurones sérotoninergiques des noyaux du raphé et des neurones
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noradrénergiques du locus cceruleus (Aston-Jones et Bloom, 1981 ;
Shima et al., 1986). Durant le sommeil paradoxal, ces deux derniéres
populations de neurones monoaminergiques sont tres fortement
inhibées alors que le systeme cholinergique redevient actif (Kametani
et Kawamura, 1990 ; Marrosu et al, 1995), aboutissant a un état
cérébral largement dépourvu de modulation aminergique et dominé
par l'acétylcholine. La transition entre sommeil lent et paradoxal
s’accompagne également de nombreux changements dans de multiples
régions cérébrales comme le tronc cérébral, le thalamus, le cortex
préfrontal, les ganglions de la base, le lobe temporal et occipital, et
I'amygdale (Nofzinger, 2005).

La dépression majeure a depuis longtemps été associée a des
altérations du sommeil qui constituent un des criteres diagnostiques de
la maladie (Kupfer, 1976). Pres de 90 % des patients dépressifs
souffrent de troubles du sommeil, principalement des insomnies (bien
qu'il soit aussi possible d’observer des hypersomnies), caractérisées par
des difficultés a s’endormir, de fréquent réveils durant la nuit, et un
sommeil non réparateur (Gillin et al, 1979 ; Berger et al.,, 1982 ; Kupfer
et al, 1985 ; Waller et al, 1989). De plus, les patients dépressifs
souffrent particuliéerement de perturbations du sommeil paradoxal,
avec une réduction de la latence d’apparition et une augmentation de la
durée du premier épisode de sommeil paradoxal, ainsi qu’'une
augmentation générale de la densité de ce sommeil au cours de la nuit
conjointement a une diminution du sommeil lent (Benca et al., 1992 ;
Tsuno et al., 2005 ; Armitage, 2007 ; Gottesmann et Gottesman, 2007).
L'incapacité a initier et a maintenir le sommeil s’avere étre un
important facteur de risque pour une rechute en cas de dépression
chronique, en méme temps qu'il augmente le risque de développer un
premier épisode dépressif (Harvey, 2001 ; Perlis et al., 2006 ; Ohayon,
2007). Au contraire, l'amélioration de l'architecture du sommeil
s'accompagne d’'une réduction du risque de rechute lors d’épisodes
dépressifs récurrents (Ohayon, 2007). Des altérations du sommeil sont
aussi retrouvées dans plusieurs modeles animaux de dépression,
notamment une diminution de la latence de sommeil paradoxal qui est
observée chez des animaux soumis a un paradigme de résignation
acquise (Adrien et al, 1991), a l'injection néonatale de clomipramine
(Vogel et al, 1990c), a des stress prénataux (Dugovic et al., 1999) et a
un stress chronique (Cheeta et al, 1997 ; Grgnli et al, 2004). Ces
résultats démontrent l'importance que revétent les altérations du
sommeil dans la dépression. En plus d’aggraver 'humeur des patients,
ces altérations peuvent perturber les processus cognitifs lié au
traitement des émotions, participant a I'apparition et a la maintenance
des symptomes de la dépression (Walker et van der Helm, 2009).
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Ces perturbations du sommeil observées chez les patients dépressifs, en
plus du fait que la plupart des antidépresseurs et des psychothérapies
diminuent la densité de sommeil paradoxal (Vogel et al, 1990a ;
Nofzinger et al., 1994 ; Buysse et al, 1997 ; Winokur et al, 2001), ont
été a l'origine de la théorie selon laquelle la pression du sommeil
paradoxal est augmentée chez les patients dépressifs. La régulation du
sommeil paradoxal au niveau pontin dépend en effet de la balance entre
le systeme sérotoninergique et cholinergique (Adrien, 2002). Puisque la
dépression est schématiquement associée a une augmentation de la
neurotransmission cholinergique et wune diminution de la
neurotransmission sérotoninergique (Chau et al, 2011), certains
auteurs ont proposé que ce déséquilibre puisse étre responsable de la
désinhibition du sommeil paradoxal chez les patients dépressifs (Figure
3). Méme si les mécanismes neurophysiologiques a l'origine des
perturbations du sommeil associées a la dépression est slirement plus
complexe (Lauriello et al, 1993 ; Seifritz et al.,, 1998), 'augmentation de
la pression du sommeil paradoxal chez les patients dépressifs pourrait
représenter une autre manifestation du déséquilibre de Ia
neurotransmission monoaminergique.

Sommeil
paradoxal
ON

Acétylcholine

- - + +

N /

Augmentation de la pression du
sommeil paradoxal

Figure 3. Représentation schématique de la régulation du sommeil paradoxal au
niveau pontin. L'apparition du sommeil paradoxal dépend de deux systéemes de
neurotransmission antagoniste : le systéme cholinergique (promoteur de sommeil
paradoxal) et le systtme monoaminergique (inhibiteur de sommeil paradoxal).
Chez les patients dépressifs, la diminution de la sérotonine et de la noradrénaline,
en méme temps que 'augmentation de la neurotransmission cholinergique, induit
une augmentation de la pression du sommeil paradoxal. Modifiée d’aprés Adrien et
al., 2002.
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Etrangement, certains auteurs ont remarqué que la privation de
sommeil pouvait avoir des effets antidépresseurs (Pflug et Tolle, 1971).
Une privation de sommeil d’'une nuit permet d’améliorer 'humeur chez
60 % des patients dépressifs, alors que 90 % des patients voient leur
humeur s’améliorer apres trois nuits consécutives de privation de
sommeil (Wu et Bunney, 1990 ; Wirz-Justice et Van Den Hoofdakker,
1999). Ces effets bénéfiques restent cependant transitoires (Southmayd
et al, 1990). En revanche, une privation sélective de sommeil paradoxal
durant plusieurs nuits consécutives induit un effet antidépresseur
graduel mais soutenu chez la moitié des patients dépressifs (Vogel et al.,
1980). De plus, des effets antidépressifs-like suite a une privation de
sommeil ont aussi été mis en évidence chez le rat (Maudhuit et al,
1996a ; Adrien, 2002). Ces effets bénéfiques des privations de sommeil
pourraient en partie s’expliquer par l'augmentation de la
neurotransmission sérotoninergique. En effet, chez le rat, des privations
de sommeil paradoxal durant un jour ou des privations totales de
sommeil durant quatre jours induisent une désensibilisation de
I'autorécepteur somatodendritique 5-HT1a (qui inhibe la libération de
sérotonine) dans les neurones du noyau du raphé (Prévot et al., 1996 ;
Maudhuit et al, 1996a ; Maudhuit et al, 1996b), et cette
désensibilisation disparait aprés quatre jours de recouvrement de
sommeil (Prévot et al, 1996). Au-dela des multiples changements sur
divers systemes de neurotransmission, il semble donc que les
privations de sommeil pourraient induire, au niveau sérotoninergique,
les mémes changements adaptatifs que ceux décrits aprés un
traitement chronique aux antidépresseurs, au moins concernant les
récepteurs 5-HT1a (Jolas et al., 1994 ; Maudhuit et al., 1996a). De fait, les
privations de sommeil augmentent l'efficacité des antidépresseurs,
notamment chez des patients résistants aux traitements classiques
(Leibenluft et Wehr, 1992 ; Benedetti et al, 1997). Cet effet
potentialisateur est d’ailleurs observé lorsque les privations de
sommeil sont associées a un antagoniste 5-HT1a (Smeraldi et al., 1999),
mais pas avec un agoniste dopaminergique (Benedetti et al., 1996).

1.4.3. Altérations du circuit de récompense

A Tlinstar des perturbations du sommeil, I'anhédonie est un des
symptémes majeurs de la dépression (DSM), puisqu’environ 37 % des
individus dépressifs font I'expérience clinique d’'une anhédonie (Pelizza
et Ferrari, 2009). Celle-ci est particulierement difficile a traiter, et
beaucoup d’études montrent que les antidépresseurs actuels, tels que
les IRSS, sont peu efficaces pour soulager les troubles anhédoniques
(Treadway et Zald, 2011), qui sont d’ailleurs souvent prédicteurs d’'une

57



Introduction Altérations associées a la dépression majeure

faible réponse aux antidépresseurs (Spijker et al, 2001). L’hypothése
selon laquelle 'anhédonie serait liée a un déficit en dopamine qui
régulerait les expériences de plaisir en présence de stimuli agréables a
poussé certains auteurs a proposer une théorie dopaminergique de la
dépression pour expliquer les troubles anhédoniques qui lui sont
souvent associés (Willner, 1983a ; Willner, 1983b ; Willner, 1983c). Des
études précliniques et cliniques ont d’ailleurs montré que la
neurotransmission dopaminergique était altérée dans des modeles
animaux de dépression, et au moins dans une sous-population de
patients dépressifs (Dunlop et Nemeroff, 2007 ; Yadid et Friedman,
2008). Mais depuis quelques années, cette hypothése dopaminergique
expliquant en totalité I'anhédonie dans les troubles dépressifs a été
abandonnée (Berridge et Robinson, 2003 ; Salamone et al., 2007).

Des auteurs ont donc proposé une redéfinition de I'anhédonie dans le
cadre de la dépression, en proposant une distinction entre 'anhédonie
consommatoire, qui pourrait étre définie comme l'absence de réponse
hédonique face aux stimuli agréables, et I'anhédonie anticipatoire ou
motivationnelle, qui serait la diminution de la motivation a rechercher
ce stimulus agréable (Treadway et Zald, 2011). Cette distinction fait
écho aux travaux chez l'animal démontrant que le systeme de
récompense pourrait étre sous-tendu par le « liking » qui correspond au
plaisir ressenti au cours de la consommation d'un stimulus, et le
« wanting » qui se référe a I'intérét de I'animal envers un stimulus qui
exerce sur lui une attraction ainsi qu’aux processus liés a l'initiation du
comportement dirigé vers ce stimulus (Berridge et Robinson, 1998 ;
Berridge et Robinson, 2003). Selon ces auteurs, le systéme
dopaminergique sous-tendrait tout particulierement la dimension du
«wanting », en jouant un role dans la motivation a obtenir une
récompense et non pas dans les aspects hédoniques liés a la
récompense (Berridge et Robinson, 1998 ; Salamone et al., 2007). Situés
dans la pars compacta de la substance noire et dans l'aire tegmentale
ventrale, les neurones dopaminergiques sont au cceur du systeme de
récompense et projettent largement vers le noyau caudé dorsal, le
putamen, le striatum ventral (incluant le noyau accumbens),
I'amygdale, I'hippocampe, et les régions corticales (Treadway et Zald,
2011). En revanche, les expériences de plaisir hédoniques seraient liées
aux opioides endogenes comme les endorphines, les enképhalines, ou
les dynorphines qui vont jouer un réle dans les expériences subjectives
d’euphorie et de plaisir (Treadway et Zald, 2011). Les récepteurs
opioidergiques sont tres exprimés dans le striatum ventral,
particulierement dans le noyau accumbens (Pecina et Berridge, 2005).
La stimulation de ces récepteurs sous-tend la réponse hédonique aux
récompenses naturelles comme la nourriture (Pecina et al., 2006). Au-
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dela du striatum ventral, d’autres régions font également partie du
systeme du «liking», a savoir le pallidum ventral, le cortex
orbitofrontal et le cortex cingulaire antérieur (Berridge et Kringelbach,
2008 ; Rushworth et Behrens, 2008 ; Smith et al, 2009b). Chez
I'Homme, les récepteurs p-opioides dans le striatum et le cortex
préfrontal sont tres liés aux réponses affectives et aux effets subjectifs
des psychostimulants (Zubieta et al, 2001 ; Liberzon et al, 2002 ;
Jayaram-Lindstrom et al., 2004 ; Zubieta et al., 2005).

Méme si le systéeme dopaminergique n’a recu que peu d’attention des
chercheurs travaillant sur la dépression comparativement aux travaux
sur la sérotonine et la noradrénaline, plusieurs études ont mis en
évidence un déficit en dopamine dans le trouble dépressif, conforté par
la forte comorbidité entre la maladie de Parkinson et la dépression
(Koerts et al.,, 2007). Premierement, les patients dépressifs présentent
une diminution du niveau d’acide homovanillique, le principal
métabolite de la dopamine (Willner, 1983a ; Lambert et al.,, 2000). De
plus, le blocage du systeme dopaminergique peut induire ou précipiter
les symptomes dépressifs chez des patients souffrant de dépression ou
en phase de rémission (Bremner et al, 2003 ; Ruhé et al, 2007 ; Hasler
et al, 2008), alors que l'augmentation de la neurotransmission
dopaminergique engendre des effets antidépresseurs chez des patients
résistants aux autres traitements (Cassano et al, 2005 ; Mihara et al,
2010). Ensuite, un grand nombre de travaux en neuroimagerie chez des
patients dépressifs ont souligné des perturbations structurelles dans les
zones impliquées dans le circuit de la récompense et riche en dopamine,
comme le striatum ventral (Kim et al, 2008 ; Matsuo et al., 2008 ;
Pizzagalli et al., 2009 ; Wacker et al., 2009). De plus, une diminution de
L-DOPA (le précurseur de la dopamine) a été mise en évidence dans le
striatum de patients dépressifs qui souffraient d’athymie et de
ralentissements psychomoteurs (Martinot et al., 2001 ; Bragulat et al,
2007). De méme, I'activité du transporteur de la dopamine dans le
striatum est diminuée chez des patients dépressifs anhédoniques
(Sarchiapone et al, 2006). En neuroimagerie fonctionnelle, une
diminution de 'activité du striatum ventral et du noyau accumbens a pu
étre observée chez des patients dépressifs au moment de recevoir une
récompense (McCabe et al., 2009 ; Pizzagalli et al., 2009 ; Smoski et al,
2009 ; Wacker et al., 2009 ; McCabe et al.,, 2010) ou a 'anticipation de la
récompense (Forbes, 2009 ; Smoski et al., 2009). Chez I'animal, les rats
Flinders Sensitive Line, considérés comme un modele génétique de
dépression, présentent un faible taux basal de dopamine et une
diminution de la neurotransmission dopaminergique dans le noyau
accumbens (Zangen et al, 2001). D’autre part, les agonistes du
récepteur D2 a la dopamine ont des effets antidépresseurs (Gershon et
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al, 2007). Enfin, des études génétiques ont identifié plusieurs
polymorphismes reliés aux fonctions dopaminergiques qui augmentent
le risque de développer un épisode dépressif, en particulier des
variations alléliques du gene DRD4 et du récepteur D3 (Dikeos et al,
1999 ; Chiaroni et al., 2000 ; Lépez Ledn et al, 2005). Il semble donc
clair que la dépression peut étre associée a des altérations des fonctions
dopaminergiques, dont le rétablissement peut engendrer des effets
antidépresseurs. Le déficit en dopamine observé dans chez les

dépressifs pourrait donc participer a expliquer l'anhédonie
anticipatoire.

Les premieres études sur les liens entre un déficit du systéme
opioidergique et les troubles hédoniques associés a la dépression
datent du début des années 80. Deux études observérent une rémission
temporaire des symptomes chez des patients dépressifs apres
'injection d’un agoniste opioidergique (Pickar et al, 1981 ; Catlin et al,
1982). Mais depuis lors, les études cliniques ont été largement
équivoques, sans véritablement conclure sur le role précis des opioides
dans la dépression (Hegadoren et al, 2009), bien que d’autres études
précliniques aient démontré des effets antidépresseurs-like par des
agonistes opioidergiques (Saitoh et al,, 2008).

Bien que les mécanismes neurobiologiques sous-jacents aux troubles
anhédoniques dans la dépression restent méconnus, ces travaux
illustrent I'existence d'une nette détérioration de la neurotransmission
dopaminergique chez nombre de patients dépressifs au sein des
structures clefs du systeme de récompense. Méme si les circuits
neuronaux impliquant les opioides endogenes dans la dépression ont
recu moins d’attention de la part des scientifiques, les données vont
dans le sens d’'une distinction entre I'anhédonie motivationnelle et
I'anhédonie consommatoire (Treadway et Zald, 2011). De plus, ces
mémes auteurs ont suggéré 'existence d’'une anhédonie décisionnelle,
indépendante des déficits cognitifs observés chez les patients
dépressifs. La diminution de la neurotransmission dopaminergique et
opioidergique, mais également sérotoninergique (Kranz et al, 2010),
pourrait donc sous-tendre un large spectre d’altérions hédoniques,
comme en témoigne l'anhédonie olfactive observée chez les patients
dépressifs et récemment mise en évidence par des chercheurs de notre
laboratoire (Atanasova et al.,, 2010).

60



Introduction Traitements des troubles dépressifs

1.5. Les traitements des troubles dépressifs

Les premiers véritables traitements des troubles affectifs datent du
début des années 50, avec lintroduction de l'imipramine et de
I'iproniazide. Avant cela, les outils thérapeutiques employés pour
traiter les troubles de '’humeur étaient relativement rudimentaires. A la
fin du XIXe et début du XXe siecle, les agents utilisés étaient aussi divers
que l'hydrate de chloral, les barbituriques, le bromure, les
amphétamines, mais également les dérivés opiacés. Durant la premiére
moitié du XXe siecle, outre les traitements comme
I'électroconvulsivothérapie ou les «cures de sommeil», aucun
traitement spécifique satisfaisant n’était disponible.

1.5.1. Les inhibiteurs de monoamines oxydase

L’origine des premiéres molécules que l'on peut spécifiquement
qualifier d’antidépresseurs, les inhibiteurs de la monoamine oxydase,
réside dans la découverte fortuite des effets psychostimulants des
dérivés hydraziniques, comme l'iproniazide ou l'isoniazide, substances
antituberculeuses utilisées depuis le début des années 50. En 1952, on
observa que des patients tuberculeux traités avec de l'iproniazide
présentaient divers changements comme une plus grande vitalité, un
accroissement de leurs activités sociales, et une amélioration de
I'humeur, et que liproniazide (et non l'isoniazide) était capable
d’inhiber la monoamine oxydase (I’enzyme intervenant dans le
catabolisme des monoamines) (Lopez-Mufioz et al, 2007). A partir de
ces premieres observations, d’autres études commencérent a décrire
I'effet bénéfique de l'isoniazide sur I'humeur chez des patients
psychiatriques (Delay et al, 1952 ; Salzer et Lurie, 1953). C’est
finalement en 1957 que les premiers effets de l'iproniazide sur des
patients dépressifs furent présentés lors du congres de I’American
Psychiatric Association (APA) a Syracuse. Méme si cet agent était
beaucoup moins utilisé que l'isoniazide pour traiter la tuberculose (car
jugé moins efficace), plusieurs études rapportérent que l'iproniazide
avait amélioré 'humeur de patient tuberculeux souffrant également de
dépression (Ayd, 1957 ; Crane, 1957), et méme de patients seulement
dépressifs (Loomer et al., 1957). Un an aprés le congres de I’APA, et
méme si liproniazide était seulement commercialisée en tant
qu’antituberculeux sous le nom de Marsilid, plus de 400 000 patients
atteints de dépression furent traités avec ce médicament. Par la suite,
d’autres substances permettant d’inhiber la MAO furent synthétisées
(Maass et Nimmo, 1959 ; Freyhan, 1960 ; Robinson et al, 1973 ;
Jacobsen, 1986 ; Ban, 2001).
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Bien que pour la premiere fois on put véritablement parler de
traitements antidépresseurs cliniquement efficaces, ces premiers
inhibiteurs de la monoamine oxydase (IMAO) ne furent pas sans poser
quelques problemes. Les IMAO utilisés au cours des années 50 et 60
étaient des inhibiteurs irréversibles de la MAO. L'un des effets
secondaires les plus ennuyeux des IMAO non sélectifs et irréversibles
était de causer de graves altérations de la pression artérielle, pouvant
aboutir a3 une maladie cérébrovasculaire. En 1968, on découvrit
'existence de deux formes de la MAO (Johnston, 1968). La MAO de type
A interagit préférentiellement avec le métabolisme de monoamines
impliquées dans les états dépressifs comme la sérotonine et la
noradrénaline (mais également I'adrénaline), alors que la MAO de type
B est impliquée dans le métabolisme de la phényléthylamine et de la
benzylamine. Ces découvertes encouragerent le développement de
nouvelles molécules qui inhibent sélectivement et de maniere
réversible la MAO-A en permettant a la MAO-B de rester active et de
métaboliser certaines substances comme la tyramine, ingérée avec la
nourriture, dont 'absence de dégradation pouvait mener a des crises
d’hypertension. Le premier représentant des IMAO sélectifs et
réversibles fut le moclobémide (Lecrubier et Guelfi, 1990 ; Angst et al.,
1995), plus efficace que les premieres molécules, et qui possédait en
outre des propriétés anxiolytiques, élargissant ainsi son spectre
d’action.

1.5.2. Les tricycliques

L’histoire des antidépresseurs tricycliques (et des tétracycliques),
tenant leur nom de leur structure chimique, commenca a la fin du XIXe
siecle avec la syntheése des premieres phénothiazines qui servaient
alors pour l'industrie textile. Pres d’'un demi-siecle plus tard, en 1948,
des tests pharmacologiques permirent de remarquer que certains
dérivés de phénothiazines possédaient des propriétés
antihistaminiques en plus de leurs effets sédatifs, analgésiques et
antispasmodiques (Fangmann et al, 2008). En 1952, Pierre Deniker et
Jean Delay découvrirent qu'une phénothiazine, la chlorpromazine,
améliorait de maniere spectaculaire '’humeur de patients psychotiques
(Lopez-Mutioz et al, 2005). Plusieurs autres phénothiazines furent
synthétisées et testées, sans réelle efficacité, sur différentes populations
de patients psychiatriques. Cependant, en 1956, Roland Kuhn et son
équipe remarquerent que trois patients diagnostiqués pour une
dépression psychotique présentaient une nette amélioration de leur
état a la suite d'un traitement avec une phénothiazine, I'imipramine. Cet
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effet antidépresseur fut ensuite confirmé chez d’autres patients
dépressifs (Kuhn, 1958).

Ces résultats furent recus avec scepticisme par la communauté
médicale, qui pensait majoritairement que la dépression provenait de
conflits intrapsychiques et que les substances pharmacologiques
masquaient les vrais symptomes de la dépression. Néanmoins, |'effet
antidépresseur fut confirmé par de nombreux spécialistes, et
I'imipramine arriva sur le marché Suisse en 1957, puis en 1958 dans le
reste de I'Europe et en Amérique du Nord (Lehmann et al,, 1958). Ce fut
une grande avancée dans le traitement de la dépression, et I'imipramine
fut le premier représentant d'une nouvelle famille d’antidépresseurs,
connue sous le nom d’imipraminiques ou tricycliques, avec des effets
vraiment spécifiques sur I'humeur des patients. Le nombre de
publication sur les effets de I'imipramine sur la dépression ne cessérent
de croitre dans les années qui suivirent (Ball et Kiloh, 1959 ; Klerman et
Cole, 1965), et d’autres tricycliques et tétracycliques furent mis sur le
marché.

Cependant, il fallut attendre la fin des années 60 pour comprendre le
mode d’action de ces molécules qui permettent d'augmenter la fonction
monoaminergique en inhibant la recapture des monoamines. Certains
tricycliques ont une action préférentiellement sérotoninergique
(comme la clomipramine), alors que d’autres ont une action
préférentiellement noradrénergique (comme la désipramine, la
maprotiline ou la nortriptiline). En outre, tous les tricycliques bloquent
les récepteurs muscariniques cholinergiques, les récepteurs H1 de
I'histamine et les récepteurs o-adrenérgiques, sans que ces actions
soient déterminantes pour leur effet thérapeutique, et qui vont étre
davantage responsables d’effets secondaires (Wong et Licinio, 2001 ;
Artigas et al.,, 2002). En effet, le blocage des récepteurs adrénergiques
a-1 provoque une hypotension orthostatique et des vertiges, les effets
anticholinergiques sur les récepteurs muscariniques produisent des
troubles de la mémoire, et le blocage des récepteurs histaminergiques
de type 1 peut causer de la sédation et une augmentation du poids
corporel. De plus, certains antidépresseurs tricycliques bloquent aussi
les récepteurs de type 5-HTza, ainsi que les canaux sodiques dans le
cerveau et dans le coeur, pouvant causer des arythmies cardiaques, des
arréts cardiaques et des convulsions en cas de surdosage.

1.5.3. Les nouveaux antidépresseurs

A partir de la fin des années 80, de nouvelles substances commencerent
a faire leur apparition, agissant elles aussi en augmentant la
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disponibilité des monoamines dans la synapse. Ces molécules sont
souvent autant voire plus efficaces que les IMAO, et possedent une
action thérapeutique plus rapide tout en induisant moins d’effets
secondaires. Cependant, malgré 1'énorme développement de la
recherche, il n'y a eu que peu de progres dans la découverte de
nouvelles cibles dans le traitement de la dépression depuis la mise sur
le marché de ces molécules. Ceci peut s’expliquer par les gains
astronomiques obtenus grace a la commercialisation de certaines
substances comme les inhibiteurs de recapture sélectifs de sérotonine,
des médicaments de maniement facile et pourvus de peu d'effets
collatéraux. En effet, selon une étude de la DREES! (Direction de la
Recherche, des Etudes, de 'Evaluation et des Statistiques), le chiffre
d’affaire des ventes d’antidépresseurs a été multiplié par prés de 7 en
21 ans, passant de 84 millions d’euros (en euros de 2001) en 1980 a
543 millions d’euros en 2001. Dans le méme temps, les ventes de
médicaments sur le marché pharmaceutique global n’ont été
multipliées que par 2,7. Au-dela de 'augmentation des prix qui explique
en partie cette tres forte hausse du chiffre d’affaire, 'évolution des
ventes d’antidépresseurs peut aussi s’expliquer par le nombre
grandissant de personnes souffrant de troubles de 'humeur et par une
meilleure prise en charge des patients.

A l'inverse des tricycliques et des IMAO dont les effets antidépresseurs
ont été découverts fortuitement, et qui ont été par la suite introduits
dans un contexte clinique qui n’était pas leur objectif premier, les
inhibiteurs de recapture sélectifs de sérotonine (IRSS) constituent
la premiere famille de substances psychoactives développées pour le
trouble dépressif avec une stratégie définie a l‘avance, a savoir une
molécule capable d’agir sur la recapture de sérotonine en évitant les
cibles non essentielles et les potentiels effets indésirables. La fluoxétine
fut le premier IRSS a voir le jour, et fut commercialisée pour la premiére
fois en Belgique en 1987. Synthétisé et développé par la firme
américaine Eli Lilly (Indianapolis, Indiana), cet IRSS est considéré
comme la molécule prototypique de la famille des antidépresseurs,
devenant le plus prescrit des antidépresseurs dans le monde. La
premiere publication de la fluoxétine date de 1974 et décrit I'action
d’'une nouvelle molécule sur le systeme de recapture aminergique en
postulant son utilit¢ potentielle pour I'étude des fonctions
sérotoninergiques dans certains troubles mentaux (Wong et al., 1974).
D’autres IRSS comme la sertraline, la paroxetine, et le citalopram, bien
qu'appartenant a des familles chimiques distinctes, ont pour

1 Les ventes d’antidépresseurs entre 1980 et 2001, Elise Amar et Didier Balsan,
Octobre 2003.
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caractéristique commune leur aptitude a inhiber la recapture de la
sérotonine (Carrasco et Sandner, 2005). Méme si ces substances
agissent également sur la neurotransmission noradrénergique,
cholinergique ou histaminergique, leurs effets thérapeutiques sont
principalement dus a I'action sur la recapture de sérotonine. Ils ont peu
a peu remplacé les tricycliques, spécialement chez des patients agés.

D’autres substances vont augmenter préférentiellement la
neurotransmission noradrénergique a travers deux mécanismes
principaux: linhibition des récepteursa-2 présynaptiques a la
noradrénaline ou l'inhibition de la recapture de la noradrénaline. Le
premier inhibiteur de la recapture sélectif de noradrénaline (IRSN)
mis sur le marché fut la réboxétine en 1997 (Hajds et al, 2004). Les
effets thérapeutiques de ces substances peuvent étre en partie
expliqués par I'augmentation de la neurotransmission noradrénergique
au niveau de l'hippocampe et du cortex préfrontal. Cependant, ces
données reposent exclusivement sur des modeles animaux. Certains
IRSN, comme la miansérine, peuvent également bloquer les récepteurs
H1 a I'histamine, engendrant des effets sédatifs.

Les inhibiteurs de la recapture de la sérotonine et de la
noradrénaline (IRSNa), tout comme les antidépresseurs tricycliques,
stimulent la neurotransmission sérotoninergique et noradrénergique,
et donc les récepteurs de ces deux neurotransmetteurs. On peut noter
qu'a la différence des autres molécules précédemment citées, ces
substances sont dépourvues d’effet sur les récepteurs a-1, sur les
récepteurs cholinergiques ou sur les récepteurs histaminergiques, si
bien que leur effet sur la sérotonine et la noradrénaline est sélectif.
L’action mixte, a la fois sur la neurotransmission noradrénergique et
sur la neurotransmission sérotoninergique, associée a I'absence
d’action sur les autres cibles moléculaires, induit une synergie de
'action que ces composés exercent sur l'expression génétique, synergie
qui n’est pas observée en cas d’action moins ciblée. La venlafaxine est le
prototype des inhibiteurs de la recapture mixte
sérotonine/noradrénaline : administrée a faibles doses, elle inhibe la
sérotonine. Lorsque la dose augmente, on observe en outre le blocage
de la recapture de la noradrénaline. La venlafaxine est un
antidépresseur d'action plus rapide que les autres et est prescrite chez
des patients atteints d’'une dépression réfractaire a d'autres traitements
(Smith et al., 2002 ; Gutierrez et al.,, 2003).

Il existe d’autres types d’antidépresseurs, dits atypiques, qui possedent
des profils neurochimiques différents, comme la tianeptine qui
curieusement augmente la recapture de sérotonine et module la
transmission glutamatergique (Fuchs et al, 2002 ; McEwen et Olie,
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2005), la mirtazapine (dérivée de la miansérine) qui agit en bloquant
les récepteurs de type a-2 situés sur les neurones noradrénergiques
(Haddjeri et al, 1998), ou encore l'agomélatine, commercialisée en
Europe en 2009, qui agit comme agoniste des récepteurs
mélatoninergiques 1 et 2, et comme antagoniste des récepteurs
sérotoninergiques 5-HT>c (De Berardis et al., 2011 ; Rainer et al., 2011).

De plus, beaucoup de molécules actuellement en développement pour
le traitement de la dépression impliquent des cibles tres variées et
généralement différentes des systemes monoaminergiques (Holmes et
al, 2003). En effet, ces derniéres années, de nombreuses recherches se
sont focalisées sur des systémes neuropeptidergiques comme la CRH et
la vasopressine (Louis et al., 2006 ; Madaan et Wilson, 2009 ; Urani et
al, 2011), la substance P et le récepteur 1 de la neurokinine (Gobbi et
Blier, 2005 ; Mufioz et Covefias, 2011) , le neuropeptide Y (Madaan et
Wilson, 2009) ou encore 'hormone de mélano-concentration (melanin-
concentrating hormone, MCH) (Shimazaki et al, 2006 ; David et al,
2007).

1.6. Modéliser la dépression

Pour comprendre la dépression majeure, on ne peut se contenter des
études cliniques qui se heurtent a des considérations méthodologiques
et éthiques. Il est donc nécessaire de pouvoir modéliser la maladie chez
I'animal. Un modele animal peut étre défini comme «un modele
permettant 1'étude de données de référence sur la biologie ou le
comportement, ou chez lequel on peut étudier un processus
pathologique spontané ou induit, celui-ci ayant un ou plusieurs aspects
communs avec un phénomene équivalent chez 1'humain ou d'autres
especes animales! ». Dans le cadre de maladies psychiatriques, les
modeles animaux tentent de reproduire les différents aspects de la
pathologie humaine tels que les altérations physiologiques et
comportementales, 1'étiologie du trouble et les effets des traitements
thérapeutiques (Willner et al., 1992).

Plusieurs criteres de validité sont utilisés pour évaluer la fiabilité d'un
modele animal. Ce dernier, en plus d’étre reproductible, doit
notamment permettre de prédire les effets des traitements
pharmacologiques chez 'Homme (validité prédictive), de reproduire
chez I'animal des aspects de la maladie humaine (validité de face ou
isomorphisme), et de résulter des mémes mécanismes étiologiques et

' American National Research Council Committee on Animal Models for Research and
Aging
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neurobiologiques que chez I'humain (validité de construction ou
étiologique) (Willner, 1984 ; Willner, 1997 ; McKinney, 2001). Un
modele animal idéal de la dépression majeure présenterait donc des
symptomes et de causes similaires a la pathologie humaine, ainsi qu’'une
sensibilité aux traitements cliniquement efficaces.

La modélisation animale de maladies psychiatriques pose de nombreux
problemes théoriques et méthodologiques. Les modeéles de dépression
actuellement utilisés tentent par différents moyens de produire des
corrélations quantifiables des symptomes humains chez des animaux
de laboratoire. Or les symptomes les plus proéminents de la dépression
majeure reposent sur des émotions subjectives spécifiquement
humaines (humeur dépressive, idées de suicide ou de mort, sentiments
de culpabilité), qui ne peuvent étre modélisées chez I'animal. Ce sont
par conséquent les symptdmes de la dépression qui peuvent étre
traduits en comportements, et donc mesurables chez I’animal, qui vont
étre modélisés.

Ces criteres de validité ne sont pas toujours considérés d’égale
importance. La validité de construction est en effet considérée comme
souhaitable, mais pas essentielle (Cryan et Holmes, 2005), et cela pour
plusieurs raisons. C’'est d’'une part un critére qui, bien qu’ayant une
valeur heuristique quant aux mécanismes physiopathologiques de la
dépression, est difficile a reproduire chez l'animal de par la
méconnaissance méme des facteurs étiologiques de cette affection.
D’autre part, bien que les modeles tentent de reproduire les
caractéristiques physiologiques et comportementales de la dépression,
celles-ci découlent probablement de processus tres différents de ceux
que 'on observe dans la pathologie humaine. Il s'agit la d’'une limitation
importante a l'utilisation de modeles animaux.

Actuellement, les modeles animaux sont principalement utilisés pour
leurs aptitudes a détecter les mécanismes des traitements
pharmacologiques. Ces modeles sont donc davantage sélectionnés sur
leur capacité a éprouver le fonctionnement d’antidépresseurs dont le
mode d’action est connu, plutét que sur leur capacité a découvrir de
nouveaux mécanismes physiopathologiques. Pour pouvoir aboutir a
une meilleure compréhension de tous les mécanismes sous-tendant la
dépression majeure, il est donc nécessaire d’utiliser des modeles
animaux basés sur des processus analogues a la pathologie humaine.

On peut donc distinguer les « tests » ou bio-essais (parfois abusivement
qualifiés de modeles) des « modeles » de dépression. Un «test» va
permettre d’évaluer des phénomenes ponctuels comme l'effet d'un
traitement pharmacologique sur un animal auparavant naif, sans que ce
test ne mesure nécessairement des comportements analogues a ceux
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que l'on observerait chez un humain subissant le méme traitement. Le
« modele » va quant a lui induire des perturbations mesurables a long
terme et de facon stable. Les caractéristiques physiologiques et
comportementales intrinseques de l'animal sont donc modifiées
durablement par des manipulations expérimentales, telles que des
manipulations génétiques, des stresseurs survenant au cours du
développement, des manipulations pharmacologiques, du stress
chronique chez l'adulte, etc, permettant de modéliser un état
« dépressif-like ».

1.6.1. Bio-essais ou tests du phénotype dépressif-like

1.6.1.1. Test de la nage forcée

Le test de la nage forcée (forced swim test), crée par Roger Porsolt en
1977, consiste a placer un rat ou une souris dans un cylindre
comportant suffisamment d’eau (a une température comprise entre 23
et 25°C) pour que 'animal ne puisse ni toucher le sol avec ses pattes
arrieres, ni grimper et sortir du dispositif (Porsolt et al,, 1977a ; Porsolt
etal, 1977b ; Porsolt et al., 1978).

Figure 4. Dispositif du test de la nage forcée.

Dans un premier temps, les animaux essayent de s’échapper en se
débattant et en essayant de grimper contre la paroi du tube, jusqu’'a
abandonner cette stratégie en se laissant flotter et en restant
immobiles, faisant juste les mouvements nécessaires pour garder la téte
hors de l'eau (Figure 4). Ce comportement est qualifié de
comportement de « désespoir ». L'immobilité est quantifiée durant une
période de 6 minutes, et peut étre accentuée par une exposition
préalable au test 24 heures auparavant (Porsolt et al., 1978). Ce test,
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trés utilisé en raison de sa rapidité d’'utilisation, de sa facilité de mise en
ceuvre et de sa reproductibilité, permet d’évaluer les effets des
antidépresseurs tels que les IMAO, les tricycliques, et les
antidépresseurs atypiques qui vont diminuer le temps d’'immobilité des
animaux en fonction de la dose (Porsolt et al, 1977a ; Porsolt et al,
1977b ; Borsini et Meli, 1988). Il est également possible de distinguer
les effets d’antidépresseurs noradrénergiques des antidépresseurs
sérotoninergique en quantifiant les comportements de nage, plus
spécifiques des IRSS, des comportements « d’escalade » de la paroi,
prédominants lors de traitement aux IRSN (Detke et al., 1995 ; Lucki,
1997). De plus, le test de la nage forcée est sensible aux variations
génétiques relatives aux différentes souches de rats ou de souris
utilisées (Lopez-Rubalcava et Lucki, 2000).

Il existe cependant plusieurs limites au test de la nage forcée. D’une
part, il est difficile de distinguer des différences entre un traitement
aigu et un traitement chronique aux antidépresseurs classiques,
sachant que ces derniers sont ne sont efficaces qu’apres plusieurs
semaines chez 'Homme. D’autre part, ce test a été validé chez des
animaux normaux (ie. « non dépressifs » ou non stressés).

1.6.1.2. Test de suspension par la queue

Le test de suspension par la queue (tail suspension test) est
conceptuellement identique au test de la nage forcée, mais on admet
qu’il posséde une plus grande sensibilité. Celui-ci n’est cependant utilisé
qu’avec des souris et non avec des rats, de par leur taille et leur poids.
Les protocoles restent relativement similaires d’'un laboratoire a I'autre,
ne présentant que quelques variations mineures de procédures. En
géneral, une souris est suspendue par la queue a environ 30 a 60 cm du
sol, et on quantifie le temps d'immobilité (interprété comme une
période de résignation) et de mouvements actifs durant cinq ou six
minutes (Steru et al, 1985). De la méme maniere que le test de la nage
forcée, le test de suspension par la queue est aussi basé sur 'adoption
d’'une réponse passive face a une situation stressante, un comportement
de «désespoir » (Figure 5). Un traitement aigu aux antidépresseurs
(donné avant le test) réduit le temps d’'immobilité. Ce test est donc
considéré pour avoir une bonne validité prédictive (Steru et al., 1985 ;
Perrault et al., 1992 ; Cryan et al., 2005). Bien que conceptuellement
similaire, le test de suspension par la queue et le test de la nage forcée
ne présentent pas les mémes sensibilités aux antidépresseurs ou aux
souches de souris, suggérant que les réponses dans ces tests ne
partagent pas exactement le méme substrat neurobiologique (Bai et al,
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2001). Dans le test de suspension par la queue, I'immobilité basale,
ainsi que la réponse aux antidépresseurs, est différente en fonction des
souches de souris, indiquant que ce test est également sensible aux
influences génétiques (Ripoll et al., 2003).

Figure 5. Comportement d'immobilité, dit de résignation (a gauche), ou
comportement actif (a droite) caractéristiques du test de suspension par la queue.

Méme si le test de suspension par la queue et le test de la nage forcée ne
reproduisent pas la pathophysiologie de la dépression, leur grande
fiabilité et leur capacité a induire des changements qui sont sensibles
aux effets thérapeutiques, leur conférant une bonne validité prédictive,
ont contribué a leur utilisation massive dans de nombreux laboratoires.
Cependant, ces deux tests possedent les mémes limites, a savoir une
difficulté de distinguer les effets des traitements aigus et chroniques
aux antidépresseurs classiques, et que ceux-ci sont efficaces chez des
souris « non dépressives ».

1.6.1.3. Tests de sensibilité hédonique

Ces tests reposent sur les observations cliniques de la présence d’'une
anhédonie dans les pathologies dépressives. Il existe plusieurs
méthodes pour quantifier la sensibilit¢é hédonique, telle que la
procédure de préférence de place conditionnée (dans laquelle un
animal apprend a associer un environnement particulier a une
expérience hédonique), les paradigmes de stimulations cérébrales, et la
quantification de la consommation/préférence de solutions sucrées.
C’est cette derniere méthode qui est 1'une des plus utilisées pour
évaluer l'efficacité d’un stress chronique.

Paul Willner fut 'un des premiers a introduire et valider le test de
préférence au sucrose chez le rat comme caractéristique de la présence
d’'un symptéme anhédonique, mimant celui de la dépression. Dans ce
test, les animaux peuvent accéder a deux bouteilles de liquide, I'une
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contenant de I’eau ordinaire, I'autre une solution légérement sucrée. On
peut ainsi comparer leur préférence gustative. Typiquement, les
animaux contrdles consomment davantage de solution sucrée, alors que
les animaux exposés a un stress chronique présentent généralement
une réduction de cette préférence pour le sucrose (Papp et al., 1991 ;
Willner et al, 1992). Le développement de «l’anhédonie » peut étre
démontré par des tests répétés au cours de l'exposition au stress
chronique, et I'administration chronique, mais pas aigué,
d’antidépresseurs permet l'inversion de ces effets (Muscat et Willner,
1992 ; Willner et al., 1996 ; D'Aquila et al., 1997). Cependant, toutes les
souches de souris et de rats ne sont pas sensibles a ces mesures
anhédoniques apres un stress chronique (Nielsen et al, 2000 ; Pothion
etal, 2004).

Le test de consommation/préférence au sucrose peut se révéler
conceptuellement délicat dans son interprétation et sa mise en place, et
pose un certain nombre de problemes méthodologiques (Weiss, 1997).
En effet, outre des difficultés de réplication, les changements de la
préférence au sucrose induits par le stress sont plus difficiles a établir
chez les souris comparativement aux rats. Pour les souris, plutdt que de
mesurer la préférence, il a donc été proposé de mesurer la
consommation de sucrose dans un test ne comportant qu’'une seule
bouteille, ce qui pose un probléme d’interprétation en tant que mesure
d’anhédonie (Monleon et al, 1995 ; Pothion et al., 2004). De plus, la
réduction de cette consommation lors d’'un stress chronique pourrait
étre associée a un effet aigu et non spécifique des stresseurs individuels
plutét qu'a un état « dépressif-like », étant donné que cette
consommation revient a des niveaux normaux des la fin de la procédure
de stress chronique (Pothion et al, 2004). En outre, I'expérimentation
peut, malgré son apparente simplicité, étre I'objet de variations qui
pourront entrainer des différences de résultats comme la fagon de
placer les bouteilles, la concentration en sucrose, la durée du test
(quelques heures ou tout au long de la journée), le moment de la
journée (pendant la période d’activité ou non), le poids corporel des
animaux, etc. Enfin, 'utilisation de sucrose peut aussi induire en erreur,
I'attrait des animaux ne concernant peut-étre pas l'aspect de plaisir du
golt sucré, mais plutét I'attrait pour I'aspect calorique.

Il est également possible de mesurer la réponse hédonique en utilisant
des paradigmes d’auto-stimulation cérébrale. Dans ce type de modéle,
I’animal est implanté avec des électrodes ciblant des zones du circuit de
la récompense (comme l'aire tegmentale ventrale), puis entrainé a
s’administrer une stimulation électrique récompensante par la
réalisation d’'un comportement opérant. Cette réponse opérante
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relative a 'intensité de la stimulation est quantifiée comme une mesure
de la sensibilité du systéeme de récompense, et apparait donc comme un
indice de la motivation. Les paradigmes de stimulation cérébrale
peuvent étre utilisés pour étudier les effets du stress chronique sur le
systéme de récompense, méme si les résultats peuvent étre variables et
sujets aux différences inter-individuelles (Moreau et al.,, 1992 ; Nielsen
etal, 2000).

1.6.1.4. Les paradigmes d’hyponéophagie

Les paradigmes d’hyponéophagie ont originellement été développés
comme tests d’anxiété et évaluent le comportement alimentaire de rats
ou de souris placés dans un contexte anxiogene. Les animaux sont
confrontés a un conflit motivationnel entre le désir de manger ou de
boire et 'appréhension du nouvel environnement. Comparés aux autres
tests utilisés pour évaluer l'action des antidépresseurs, le stress
engendré par ces modeles est trés modéré.

Dans le test d’hypophagie induite par la nouveauté (novelty-induced
hypophagia), une premiére session permet de mesurer la latence et le
volume de consommation d’un aliment ou d’un liquide palatable dans la
cage des animaux, ce qui constitue la situation contréle. Dans un second
temps, les mémes mesures sont réalisées en modifiant légérement
I’environnement autour de la cage de 'animal (changement de lieu ou
de lumiere). La comparaison des deux situations permet d’obtenir un
score d’hyponéophagie (Dulawa et al., 2004).

Le test d’alimentation supprimée par la nouveauté (novelty-suppressed
feeding) consiste a placer I'animal, préalablement mis a jeun, dans un
nouvel environnement contenant en son centre de la nourriture. La
latence mise pour commencer a consommer la nourriture est
enregistrée au cours des 3 minutes suivantes (bien que cette durée
puisse varier d’'un protocole a I'autre) (Bodnoff et al., 1988).

Ces modeles d’hyponéophagie ont une bonne validité prédictive, et
répondent aux benzodiazépines et aux barbituriques, ainsi qu’aux
antidépresseurs a composante anxiolytique. De plus, ces paradigmes
sont sensibles a la durée du traitement, et ne détectent les effets
anxiolytiques des antidépresseurs qu’apres un traitement chronique, ce
qui correspond aux données cliniques de leur mécanisme d’action
(Bodnoff et al.,, 1988 ; Bodnoff et al., 1989 ; Dulawa et Hen, 2005).
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1.6.2. Les modeles empiriques de la dépression

Les paradigmes empiriques ont pour objectif de modéliser Ila
dépression, non pas en tentant d’imiter l'étiologie de la pathologie
humaine, mais en se basant sur I'apparition d’'un phénotype « dépressif-
like » ou « antidépressif-like ». De fait, le principal inconvénient de ces
modeéles est qu'ils présentent peu de relation avec I'étiologie clinique du
trouble dépressif. Il existe différents types de modeles empiriques, dont
la liste ci-dessous n’est pas exhaustive.

L’hypomotilité induite par 'administration de réserpine (O'Neil
et Moore, 2003) ou le traitement antidépresseur néonatal,
comme l'administration de clomipramine (Vogel et al, 1990b),
se fondent sur une étiologie pharmacologique, ce qui ne
représente qu'une faible portion des causes de dépression chez
I'Homme.

Le modeéle de bulbectomie olfactive consiste a léser le bulbe
olfactif de rongeurs. L’'anosmie qui en résulte entraine des
perturbations de la neurotransmission (réduction de sérotonine
et de noradrénaline) et comportementales (hyperactivité,
diminution de I'apprentissage d'un évitement passif, agression)
assimilées a un état « dépressif » qui peut étre contrecarré par
un traitement chronique aux antidépresseurs (Song et Leonard,
2005).

Les modeles génétiques sont des lignées consanguines ou des
souches sélectionnées de rats, tels que les rats Flinders Sensitive
Line (FSL), Fawn-Hooded (FH) ou Wistar-Kyoto (WK) qui
présentent des caractéristiques physiologiques et
comportementales relativement proches de celles observées
chez les patients dépressifs (Rezvani et al.,, 2007 ; Malkesman et
Weller, 2009). Cependant, ces souches sont sélectionnées
initialement pour un phénotype précis ou un gene unique et ne
sont pas représentatifs d’'une population générale.

Les modeéles génétiques s’appuient quant a eux sur I'invalidation
d’'un unique gene, comme le geéne des récepteurs aux
glucocorticoides, au CRF, ou le gene du transporteur de la 5-HT
(Muller et Holsboer, 2006 ; Lesch et Mossner, 2006). Or, si ces
modeles peuvent étre satisfaisants pour I'étude d'un facteur
étiologique spécifique, I'ablation d’un gene unique ne modélise
que tres imparfaitement I'étiologie générale d'un état dépressif
chez ’'Homme, puisque cette pathologie est plurifactorielle.
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1.6.3. Les modeles de dépression

1.6.3.1. Modeéele de résignation acquise

Le modeéle de résignation acquise (learned helplessness) a été
initialement proposé par Martin Seligman en 1967 qui avait observé
que des chiens exposés a des chocs électriques inévitables et
incontrélables étaient par la suite moins prompts a éviter les chocs
alors méme que la possibilité d’y échapper leur était offerte (Seligman
et Maier, 1967). Ce modeéle a ensuite été adapté chez les rongeurs grace
a un dispositif a deux compartiments séparés par une trappe (Seligman
et Beagley, 1975) (Figure 6). Durant une ou plusieurs sessions, I'animal
est placé dans un des compartiments et soumis a des chocs électriques
auxquels il ne peut échapper. Puis, dans un second temps, on mesure la
latence de lI'animal a éviter les chocs électriques en lui laissant la
possibilité d’aller dans le second compartiment qui ne délivre aucun
choc. La latence a s’échapper est plus importante chez les animaux
préalablement exposés a des chocs électriques qu’ils ne pouvaient
éviter par rapport a des animaux naifs.

Figure 6. Exemple de dispositif utilisé dans le modéle de résignation acquise.

Ce comportement de résignation peut étre contré par différents types
d’antidépresseurs, comme les tricycliques, les IRSS, les IMAO, et les
sismothérapies (Sherman et al,, 1982 ; Martin et al,, 1990). Ce modele
possede donc une bonne validité prédictive (Willner, 1984). En outre,
les animaux soumis a ce modele présentent, en plus du comportement
de résignation, plusieurs composantes de la dépression humaine,
comme une diminution de l'activité locomotrice, une perte de poids,
une altération du sommeil, une diminution des comportements
motivationnels, et une augmentation de la sécrétion des hormones du
stress (Maier, 1984). Néanmoins, un des probléemes de ce modele est
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que seul un certain pourcentage des individus présente une résignation
acquise et que, méme dans ce cas, celle-ci persiste seulement deux ou
trois jours (Nestler et al,, 2002 ; Cryan et Holmes, 2005). Enfin, de par la
méthodologie employée pour induire ces altérations physiologiques et
comportementales, ce paradigme est surtout considéré comme un
modele de vulnérabilité au stress (en permettant d’identifier des sous-
groupes d’animaux plus susceptibles d’exprimer un comportement de
résignation) plutét que comme un modele de dépression stricto sensu.
Ce modele serait donc davantage utile pour mettre en évidence les
mécanismes qui sous-tendent la susceptibilité de développer un état
« dépressif-like » dans des situations stressantes.

1.6.3.2. Stress périnataux

Comme nous 'avons vu plus haut, les expériences aversives périnatales
sont d'importants facteurs prédisposant au développement de troubles
psychopathologiques chez 'Homme. Des paradigmes expérimentaux
ont donc été développés pour tenter de modéliser les stress périnataux
chez I'animal, et sont utilisés en tant que modeéle d’étude des facteurs
environnementaux qui vulnérabilisent I'organisme et le prédispose au
développement de troubles dépressifs.

Le principal stress périnatal utilisé comme modele de dépression est la
séparation maternelle. De nombreux travaux ont montré que les soins
parentaux sont particulierement déterminants pour faire face au stress
durant le développement chez I'Homme, et les paradigmes de
privations maternelles peuvent étre utiles comme modéles animaux de
prédisposition a la dépression (Heim et Nemeroff, 2001 ; Kendler et al.,
2002 ; Newport et al, 2002 ; Holmes et al, 2005). En effet, le
comportement maternel peut considérablement influencer la future
réactivité émotionnelle de la progéniture (Zhang et al, 2006). Les
paradigmes de séparation maternelle chez le rongeur ciblent donc des
périodes critiques du développement postnatal, quand le cerveau est
tres sensible aux changements de 'environnement. Dans les nombreux
paradigmes de séparation maternelle existants, les rongeurs sont donc
géneéralement exposés de maniere répétée a des épisodes quotidiens de
3 a 6 heures de séparation maternelle dans les deux premieres
semaines apres leur naissance. Il est également possible de priver les
jeunes des stimuli olfactifs liés a la litiere de la mere. Les animaux
préalablement séparés de leur mere peuvent ensuite se développer
dans des conditions normales. A 1'dge adulte, ces animaux présentent
généralement des altérations comportementales et physiologiques se
caractérisant par une augmentation de I'anxiété et des réponses de
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peur, une activité locomotrice réduite, une réduction de la motivation
sociale et des réponses hédoniques, des perturbations de 'appétit et du
sommeil, et des altérations endocrines et neurochimiques touchant
principalement I'axe HPA (Plotsky et Meaney, 1993 ; Ladd et al,, 2000 ;
Mintz et al,, 2005 ; Pryce et al, 2005 ; Ruedi-Bettschen et al., 2005 ;
Ruedi-Bettschen et al, 2006). Beaucoup de ces changements
comportementaux sont analogues aux symptomes de la dépression,
particulierement les changements neuroendocriniens (Pryce et al,
2001 ; Heim et al, 2004 ; Pryce et al, 2005). La stabilité des
changements phénotypiques permet a ces modeles d’étre utiles pour
I'étude des mécanismes liés aux troubles de I'humeur (Law et al., 2009).
Certains effets de la séparation maternelle sont contrecarrés par des
traitements chroniques aux antidépresseurs ou des sismothérapies
(Leventopoulos et al, 2009), bien que la validité prédictive de ces
modeéles doive encore étre évaluée par davantage d’études.

L’'impact du stress peut aussi étre modélisé dans des paradigmes de
stress prénataux. Dans ces modeles, la mere est soumise a des
stresseurs divers durant la gestation, comme des sons aversifs ou des
contentions, ce qui entraine des altérations de la progéniture
caractérisées par une augmentation de l'anxiété, des comportements
dépressifs-like, et des perturbations de I'activité de I'axe HPA (Alonso et
al, 1991 ; Weinstock et al, 1992 ; McCormick et al, 1995 ; Secoli et
Teixeira, 1998 ; Maccari et al., 2003 ; Morley-Fletcher et al, 2003 ;
Morilak et Frazer, 2004 ; Smith et al., 2004). De plus, la plupart de ces
altérations sont contrées par des traitements chroniques aux
antidépresseurs (Morley-Fletcher et al., 2004 ; Poltyrev et Weinstock,
2004). 11 est intéressant de noter que les altérations de I'axe HPA
engendrées par ces modeles sont les mémes que ceux causés par les
stress prénataux chez 'Homme (Weinstock, 1997). Les paradigmes de
stress prénataux possedent de bonnes validités de face et de
construction, mais toutes les perturbations engendrées chez les jeunes
sont dépendant du stress provoqué chez la mere, ce qui rend difficile
I'interprétation de la relative contribution des effets gestationnels ou
des soins postnataux.

D’un point de vue méthodologique, les paradigmes de stress périnataux
sont relativement difficiles a mettre en ceuvre, couteux en temps, et les
résultats obtenus dépendent du choix de la comparaison avec les
groupes contrdles utilisés. Cependant, a la différence de certains
modeles de stress a court-terme, les paradigmes de stress périnataux
permettent d’obtenir des animaux présentant des altérations durables
liées a la dépression et pouvant contribuer a I'étude des facteurs de
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stress et aux prédispositions individuelles a I'anxiété chronique et au
trouble dépressif.

1.6.3.3. Défaite sociale

Le stress social est une expérience aversive naturellement présente
chez beaucoup d’especes animales, mais semble jouer un réle dans le
développement de la dépression majeure et d’autres troubles
psychologiques chez 'Homme lorsqu’il est excessif (Agid et al, 2000 ;
Bjorkqvist, 2001 ; Huhman, 2006). L’utilisation de conflits sociaux
comme stresseurs et de l'interaction sociale comme indice quantifiable
pour en mesurer les conséquences semble donc posséder une bonne
validité de face et de construction dans le cadre de la dépression (Heim
et Nemeroff, 2001). Les modeéles expérimentaux chez les rongeurs
utilisent fréquemment une situation de conflit dont résulte une relation
de dominant/dominé, 'un des animaux acquérant ou conservant son
statut de dominant, tandis que l'autre individu devenant ou restant
dominé. Ces modeles vont induire chez les individus soumis un
évitement social, qui peut étre quantifié et qui se rapproche
cliniquement du retrait social observé dans la dépression chez ’'Homme
(Koolhaas et al., 1997 ; van Kampen et al., 2002 ; Berton et al., 2006),
rendant ces paradigmes plus pertinents que d’autres modeéles fondés
sur des stress aigus et séveres.

Dans ces modeles, le conflit social est généré entre deux animaux males,
en introduisant un animal inconnu (l'intrus) dans la cage d'un autre
animal (le résident) devant subir le stress, en prenant en compte des
facteurs comme la souche, le poids, et le statut social de I'animal pour
s'assurer qu’il y aura bien un animal en situation de défaite. Les
paradigmes utilisés varient selon le nombre de sessions de stress social
et la nature des conflits, puisque les stress peuvent étre physiques (en
cas d’attaques directes), ou psychologiques lorsque I'animal est
seulement confronté a un stimulus sensoriel stressant tout en étant
séparé de l'autre animal pour prévenir les attaques. Les animaux
controles sont aussi exposés a des contacts sociaux, mais sans conflits
ni défaites.

Deux composantes importantes liés a la dépression sont observables
chez l'animal en situation de défaite, a savoir une anhédonie et
|’évitement social en présence d’'un animal non familier (Meerlo et al,
1996 ; Von Frijtag et al, 2002 ; Rygula et al, 2005). D’autres
changements physiologiques et comportementaux sont parfois
observés, comme une réduction du comportement sexuel, une
augmentation des comportements défensifs et de l'anxiété, une
diminution de I'activité locomotrice et exploratoire, des changements
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du rythme circadien et du comportement alimentaire, des troubles du
sommeil et des altérations des fonctions immunitaires (Bohus et al,
1993 ; Meerlo et al, 1996 ; Koolhaas et al., 1997). De plus, chez les
animaux en situation de défaite sociale, 'axe HPA est suractivé de
maniére similaire aux autres modéles (Buwalda et al, 1999).
L’évitement social et I'anhédonie engendrés par les modeles de défaite
sociale perdurent et sont uniquement contrecarrés par des traitements
chroniques aux antidépresseurs (Meerlo et al, 1996 ; Meerlo et al,
2002 ; Von Frijtag et al,, 2002 ; Huhman, 2006 ; Berton et al.,, 2006). Cela
souligne [l'utilité de ces modeles pour explorer les processus
physiopathologiques de la dépression qui surviennent a long terme. De
plus, certains animaux sont plus sensibles que d’autres aux effets de la
défaite sociale, permettant I'étude des substrats biologiques associés a
une vulnérabilité accrue au développement de la maladie (Krishnan et
al., 2007).

1.6.3.4. Le stress chronique imprédictible
modéré

Le stress peut conduire a une perturbation de I'homéostasie de
I'organisme, mais seulement lorsqu'’il est de longue durée. Il participe
alors aux facteurs étiologiques de la dépression en engendrant un
déséquilibre des neurotransmetteurs cérébraux, des
dysfonctionnements neuroendocriniens et une altération de Ila
neuroplasticité. A contrario des procédures qui s'appuient sur
I'exposition a un stress aigu relativement aversif, le modeéle de stress
chronique imprédictible modéré (unpredictable chronic mild stress,
UCMS) a été développé pour étudier les changements
comportementaux, physiologiques et neurobiologiques qui résultent de
I'aspect chronique du stress. Le modele d’'UCMS a donc pour objectif de
reproduire un état « dépressif-like » qui se développe progressivement
en réponse a la chronicité du stress, en analogie avec les données
étiopathogéniques et physiopathologiques de la dépression.

La conception de ce paradigme fut tout d'abord initiée par Richard Katz
et ses collegues en 1981, pour étre par la suite plus largement
développé par Paul Willner qui posa les fondements de base du modele
encore utilisé actuellement (Katz et al., 1981a ; Katz et al, 1981b ;
Willner et al, 1987 ; Willner, 1997). Classiquement, les rats ou les
souris sont exposés a une série de stresseurs sociaux et
environnementaux d’intensités faibles a modérées durant plusieurs
semaines, a raison d'un a deux par jour durant plusieurs heures.
L'exposition séquentielle et imprédictible aux stresseurs diminue la
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probabilité d’habituation de I'animal (Magarinos et McEwen, 1995a ;
Aguilera, 1998 ; Tannenbaum et al, 2002). L’efficacit¢é du modeéle
d’'UCMS est ainsi davantage basée sur la chronicité et I'imprédictibilité
des facteurs de stress plutét que sur leurs caractéristiques
individuelles, ce qui confere a ce paradigme une forte validité de
construction.

L’exposition a un protocole d'UCMS entraine des altérations
comportementales, en particulier le développement d’'une anhédonie,
caractéristique commune a toutes les formes de dépression, dont la
mesure est considérée comme un critére d'évaluation quantifiables de
l'efficacité du modele. D’autres changements comportementaux
peuvent apparaitre a la suite d’'un protocole d’'UCMS, comme une
diminution des comportements auto-centrés, qu’il est possible de
mesurer grace a l'activité de toilettage (Surget et Belzung, 2008), ou des
perturbations du sommeil relativement similaires a celles observées
chez les sujets dépressifs, comme une réduction de la latence
d’apparition du sommeil paradoxal et une augmentation de sa durée
(Cheetaetal, 1997 ; Grenli et al., 2004). Le protocole d'UCMS engendre
également des altérations neuroplastiques, neuroendocrines,
neurochimiques et moléculaires en analogie avec les symptomes de la
dépression, comme l'hyperactivité de 'axe HPA ou des anomalies du
systéme immunitaire (Willner, 2005). Tous ces changements se
développent progressivement au fil du temps suite a 1'exposition aux
différents stresseurs, ce qui suggere une tres bonne validité de face
comparée aux autres modeles utilisant un stress aigu.

Ces altérations peuvent étre atténuées, voire abolies par un traitement
chronique aux antidépresseurs de plusieurs classes (Willner et al., 1992
; Papp et al, 1996 ; Willner, 1997), indiquant également une bonne
validité prédictive. Cependant, toutes les souches de souris ne sont pas
sensibles de la méme maniere a I'UCMS et aux antidépresseurs
(Ibarguen-Vargas et al., 2008). Une lignée de souris consanguine, la
BALB/c, répond particulierement bien a ce modele de dépression, en
présentant a la fois un grand nombre d’altérations neurobiologiques,
physiques et comportementales, et en étant sensible a quatre types
d’antidépresseurs, a savoir I'imipramine (antidépresseur tricyclique qui
inhibe la recapture de la sérotonine et de la noradrénaline), la
désipramine (antidépresseur tricyclique plus spécifique de la recapture
de la noradrénaline), la maprotiline (antidépresseur tétracyclique qui
inhibe fortement la recapture de la noradrénaline mais pas de la
sérotonine), et la fluoxétine (antidépresseur inhibiteur de la recapture
sélectif de la sérotonine) (Yalcin et al, 2008). De plus, 'UCMS est
capable d’induire des changements transcriptionnels dans I'amygdale,
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le cortex cingulaire et le gyrus denté de I'hippocampe chez la souris
BALB/c, qui sont contrecarrés par un traitement chronique a la
fluoxétine ou a un antagoniste des récepteurs CRH1 (Surget et al,
2009). En sélectionnant des souches particulieres selon les différents
aspects de la dépression que I'on souhaite investiguer, 'UCMS est donc
adapté a I'étude de genes associés a une vulnérabilité au stress, a des
symptomes spécifiques de la dépression et a la résistance au traitement
thérapeutique.

Ces observations sont capitales car elles soulignent I'idée que ce modele
induit un état dépressif-like avec un large pattern d’altérations alors
que la plupart des autres paradigmes n’utilisent en général qu’une seule
mesure. L'UCMS est donc un modele approprié quand il s’agit d’étudier
précisément les mécanismes neurobiologiques liés a la
pathophysiologie et au traitement de la dépression (Surget et Belzung,
2008). Ces caractéristiques font de I'UCMS un outil de recherche
précieux. En outre, la plupart des études basées sur ce modeéle utilisent
le rat et peu de travaux ont été réalisés chez la souris, qui est pourtant
une espece modele dans bien des travaux comme par exemple les
invalidations génétiques. Les caractéristiques uniques de I'UCMS lui
permettent de résoudre des questions qui ne seraient pas accessibles
par d’autres approches.

Malgré les nombreux avantages conceptuels de ce modéle, il possede
néanmoins certains inconvénients. Tout d’abord, la mise en place d'un
tel protocole est contraignante et tres couteuse en temps. Ensuite, les
résultats peuvent diverger d'un laboratoire a l'autre, voire d'un
protocole a I'autre. Toutefois, il faut noter que les procédures d’'UCMS
varient souvent en terme de durée, de stresseurs et de leurs
combinaisons, d'imprédictibilité, d’especes et de lignées utilisées, de
traitements et de mesures, ce qui pourrait participer a expliquer les
différences observées entre laboratoires. Une bonne standardisation de
la procédure permet de minimiser ces variations. Il est aussi nécessaire
de garder a l'esprit que la dépression majeure se caractérise par une
grande hétérogénéité des symptoémes, qui sont extrémement
dépendants des caractéristiques individuelles de chaque sujet. Les
individus ne réagissent pas de la méme maniére alors méme qu'’ils sont
confrontés a des événements stressants relativement analogues. Cette
hétérogénéité clinique pourrait donc également se retrouver dans ce
modele.
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2. Le systeme orexinergique /

hypocrétinergique

omme nous avons pu le voir dans la premiere partie de cette

introduction de these, la dépression est caractérisée par

d'importants dysfonctionnements de nombreuses structures du
systéme nerveux, dont les principales causes et/ou conséquences sont
une dérégulation de I'axe du stress, des altérations de la neuroplasticité,
et une perturbation de la neurotransmission monoaminergique. De tels
désordres neurobiologiques engendrent nécessairement des altérations
dans des systemes neuronaux connexes qui, s’ils ne participent pas
directement a l'étiopathogenese de la dépression majeure, peuvent
sous-tendre 'apparition de symptémes comme les troubles du sommeil,
la perte ou prise de poids, I'anhédonie ou le sentiment de stress et
d’anxiété. De fait, de par l'importance de leurs effets centraux, les
neuropeptides ont été particulierement étudiés dans le cadre des
troubles de 'humeur, comme la CRH, la vasopressine, I'hormone de
mélano-concentration, la substance P, le neuropeptide Y, la galanine,
etc.

Mais parmi tous les neuropeptides semblant jouer un réle dans la
physiopathogenese des troubles dépressifs, les orexines ont
particulierement attiré 'attention des chercheurs, puisque ces peptides
sont impliqués dans la régulation de plusieurs fonctions physiologiques
et comportementales qui sont altérées dans la dépression majeure,
comme le sommeil et de l'état de veille, les comportements
alimentaires, la motivation et les émotions. Les orexines, également
nommeées hypocrétines, ont été découverts en 1998, et des lors, de plus
en plus d’études se sont attachées a en comprendre les caractéristiques
et le fonctionnement, a en juger par le nombre croissant d’articles qui
leur ont été consacrés depuis leur découverte (Figure 7).
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Figure 7. Nombre d’articles parus et recensés dans la base de données Medline
depuis la découverte des orexines en 1998. En 2010, prés de 2000 articles traitant
du systéme orexinergique ont été publiés. Il est intéressant de noter que le terme
« orexine » est presque deux fois plus utilisé que le terme « hypocrétine ».

2.1. Ladécouverte des orexines et des

hypocrétines

C’est dans le contexte de la recherche sur I'obésité, un des principaux
problemes de santé publique aux Etats-Unis (Shields et al, 2011),
qu’intervint la découverte des hypocrétines a la fin des années 90. Le
groupe de Gregor Sutcliffe, basé au Scripps Research Institute de La
Jolla en Californie, s’intéressait alors a l'identification de peptides
pouvant jouer un role dans le contréle de la prise alimentaire et de la
régulation du poids corporel. Leur objectif était d’identifier des
peptides synthétisés uniquement dans I'’hypothalamus, puisque cette
structure est connue depuis longtemps pour étre le centre du contrdle
de l'appétit. En effet, des l1ésions de I'hypothalamus médial chez le rat et
d’autres animaux pouvait entrainer une obésité, alors qu'une lésion de
I’hypothalamus latéral produisait une profonde anorexie (Levitt et
Teitelbaum, 1975). De plus, il était raisonnable de penser que les
récepteurs pour des peptides produits dans cette région seraient des
cibles idéales pour des manipulations pharmacologiques. Ils utilisérent
donc la technique de clonage par soustraction pour identifier des ARN
messagers (ARNm) exprimés spécifiquement dans I’hypothalamus.
Cette technique leur permit en 1996 d’identifier trente-huit ARNm, dont
ceux de peptides déja bien connus comme l'ocytocine, la vasopressine
et la pro-opiomélanocortine (POMC). Cependant un des clones d’ADN
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complémentaires, le clone 35, codait un peptide encore inconnu
(Gautvik et al., 1996). L’expression de ’ARNm correspondant a ce clone
35 fut circonscrite au niveau postérieur et latéral de ’hypothalamus. En
janvier 1998, ils identifierent le polypeptide d’environ 130 acides
aminés issu de la séquence nucléotidique du clone 35, qu’ils nommerent
prépro-hypocrétine, précurseur de deux peptides co-localisés d’environ
39 et 29 acides aminés (de Lecea et al., 1998). De par leur localisation
exclusivement hypothalamique et leur homologie avec la sécrétine, ils
furent nommés hypocrétine-1 (HCRT-1) pour le peptide de 39 acides
aminés et hypocrétine-2 (HCRT-2) pour celui de 29 acides aminés.
Comme nous le verrons par la suite, le choix de ces noms s’avérera
judicieux puisque ne s’attachant pas a une fonction biologique
particuliere.

Au méme moment, le groupe de Masashi Yanagisawa basé a 'Université
du Texas adopta le raisonnement inverse en recherchant des ligands
pour plusieurs «récepteurs orphelins». Ces récepteurs orphelins
étaient issus d’ADN complémentaires (ADNc, monocaténaire
artificiellement synthétisé a partir d'un ARNm) ressemblants a ceux de
récepteurs couplés a une protéine G connus ; pour découvrir la fonction
de ces récepteurs, il fallait identifier leurs ligands. Pour un de ces
récepteurs (HFGAN72), ils identifierent deux peptides de 33 et de 28
acides aminés, ce dernier possédant 46 % d’homologie avec celui de 33
acides aminés. Notant que ce deuxieme peptide avait beaucoup moins
d’affinité pour le récepteur que le premier, ils émirent ’hypothése de
I'existence d'un deuxiéme récepteur pour ces peptides. Des recherches
dans les bases de données génomiques permirent l'identification d'un
second récepteur encodé par un gene présentant certaines similarités
avec le gene du premier récepteur. Conscients du roéle de
I'hypothalamus dans la régulation du comportement alimentaire, ils
observerent que l'injection intracérébroventriculaire de ces peptides a
des rats augmentait la prise alimentaire. Par conséquent, ils nommerent
ces peptides les orexines (orexine-A pour le peptide a 33 acides aminés
et orexine-B pour celui a 28 acides aminés), dérivé du mot grec orexis
(appétit). Cependant, ce choix s’avéra peu approprié puisque le role de
ces peptides se révéla étre beaucoup plus large qu’un simple effet sur
I'appétit. Leurs travaux furent publiés moins d’'un mois plus tard apres
ceux de I'équipe de Gregor Sutcliffe (Sakurai et al., 1998), et il apparut
rapidement que I'HCRT-1 et [I'HCRT-2 étaient identiques
respectivement a l'orexine-A (0OX-A) et 'orexine-B (0OX-B).
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2.2. Physiologie du systéme orexinergique

L’hypothalamus est situé a la base du diencéphale, et comprend un
grand nombre de noyaux différents dont chacun possede sa propre
combinaison de connexion et de fonctions. Ces noyaux aux
interconnexions complexes permettent a ’hypothalamus de réguler une
variété considérable d'activités physiologiques et comportementales
incluant le contréle de la température corporelle, les activités sexuelles
et la reproduction, le sommeil et les états de vigilance, le comportement
alimentaire, les comportements d’attaque et de défense, les émotions, le
contrdle des activités végétatives et les fonctions homéostatiques en
général.

2.2.1. Les orexines

Le terme générique «orexines» désigne donc deux neuropeptides,
provenant de ’hydrolyse de la prépro-orexine, a savoir I'orexine-A (0X-
A, correspondant a I'hypocretine-1) composé de 33 aminoacides avec
deux ponts disulfures, et l'orexine-B (0X-B, correspondant a
I'hypocrétine-2) composé de 28 aminoacides formant probablement
deux hélices a (de Lecea et al, 1998 ; Sakurai et al., 1998 ; Lee et al,
1999). Chaque peptide est amidé en position C-terminale, et la
glutamine en position N-terminale de '0OX-A est cyclisée pour donner
naissance a un résidu pyroglutamyl. Les orexines chez 'Homme et les
rongeurs sont tres similaires, et seul 'OX-B differe de seulement deux
acides aminés (Sakurai et al, 1998). Beaucoup d’autres Vertébrés
comme le poisson zébre produisent aussi les orexines, mais les
invertébrés semblent ne pas en synthétiser. Les orexines sont sécrétées
par des neurones situés dans I'hypothalamus qui encerclent le fornix et
s’étendent dans trois zones contiglies : 'hypothalamus latéral (lateral
hypothalamus, LH), l'aire périfornicale (perifornical area, PFA) et le
noyau hypothalamique dorsomédian (dorsomedial hypothalamus, DMH)
(de Leceaetal., 1998 ; Peyron et al., 1998 ; Sakurai et al., 1998 ; Date et
al, 1999 ; Nambu et al.,, 1999). Le cerveau humain contient entre 50000
et 80000 neurones orexinergiques (Thannickal et al., 2000 ; Fronczek et
al, 2005), ce nombre étant estimé a 3000 dans celui du rat (Peyron et
al, 1998 ; Date et al, 1999 ; Nambu et al, 1999). A contrario de leur
localisation hypothalamique restreinte, les neurones orexinergiques
projettent vers de nombreuses régions du systeme nerveux central
(Figure 8), en particulier le cortex cérébral, le systeme limbique
(amygdale, noyau du lit de la strie terminale, et hippocampe), le
thalamus (en particulier le noyau paraventriculaire), I'hypothalamus
(noyau arqué et noyau tubéromamillaire), le tronc cérébral (substance
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grise périaqueducale, locus coceruleus, aire tegmentale ventrale et
noyaux du raphé) et la moelle épiniere (Peyron et al., 1998 ; Date et al,
1999 ; Nambu et al, 1999 ; van den Pol, 1999). Ces projections
permettent au systéme orexinergique d’occuper une position
essentielle au sein du systéeme nerveux central lui permettant de
coordonner et de réguler l'activation de nombreux autres systemes
neuronaux. Les neurones a orexines recoivent également de
nombreuses afférences, notamment d’autres noyaux hypothalamiques,
de l'amygdale, du cortex insulaire, du noyau accumbens, de l'aire
tegmentale ventrale, et des noyaux monoaminergiques du tronc
cérébral (Chou et al., 2003 ; Sakurai et al.,, 2005 ; Yoshida et al., 2006).
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Figure 8. Schéma des principales projections orexinergiques ascendantes et
descendantes du cerveau de rat. D’aprés Peyron et al., 1998.

Les neurones a orexines ne forment pas un ensemble uniforme de
cellules, puisque plusieurs études ont montré qu'’il existait deux sous-
populations de neurones orexinergiques qui possédent des fonctions
différentes comme nous le verrons dans les paragraphes suivants
(Harris et Aston-Jones, 2006). Les neurones a orexines dans la partie
latérale de I'’hypothalamus (LH) semblent particulierement impliqués
dans le circuit de la récompense (Fadel et Deutch, 2002 ; Harris et al,
2005 ; Harris et al., 2007), alors que ceux localisés dans la partie
dorsomédiale et périfornicale de I'hypothalamus (DMH-PFA) semble
davantage sollicités pour le maintien de I'état de veille et la régulation
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de la réponse de stress (Estabrooke et al., 2001 ; Sakamoto et al., 2004 ;
Winsky-Sommerer et al, 2004). Cette dichotomie fonctionnelle est
renforcée par le fait que chaque sous-ensemble de neurones ne
possedent pas exactement les mémes afférences (Yoshida et al.,, 2006).

La plupart des recherches concernant le systéme orexinergique se sont
concentrées sur le cerveau, mais quelques travaux ont montré la
présence d’orexines, souvent en petite quantité, en dehors du systeme
nerveux central. Les testicules contiennent un taux modéré d’ARNm de
prépro-orexine, mais I'expression des récepteurs semble bas (Sakurai et
al, 1998 ; Johren et al., 2001). La présence d’orexines et de récepteurs a
orexines a aussi été démontrée au niveau des corticosurrénales (ce
point sera discuté dans le paragraphe 2.3.2) (Johren et al.,, 2001 ; Lopez
et al, 2010). Enfin, des neurones orexinergiques ont aussi été décrits au
niveau de l'estomac et du petit intestin (Kirchgessner et Liu, 1999),
mais il pourrait s’agir d'un peptide différent qui interagirait avec les
antisérums pour les orexines (Baumann et al., 2008).

Les neurones secrétant les orexines produisent également du
glutamate, des dynorphines, et probablement d’autres neuropeptides
dérivés de la préprodynorphine (Chou et al, 2001 ; Crocker et al,
2005). Actuellement, on ne connait que peu de choses sur le réle de ces
co-neurotransmissions ou sur les conditions dans lesquelles ces
neurotransmetteurs sont co-libérés, mais ils pourraient étre
physiologiquement significatifs, puisque la co-administration de
dynorphines semble potentialiser I'action des orexines (Eriksson et al,
2004).

2.2.2. Lesrécepteurs a orexines

Les effets physiologiques des orexines vont s’exercer en se liant
sélectivement a deux récepteurs, le récepteur orexine-1 ou récepteur
hypocrétine-1 (0OX1 ou HCRT1R) et le récepteur orexine-2 ou
hypocrétine-2 (0OX2 ou HCRT2R) (Sakurai et al, 1998). Ce sont des
récepteurs couplés a une protéine G a 7 domaines transmembranaires,
possédant certaines similarités avec d’autres récepteurs de
neuropeptides. Les récepteurs a orexines sont tres conservés chez les
mammiferes, leurs séquences d’acides aminés entre les humains et les
rats étant similaires a 94 % (Sakurai et al,, 1998).

Les orexines ne se lient pas de la méme maniere aux deux types de
récepteurs, puisque le récepteur 0X1 possede une bien plus grande
affinité pour I'0X-A, qui en situation de liaison compétitive possede une
concentration inhibitrice a 50 % (Clso) de 20 nM, alors que la Clso de
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’0X-B pour le récepteur OX1 est de 420 nM (Sakurai et al., 1998). Méme
si le récepteur OX2 partage 64 % d’homologie avec le récepteur 0X1, il
est néanmoins moins sélectif, se liant a la fois a '0X-A et '0OX-B avec
une grande affinité (Clso de 38 et 36 nM respectivement) (Sakurai et al.,
1998). Méme s’ils possédent une certaine similarité structurelle avec
d’autres récepteurs neuropeptidiques, les récepteurs orexinergiques ne
possedent pas d’affinité significative pour le neuropeptide Y (NPY), la
sécrétine ou des peptides similaires (Sakurai et al.,, 1998 ; Holmqvist et
al, 2001).

En concordance avec les importantes projections des neurones
orexinergiques dans tout le systéme nerveux central, les récepteurs a
orexines se distribuent tres largement au sein des différentes structures
innervées par le systeme orexinergique (Trivedi et al, 1998 ; Lu et al,,
2000 ; Hervieu et al,, 2001 ; Marcus et al., 2001 ; Cluderay et al., 2002).
Cependant, cette distribution n’est pas identique pour les deux types de
récepteurs, certains noyaux comme le locus cceruleus, le noyau
tegmental latérodorsal et le noyau tegmental pédonculopontin
expriment presque exclusivement ’ARNm du récepteur 0X1, alors que
d’autres structures comme le noyau tubéromamillaire, le noyau
accumbens et le noyau septal n’expriment pratiquement que le
récepteur 0X2. Cette distribution différentielle suggere des fonctions
qui le sont également, méme si beaucoup de régions comme les noyaux
du raphé, l'aire tegmentale ventrale, 'amygdale et le cortex expriment
les deux types de récepteurs. Néanmoins, on ne sait pas encore si les
deux types de récepteurs sont exprimés par les mémes neurones.

De nombreuses études ont montré que les orexines dépolarisent les
neurones et augmente l'excitabilité et les potentiels d’action pendant
plusieurs minutes (Hagan et al, 1999 ; Bourgin et al., 2000 ; Liu et al,
2002 ; Arrigoni et al., 2010). En général, le récepteur OX1 se couple a
une protéine Gq, et le récepteur OX2 a une protéine Gq ou Gi/Go, mais
les mécanismes de couplage semblent différer selon le type cellulaire et
n’ont pas encore été completement étudiés dans les neurones (Karteris
etal, 2001 ; Randeva et al, 2001). De plus, les orexines peuvent agir au
niveau présynaptique sur les terminaisons nerveuses en induisant la
libération de GABA ou de glutamate, générant des effets complexes sur
I’élément postsynaptique (van den Pol et al.,, 1998 ; Liu et al,, 2002).
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2.3. Fonctions des orexines

2.3.1. Régulation du sommeil et de I'état de veille

Le neurologue Autrichien Constantin Von Economo fut l'un des
premiers a suggérer le role clef de '’hypothalamus dans la régulation du
sommeil et de I’état de veille. En effet, durant I'épidémie d’encéphalite
léthargique qui s’est répandu en Europe entre 1916 et 1927, il observa
que les lésions provoquées par l'’encéphalite dans I'’hypothalamus
postérieur engendraient des hypersomnies, alors que des lésions de
I’hypothalamus antérieur provoquaient des insomnies!. Pres de 80
années plus tard, et comme le laissait pressentir ces premiers travausx,
I’hypothalamus est toujours au cceur du systeme de controle du cycle
veille/sommeil, qui est régulé par un processus complexe impliquant de
nombreuses structures cérébrales et de nombreux neurotransmetteurs,
formant schématiquement plusieurs systémes activateur et/ou
inhibiteur de sommeil (Saper et al.,, 2001).

La régulation du sommeil et de I'état de veille est sous-tendue par
l'interaction complexe de différents systemes de neurotransmissions :

e Les neurones monoaminergiques (neurones noradrénergiques
du locus cceruleus, neurones sérotoninergiques des noyaux du
raphé, neurones histaminergiques du noyau tubéromamillaire)
qui projettent vers le cortex cérébral, le thalamus et le tronc
cérébral.

e Les neurones cholinergiques (prosencéphale basal, noyau
tegmental pédonculopontin noyau tegmental latérodorsal) qui
projettent vers divers noyaux thalamiques régulant les phases
du sommeil.

e Les neurones GABAergiques (noyau préoptique ventrolatéral de
I'hypothalamus) qui  projettent vers les neurones
monoaminergiques et cholinergiques.

Les neurones monoaminergiques vont étre tres actifs durant I'éveil, tres
peu actifs durant le sommeil a ondes lentes, et totalement inactifs
durant le sommeil paradoxal. Ces neurones vont a la fois inhiber les
neurones cholinergiques ainsi que les neurones GABAergiques pour
maintenir I’état de veille. Les neurones cholinergiques vont quant a eux
jouer un role particulier puisqu’ils vont étre a la fois actifs durant I'état
de veille et le sommeil paradoxal, participant a promouvoir I'arrivée de

1Von Economo, C. 1930. Sleep as a problem of localization. ] Nervous Mental Disord,
71:249-259.
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ce dernier en inhibant les neurones monoaminergiques. Enfin, les
neurones GABAergique vont étre actifs durant la phase de sommeil,
particulierement durant le sommeil a ondes lentes, et promouvoir celui-
ci en inhibant les deux autres systémes de neurotransmission. Ces
différents jeux d’activation et d’inhibition participent a I'équilibre entre
état de veille, sommeil a ondes lentes et sommeil paradoxal (Saper et
al, 2001).

Les neurones orexinergique, qui innervent les noyaux
monoaminergiques et cholinergiques riches en récepteurs a orexines
(Peyron et al., 1998 ; Trivedi et al., 1998 ; Horvath et al., 1999b ; Marcus
et al., 2001 ; Yamanaka et al., 2002), vont participer activement a la
régulation de ces différents systemes puisque plusieurs études
fonctionnelles mettent en évidence le role de promoteur d’éveil du
systéeme orexinergique. En effet, I'injection intracérébroventriculaire
d’OX-A, de méme que son infusion dans les différents noyaux impliqués
dans la régulation du cycle veille/sommeil, réduit le sommeil a ondes
lentes et le sommeil paradoxal, et augmente I'état de veille (Hagan et al,
1999 ; Bourgin et al,, 2000 ; Methippara et al, 2000 ; Espana et al,, 2001
; Huang et al, 2001 ; Xi et al, 2001). De nombreuses études
électrophysiologiques in vitro ont également montré que les orexines
augmentaient la fréquence des potentiels d’actions des neurones
monoaminergiques et cholinergiques (Horvath et al., 1999b ; Bayer et
al, 2001 ; Brown et al., 2001 ; Eggermann et al., 2001 ; Eriksson et al,
2001 ; Burlet et al, 2002 ; Liu et al, 2002 ; van den Pol et al, 2002 ;
Yamanaka et al, 2002), sans toutefois avoir d’effet sur les neurones
GABAergiques (Eggermann et al, 2001). De plus, grace aux techniques
optogénétiques qui permettent de photo-stimuler spécifiquement et
directement des neurones exprimant un canal ionique photo-activable
(la channelrodopsine-2), il a été montré que la stimulation des
neurones a orexines augmentait la probabilité de transition du sommeil
vers 'état de veille (Adamantidis et al., 2007).

Le systeme orexinergique agit également en interaction avec d’autres
neurotransmetteurs pour réguler le sommeil et I'état de veille. Les
neurones histaminergiques joueraient un role important dans |'effet
activateur de I'éveil des orexines, puisque I'effet promoteur de veille de
'injection intracérébroventriculaire d’OX-A est largement atténué par
I'administration concomitante d’'un antagoniste des récepteurs H1 a
I’histamine (Yamanaka et al, 2002), et est absent chez des souris knock-
out pour ce méme récepteur (Huang et al, 2001). Considérant que les
récepteurs 0X2 sont abondamment exprimés dans le noyau
tubéromamillaire, et que les souris knock-out OX2 présentent des
fragmentations du cycle veille/sommeil (Trivedi et al., 1998 ; Marcus et
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al, 2001 ; Willie et al,, 2003), ces résultats suggerent que le systeme
histaminergique joue un role prépondérant dans la régulation de I'effet
activateur de I'éveil de '0OX-A. En effet, les neurones orexinergiques et
histaminergiques participent au contrdle de I'état de veille de maniére
distincte : l'histamine serait davantage responsable de l'activation
électroencéphalographique corticale et des activités cognitives liées a
I'état de veille, alors que les orexines seraient plus impliquées dans le
maintien de l'état de vigilance comportementale au travers de la
régulation du systeme nerveux végétatif (Anaclet et al., 2009).

Les neurones a orexines ne se limitent pas a la promotion de I'éveil en
innervant et en régulant les structures impliquées dans le controle du
sommeil et de I'état de veille, puisque ces derniéres renvoient de
nombreuses efférences vers le systéme orexinergique (Sakurai et al,
2005 ; Yoshida et al,, 2006). Les neurones GABAergiques, promoteurs
de sommeil, vont en effet pouvoir inhiber le systéme orexinergique (Li
et al, 2002 ; Yamanaka et al., 2003a ; Xie et al, 2006), alors que les
neurones cholinergiques, promoteurs d’éveil, vont les activer
(Yamanaka et al.,, 2003b ; Sakurai et al., 2005). Ces travaux confortent le
role renforcateur et stabilisateur de I'éveil des neurones a orexines,
bien que ces derniers regoivent aussi des projections inhibitrices des
neurones sérotoninergiques et noradrénergiques qui soutiennent
également I'éveil (Yamanaka et al., 2003b ; Muraki et al., 2004 ; Sakurai
etal, 2005 ; Yamanaka et al, 2006). Ces rétrocontréles négatifs peuvent
étre d'importance pour l'ajustement fin de I'activité neuronale
orexinergique afin de stabiliser 1'état de veille. Enfin, en plus des
informations que recoivent les neurones orexinergiques d’autres
structures cérébrales, ceux-ci sont également sous l'influence de leur
propre libération au travers d’interneurones glutamatergiques
activateurs et GABAergiques inhibiteurs (Li et al, 2002 ; Matsuki et al,,
2009).

La position centrale du systéme orexinergique au sein des structures
régulant le sommeil et I'état de veille lui confere un réle essentiel dans
la stabilisation du rythme circadien. En effet, les neurones
GABAergiques promoteurs de sommeil et les neurones
monoaminergiques activateur de veille s’inhibent réciproquement,
formant un circuit de telle sorte que quand l'activité d'un co6té
commence a prendre l'ascendant sur l'autre, le systéme s’inverse
brutalement, engendrant deux extrémes possibles (Saper et al., 2001).
Méme si ce systéme est bien adapté pour éviter les états intermédiaires,
une petite perturbation de I'activité d’'un c6té peut facilement causer un
changement d’état brutal, provoquant de fréquentes transitions d'un
état a un autre. Une telle condition ressemble au phénotype
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narcoleptique, se balancant entre état de veille et sommeil. Les orexines
semblent fonctionner comme des stabilisateurs de ce circuit, en
renforcant l'activité des neurones monoaminergiques durant l'éveil,
permettant d’éviter un état d’instabilité causé par de petites
perturbations. En méme temps, le rétrocontréle négatif qu’exercent les
neurones sérotoninergiques et noradrénergiques sur les neurones a
orexines permet de maintenir l'activité de ces neurones en les
stabilisant en retour. Durant le sommeil, les neurones orexinergiques et
noradrénergiques sont inhibés par les neurones GABAergiques, qui sont
activés par des substances promotrices du sommeil telle que
I'adénosine. D’ailleurs, I'adénosine pourrait aussi inhiber les neurones a
orexines directement via le récepteur adénosine A1 (Liu et Gao, 2007).

L’activité des neurones a orexines, en tant que systeme stabilisateur du
sommeil et de I'état de veille, varie au cours du cycle circadien. En effet,
I'expression de la protéine Fos (indicateur d’activité neuronale) dans
les neurones a orexines de rats est plus importante durant la phase
active (lumieres éteintes) que durant la phase de repos (lumieres
allumées) (Estabrooke et al., 2001). De plus, le niveau d’OX-A dans le
liquide céphalo-rachidien atteint un pic durant la période active et
diminue durant la période de sommeil (Yoshida et al, 2001).
L’enregistrement électrophysiologique in vivo de I'activité des neurones
orexinergiques a également confirmé ce pattern d’activation, les
neurones a orexines déchargent plus activement durant la phase d’éveil
actif, un peu moins durant la phase d’éveil passif, restent silencieux
durant le sommeil profond, et présentent quelques décharges
occasionnelles durant le sommeil paradoxal. Durant la transition du
sommeil a I'état de veille, les neurones a orexines déchargent avant
I'apparition de signes d’éveil électroencéphalographiques (Lee et al,
2005a ; Takahashi et al., 2008). Le pattern d’activation de ces neurones
contraste clairement avec celui des neurones histaminergiques, qui
présentent des décharges uniquement durant les phases d’éveil
(Takahashi et al., 2006). De maniére générale, ces études démontrent
bien que les neurones orexinergiques vont étre actifs durant 1'éveil et
inhibés durant le sommeil, et dont ’activation va sous-tendre 1'état de
vigilance. Plus précisément, le fait que les neurones a orexines soient
plus activés durant la phase d’éveil actif que durant la phase d’éveil
passif suggere assez clairement que le role des orexines s’étend au-dela
de la simple vigilance. Récemment, il a été montré que la délivrance
nasale et systémique d’OX-A réduisait les effets de la privation de
sommeil sur les performances cognitives de primates non-humains,
alors que I'OX-A n’avait pas d’effets bénéfiques si I'animal n’avait pas
été privé de sommeil (Deadwyler et al., 2007). De plus, des études in
vitro ont démontré que les orexines induisaient une activation des
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fibres thalamo-corticales au niveau du cortex préfrontal chez le rat,
indiquant que le systéme orexinergique serait capable d’augmenter la
vigilance et les processus attentionnels déterminants pour les fonctions
exécutives du cortex préfrontal (Lambe et Aghajanian, 2003 ; Lambe et
al., 2005).

2.3.2. Orexines et régulation de I'axe HPA

L’axe HPA est le principal systeme endocrinien de réponse au stress.
Comme nous l'avons vu précédemment, les neurones a orexines
projettent aussi vers des noyaux hypothalamiques comme le noyau
arqué, le noyau supraoptique et surtout le noyau paraventriculaire de
I’hypothalamus (paraventricular nucleus, PVN), point de départ de I'axe
du stress. Au sein de I'hypothalamus, la distribution des récepteurs
orexinergiques est relativement hétérogene, des études chez le rat
ayant démontré que l'expression des récepteurs OX1 était largement
restreinte aux noyaux ventromédian et dorsomédian, alors que
I'expression des récepteurs OX2 était principalement cantonnée dans la
partie latérale, dans les noyaux arqués, mamillaires et
tubéromamillaires, ainsi que dans le PVN (Trivedi et al, 1998 ; Lu et al,
2000 ; Marcus et al, 2001). Parmi les travaux n’ayant étudié
I'expression que d'un seul type de récepteur, Cluderay et collaborateurs
confirmerent cette distribution des récepteurs OX2 (Cluderay et al,
2002), alors qu’'Hervieu et collaborateurs rapporterent la présence
d’ARNm des récepteurs OX1 dans tous les noyaux sus-énoncés
n'exprimant que les O0X2 (Hervieu et al, 2001). Au niveau de
I'hypophyse, méme si la présence des orexines n’a pas pu étre mise en
évidence chez 'Homme (Arihara et al, 2000), 'expression des deux
types de récepteurs a été rapportée a la fois chez I'Homme et chez le rat
(Date et al.,, 2000 ; Johren et al., 2001 ; Blanco et al.,, 2001 ; Johren et al,
2003). Les récepteurs 0X2 seraient particulierement présents sur les
cellules basophiles sécrétant 'ACTH (Blanco et al, 2001), alors que
I'expression hypophysaire des récepteurs OX1 serait plus importante
que celle des récepteurs OX2 chez le rat (Johren et al., 2001).

Méme si les orexines agissent principalement au niveau du systéme
nerveux central, de nombreux travaux parfois divergents ont montré la
présence de ces peptides et de ses récepteurs sur la branche
périphérique de I'axe HPA. En effet, au niveau des glandes surrénales, la
présence en petite quantité de la prépro-orexine et de 'OX-A a été mis
en évidence chez I'Homme (Karteris et al, 2001 ; Randeva et al,, 2001 ;
Nakabayashi et al, 2003), bien que ces données n’aient pas été
confirmées par la suite ni chez 'Homme (Spinazzi et al., 2005a), ni chez
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le rat (Lopez et al, 1999 ; Karteris et al, 2005). A l'instar de ces
résultats, les travaux cliniques et précliniques ayant étudié la présence
des récepteurs a orexines au niveau surrénalien ont abouti a des
résultats tres contradictoires concernant la co-expression ou non des
deux types de récepteurs (Nanmoku et al, 2000 ; Johren et al., 2001 ;
Karteris et al., 2001 ; Randeva et al, 2001 ; Blanco et al, 2002 ; Johren et
al., 2003). Cependant, des travaux plus précis ont confirmé la présence
des deux récepteurs a orexines, exprimés de maniere différentielle au
sein de la médullosurrénale et des trois couches de la corticosurrénale
(Lépez et al, 1999 ; Loépez et al, 2001 ; Malendowicz et al, 2001 ;
Mazzocchi et al., 2001 ; Ziolkowska et al., 2005 ; Spinazzi et al., 2005a ;
Spinazzi et al, 2005b). Dans la zona fasciculata, couche centrale de la
corticosurrénale qui synthétise les glucocorticoides, les deux types de
récepteurs a orexines sont exprimés.

Si beaucoup de travaux démontrent que d’'une part la partie centrale de
I'axe HPA est riche en fibres nerveuses provenant du systeme
orexinergique et que, d’autre part, cet axe dans son ensemble est
parsemé de récepteurs a orexines, une abondante littérature s’est aussi
attachée a étudier les effets physiologiques des orexines sur I'axe du
stress. De nombreuses études in vivo et in vitro chez le rat ont montré
que les orexines augmentaient I'activité du PVN et la libération de CRH
et de vasopressine (Kuru et al,, 2000 ; Al-Barazanji et al., 2001 ; Russell
et al, 2001 ; Samson et al., 2002 ; Brunton et Russell, 2003). De plus,
'injection périphérique d’OX-A augmente de manieére importante les
niveaux d’ACTH et de corticostérone sanguins chez le rat (Malendowicz
et al, 1999). En revanche, la méme administration d’OX-B n’a pas
d’effet, ce qui s’accorde bien avec le fait que '0OX-A traverse rapidement
la barriere hémato-encéphalique par simple diffusion, alors que I'OX-B
est rapidement dégradée dans le sang (Kastin et Akerstrom, 1999). Si
les injections intracérébroventriculaires d’OX-A, plus efficaces que les
administrations périphériques, confirment les données précédentes
(Jaszberenyi et al., 2000 ; Kuru et al, 2000 ; Ida et al, 2000b ; Al-
Barazanji et al., 2001 ; Russell et al., 2001 ; Brunton et Russell, 2003), il
est intéressant de souligner que I'0X-B semble généralement moins
efficace que I'OX-A (Jaszberenyi et al, 2000 ; Kuru et al, 2000 ;
Jaszberenyi et al., 2001). D’autres travaux ont également montré que
l'activité orexinergique est augmentée lors de I’exposition a des stress,
durant laquelle I'administration des orexines amplifie les réponses
endocrines de 1'axe HPA (Ida et al., 2000b ; Sakamoto et al., 2004). Mais
le systéme orexinergique ne fait pas que réguler l'action du PVN,
puisqu’une étude a aussi démontré que des afférences provenant des
neurones sécrétant la CRH innervent en retour les neurones a orexines,
dont une sous-population exprime les récepteurs CRH1 et CRH2
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(Winsky-Sommerer et al., 2004). De plus, les neurones orexinergiques
sont directement excités par la CRH au travers des récepteurs CRH1,
puisque l'activation des neurones a orexines par la CRH ou par le stress
est séverement et respectivement diminuée par un antagoniste des
récepteurs CRH1 ou chez les souris ne possédant plus ce récepteur
(Winsky-Sommerer et al., 2004).

Les effets des orexines sur la sécrétion d’ACTH et de corticostérone
semblent principalement s’exercer par la stimulation de la production
hypothalamique de CRH et de vasopressine. En effet, les orexines
n’affectent ni la libération basale d’ACTH dans des cultures de cellules
hypophysaires de rats (Samson et Taylor, 2001), ni 'augmentation de
I'expression de la pro-opiomélanocortine (POMC), précurseur
protéique de I’ACTH, dans I'’hypophyse (Al-Barazanji et al, 2001). De
plus, des études in vivo ont démontré qu’'un prétraitement avec un
antagoniste de la CRH bloque I'augmentation induite par I'OX-A de la
concentration plasmatique d’ACTH et de corticostérone chez le rat (Ida
et al., 2000b ; Samson et al.,, 2002). Toutefois, on ne peut pas exclure
une action directe des orexines sur la branche périphérique de I'axe du
stress comme un éventuel effet potentialisateur. Des travaux ont
effectivement démontré que seule '0X-A, de maniere dose-dépendante,
augmentait la sécrétion basale de cortisol ou de corticostérone des
cellules de rats et d’humain de la zona fasciculata (Mazzocchi et al.,
2001 ; Spinazzi et al, 2005a). L'inefficacité de 1'0X-B, qui se lie
uniquement au récepteur 2, exclut I'implication de ce récepteur dans
I'action directe du systéme orexinergique sur la sécrétion de
glucocorticoides. Cette hypothese est corroborée par le fait que le
blocage des récepteurs 1 par un anticorps spécifique abolit I'effet de
I'OX-A sur des cultures de cellules provenant de la zona fasciculata
d’'Homme et de rat, alors que 'immunoneutralisation des récepteurs 2
est inefficace (Ziolkowska et al., 2005).

L’action stimulatrice du systeme orexinergique sur 'axe HPA pourrait
étre, au moins en partie, régulée par le neuropeptide Y (NPY), puisque
qu’il a été démontré que '0OX-A augmentait la libération du NPY, et que
I'effet potentialisateur de 1'OX-A sur la libération de CRH et de
corticostérone était bloqué par des antagonistes ciblant le NPY
(Jaszberenyi et al, 2001 ; Russell et al, 2001). Cependant, d’autres
données ne confirment pas I'implication du NPY dans la stimulation de
I'axe HPA par les orexines. En particulier, il a été montré qu’'une lésion
néonatale du noyau arqué (qui synthétise le NPY) chez le rat perturbe
I'augmentation de la prise alimentaire induite par l'administration
d’OX-A, mais épargne la libération des glucocorticoides (Moreno et al,
2005).
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La plupart des études fonctionnelles ont été réalisées chez I'animal, et
aucune donnée claire n’existe chez ’'Homme. Néanmoins, il est a noter
que les patient narcoleptiques (qui ne possédent plus de neurones a
orexines, comme nous le verrons au § 2.4) présentent un émoussement
de la sécrétion d’ACTH et de cortisol (Kok et al., 2002), ce qui suggere
indirectement que le systéme orexinergique est impliqué dans la
régulation centrale de I'axe HPA également chez 'Homme.

Tous ces travaux démontrent clairement que les orexines peuvent
augmenter la sécrétion de glucocorticoides via deux mécanismes : la
stimulation de la libération de CRH/vasopressine entrainant la
sécrétion d’ACTH, et la stimulation de la zona fasciculata, responsable
de la libération des glucocorticoides, qui possede des récepteurs a
orexines. Méme si les données ne sont pas toujours convergentes,
plusieurs études indiquent que I'OX-A agit directement sur les
corticosurrénales en utilisant la circulation sanguine. Cependant, le
niveau d’OX-A circulant dans le systéme sanguin chez 'Homme et le rat
est faible (Arihara et al, 2001 ; Johren et al, 2001 ; Johren et al., 2003).
La branche périphérique de l'axe du stress pourrait n’étre donc
directement stimulée par I'OX-A que lors d’'une suractivation du
systeme orexinergique. Le réle des orexines dans les réponses de stress
n’est donc plus a démontrer, mais a préciser. Il semblerait d’ailleurs que
ces peptides soient plus particulierement impliqués dans les stress dits
« psychologiques » et moins dans les stress physiques. Le systeme
orexinergique serait particulierement sollicité lorsque le stress est
associé a une vigilance accrue, et controlerait, entre autres, les réponses
végétatives (comme l'activation cardiovasculaire) liées au stress
« psychologique » (Furlong et al., 2009).

2.3.3. Orexines et régulation du systéme de
récompense

Le role des neurones a orexines dans les phénomeénes d’addiction et de
motivation a été particulierement bien documenté ces dernieres
années. Les projections dopaminergiques des neurones de l'aire
tegmentale ventrale vers le noyau accumbens, ont classiquement été
identifiées comme la «voie de la récompense », et les neurones a
orexines partagent des connexions réciproques avec ces structures
(Peyron et al.,, 1998 ; Fadel et Deutch, 2002 ; Yoshida et al, 2006). Les
orexines activent directement les neurones dopaminergiques de l'aire
tegmentale ventrale a travers les récepteurs 1 (Nakamura et al., 2000 ;
Korotkova et al, 2003), tandis que la dopamine peut inhiber les
neurones a orexines au travers des adrénorécepteurs a-2 et/ou des
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récepteurs D2 de la dopamine (Yamanaka et al, 2003b ; Li et van den
Pol, 2005 ; Yamanaka et al., 2006).

De nombreuses études sur l'addiction utilisent le paradigme de
préférence conditionnée de lieu, qui évalue les préférences pour des
stimuli environnementaux associés a des renforcateurs. Dans ce
paradigme, I'activation des neurones orexinergiques du LH (et non pas
du DMH-PFA) est fortement liée a la préférence d’indices associés a une
récompense sous forme de nourriture, de cocaine ou de morphine
(Harris et al., 2005). De plus, l'injection périphérique d’'un antagoniste
des récepteurs 0X1, ou directement dans l'aire tegmentale ventrale,
bloque la préférence conditionnée de lieu associée a la morphine
(Harris et al., 2005 ; Narita et al., 2006 ; Harris et al., 2007 ; Sharf et al,
2010a). Au contraire, la stimulation des neurones orexinergiques du
LH, tout comme l'administration d’OX-A directement dans laire
tegmentale ventrale, rétablit le comportement de recherche de
morphine aprés une phase d’extinction (Harris et al,, 2005). Chez des
souris knock-out OX7/-, l'injection de morphine n’induit pas de
préférence conditionnée de lieu (Narita et al., 2006), mais il est possible
que le phénotype narcoleptique de ces souris puisse biaiser les
résultats, puisqu'une autre étude n’a pas montré de différence entre les
souris OX”/- et les souris sauvages (Sharf et al, 2010a). Dans des
paradigmes d’auto-administration ou 'appui de 'animal sur un levier
entraine la délivrance de drogues ou de nourriture palatable, I'injection
d’'un antagoniste des récepteurs OX1 diminue l'auto-administration
d’alcool, de nourriture ou de drogues (Thorpe et al, 2005 ; Lawrence et
al.,, 2006 ; Hollander et al., 2008 ; Nair et al., 2008 ; Sharf et al., 2010Db).
Apres une phase d’extinction, I'administration
intracérébroventriculaire d’0OX-A rétablit l'auto-administration de
nourriture et de cocaine (Boutrel et al., 2005 ; Wang et al.,, 2009).

Méme si les études décrites ci-dessus indiquent que le systéme
orexinergique est important pour l’association drogue/stimulus,
I'administration volontaire et le rétablissement de la recherche de
drogue et de nourriture, d’autres travaux ont été consacrés a I’'étude de
I'implication des orexines dans la motivation sous-tendant ces
comportements. Les paradigmes utilisés demandent souvent peu
d’efforts a l'animal pour obtenir la récompense. En augmentant
progressivement le nombre d’appui nécessaire a la délivrance du
renforcateur, on peut quantifier 'effort que fournit 'animal, et donc sa
motivation pour obtenir la récompense. En utilisant ce paradigme, des
études ont montré que le blocage du systeme orexinergique, de maniere
périphérique ou spécifiquement dans l'aire tegmentale ventrale,
diminuait la motivation a obtenir le renforcateur (Hollander et al., 2008
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; Borgland et al.,, 2009 ; Espana et al, 2010), alors que 'administration
d’0X-A augmentait la motivation a obtenir la récompense (Thorpe et al,
2005).

Le systéeme orexinergique est également capable de participer a la
régulation du circuit de la récompense en agissant directement au
niveau du noyau accumbens, en interaction avec les opioides
endogenes. En effet, les neurones a orexines co-expriment des
dynorphines, qui peuvent réguler l'activité du noyau accumbens (Mu et
al, 2011). L’injection d’OX-A dans l'aire tegmentale ventrale induit une
augmentation de la libération de dopamine dans le noyau accumbens
(Narita et al, 2006 ; Narita et al., 2007 ; Vittoz et al, 2008). Enfin,
I'infusion d’0X-A dans le noyau accumbens augmente le comportement
alimentaire (Thorpe et Kotz, 2005), et I'injection périphérique, centrale
et dans le noyau accumbens d'un antagoniste opioidergique bloque la
prise alimentaire induite par l'infusion d’OX-A dans I’hypothalamus
latéral (Sweet et al., 2004).

L’ensemble de ces travaux démontre le rdle clef des neurones a
orexines, en particulier ceux localisés dans la partie latérale de
I’hypothalamus, dans la régulation du systeme de récompense, a la fois
dans sa composante motivationnelle (le « wanting »), en contrdlant la
libération de dopamine dans l'aire tegmentale ventrale, et dans sa
composante affective (le «liking »), en agissant directement sur le
noyau accumbens en interaction avec les opioides endogenes. De plus,
en augmentant la libération de CRH qui participe également a la
régulation du systeme de récompense (Koob, 2008), le systéme
orexinergique s’avere étre un acteur majeur participant a 'ensemble
des processus mis en ceuvre pour initier et maintenir les
comportements de motivation et de plaisir, a I'instar du role facilitant
des orexines dans le comportement sexuel de rats males (Muschamp et
al., 2007).

2.3.4. Orexines et régulation du comportement
alimentaire

L’hypothalamus latéral est depuis longtemps connu pour étre le
principal centre de régulation de l'appétit (Delgado et Anand, 1953 ;
Brobeck et al, 1956). De par la localisation spécifiquement
hypothalamique des neurones a orexines et au regard des premieres
études sur les effets de ces peptides sur le comportement alimentaire,
les scientifiques ont tot fait de catégoriser les orexines comme de
simples agents orexigenes. De fait, les premiers effets de I'augmentation
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de la prise alimentaire suite aux injections intracérébroventriculaires
d’OX-A (Sakurai et al., 1998) furent par la suite confirmés par d’autres
travaux (Edwards et al, 1999 ; Haynes et al., 1999 ; Ida et al., 1999 ;
Yamanaka et al, 1999), soutenus davantage par le fait que le blocage
pharmacologique ou génétique de tout ou partie du systeme
orexinergique réduisait la prise calorique (Haynes et al.,, 2000 ; Yamada
et al., 2000 ; Hara et al, 2001 ; Willie et al,, 2001). D’'un point de vue
anatomique, les neurones a orexines possedent de denses et
réciproques connexions avec d’autres noyaux hypothalamiques
régulant le comportement alimentaire, comme le noyau arqué
(principal site de libération du neuropeptide Y qui participe a
I'augmentation de la prise alimentaire) et le noyau hypothalamique
ventromédial (ventromedial hypothalamic nucleus, VMH) (Broberger et
al, 1998 ; Elias et al., 1998 ; Peyron et al., 1998 ; Date et al., 1999 ;
Horvath et al, 1999a ; Li et al, 2002 ; Sakurai et al., 2005). Plusieurs
études ont montré que l'augmentation de la prise alimentaire induite
par I'injection d’0X-A impliquait en partie 'activation de la sécrétion de
neuropeptide Y et l'inhibition de l'axe HPA et des neurones pro-
opiomélanocortinergiques (régulant la sensation de satiété en
interaction avec la leptine) dans le noyau arqué (Yamanaka et al., 2000 ;
Ida et al., 2000a ; Muroya et al., 2004).

Il est intéressant de noter que les patients narcoleptiques présentent
généralement une diminution de la prise alimentaire qui s’accompagne
paradoxalement d’une prise de poids sur le long terme (Lammers et al.,
1996 ; Schuld et al.,, 2000), phénomene qui est également observé chez
des souris génétiquement modifiées pour ne plus posséder de neurones
a orexines (Hara et al, 2001). Il semble donc que la réalité soit plus
complexe qu’un simple effet sur la consommation de nourriture, et que
les orexines agissent sur le comportement alimentaire plus subtilement
que ne le laissait présager les premiers travaux. Contrairement aux
autres facteurs orexigéniques qui augmentent la prise alimentaire en
diminuant la dépense énergétique, comme le NPY ou la MCH
(Spiegelman et Flier, 2001), les orexines augmentent a la fois la prise
alimentaire et la dépense énergétique (Lubkin et Stricker-Krongrad,
1998 ; Hara et al, 2001). Cependant, en cas de pénurie alimentaire,
cette derniere réponse semble beaucoup moins adaptative pour
préserver les réserves caloriques. L’augmentation de la dépense
énergétique par l'administration d’orexines semble étre causée par
I'augmentation de 1’état de veille, de l'activité locomotrice, et de
I'activité du  systéme nerveux autonome en  stimulant
physiologiquement les décharges sympathiques (Kotz, 2006 ; Teske et
al, 2010 ; Kuwaki, 2011). Une déficience orexinergique diminuerait
donc le tonus sympathique, réduisant ainsi la dépense énergétique, ce
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qui pourrait expliquer pourquoi la narcolepsie chez 'Homme ou la
souris est trés souvent associée a une augmentation du poids corporel
malgré leur hypophagie (Lammers et al, 1996 ; Schuld et al, 2000 ;
Hara et al.,, 2001). A contrario, en augmentant la dépense énergétique, le
systeme orexinergique n’agirait pas simplement comme homéostat du
poids corporel et du comportement alimentaire, mais serait également
impliqué dans la recherche de nourriture, en particulier quand I’'animal
fait face a une pénurie alimentaire. Quand les mammiferes font face a
une balance énergétique négative due a une réduction de la
disponibilité de nourriture, ils répondent comportementalement par
une augmentation de l'état de veille et de la vigilance permettant
d’optimiser la recherche de nourriture, mais entrainant en méme temps
une dépense énergétique accrue (Challet et al, 1997 ; Yamanaka et al.,
2003a).

Plusieurs études ont d’ailleurs montré que les neurones a orexines
étaient sensibles aux indicateurs de la balance énergétique en étant
activés en cas d’hypoglycémie (Moriguchi et al, 1999 ; Yamanaka et al,
2003a ; Burdakov et al., 2005 ; Venner et al., 2011). De plus, le systéme
orexinergique est respectivement activé et inhibé par la ghréline, une
hormone stomacale qui stimule 'appétit, et par la leptine, une hormone
sécrétée par les adipocytes induisant la satiété (Yamanaka et al,
2003a). Un jeline nocturne chez des souris augmente l'activation du
systeme orexinergique par un phénomene de synaptogenése et qui est
diminuée par le retour de l'alimentation (Horvath et Gao, 2005). Ce
renforcement de l'activité orexinergique sous-tendrait un état de
vigilance accrue, alors que chez des souris ne possédant plus de
neurones a orexines, le jeline n’induit aucun éveil comportemental
(Yamanaka et al, 2003a), indiquant que le systeme orexinergique est
bien nécessaire au comportement de vigilance adaptatif lors d'un
manque de nourriture.

Tous ces travaux illustrent I'importance des neurones a orexines dans
le maintien de 'homéostasie énergétique en régulant la vigilance, par le
controle coordonné de 'axe HPA, du systeme nerveux sympathique et
la prise alimentaire.
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2.4. Orexines et narcolepsie/cataplexie

Décrite des 1877 par Carl Westphall, puis en 1880 par Jean-Baptiste
Gélineau?, la narcolepsie est une maladie neurologique débilitante qui
affecte approximativement 1 personne sur 2000 aux Etats-Unis
(Mignot, 1998). L’age d’apparition de la narcolepsie est tres variable,
mais la maladie survient généralement durant l’adolescence, avec un
pic de diagnostic entre 12 et 15 ans. La symptomatologie clinique
repose sur la tétrade narcoleptique :

e Somnolence diurne excessive culminant en des acceés de sommeil
quasiment incontrolables et quotidiens. C’est habituellement le
premier symptdéme qui survient.

e Attaques de cataplexies ou relachements musculaires (atonie
musculaire) brusques survenant en plein éveil, favorisée par les
émotions. Les cataplexies sont soit généralisées entrainant une
chute, soit localisées aux membres supérieurs ou a la machoire.

e Hallucinations hypnagogiques (a I'’endormissement) ou
hypnopompiques (au réveil) visuelles, mais aussi auditives ou
kinesthésiques parfois a tonalité tres vive et effrayante.

e Paralysies du sommeil survenant également au moment de
I'endormissement ou du réveil au cours desquels le sujet éveillé
ne peut pas bouger.

A ces quatre signes cardinaux s’ajoutent la dyssomnie nocturne avec
éveils, cauchemars, voire parasomnie (par exemple des troubles du
comportement lors du sommeil paradoxal). De plus, la latence
d’apparition du sommeil paradoxal est fortement réduite chez les
patients narcoleptiques, jusqu’a apparaitre parfois immédiatement
apres I'état de veille.

Cest en 1999, un an apres la découverte des orexines, que furent
publiées les premieres études précliniques établissant un lien entre une
déficience du systéme orexinergique et la narcolepsie/cataplexie.
L’équipe de Masashi Yanagisawa de I'Université du Texas observa que
des souris knock-out déficientes en orexines (OX/-) présentaient des
reladchements musculaires fréquents et inopinés durant la phase active
associés a des transitions directes de I'état de veille au sommeil
paradoxal, en analogie aux attaques de cataplexie chez I'Homme

1 Westphal C (1877). Eigenthlimliche mit Einschldfen verbundene. Anfille. Archiv
Psychiatr Nervenkr, 7:631-635.

2 Gélineau ] (1880). De la narcolepsie. Gazette des héopitaux civils et militaires, 53:626-
628 et 54:635-637.
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(Chemelli et al, 1999). De plus, les souris OX/- souffraient d'une
diminution de I'état de veille, une augmentation du sommeil a ondes
lentes et paradoxal, une diminution de la latence d’apparition du
sommeil paradoxal, ainsi qu'une incapacité a maintenir de longues
périodes d’éveil. Au méme moment, I'équipe d’Emmanuel Mignot de
I'Université Stanford en Californie identifia des mutations dans le gene
du récepteur 0X2 responsable de la narcolepsie/cataplexie canine (Lin
etal, 1999).

Peu de temps apres ces premiéres études, une déficience orexinergique
chez les patients atteints de narcolepsie/cataplexie fut confirmée,
puisqu’a la différence des individus sains, la grande majorité d’entre
eux présentent un tres faible voire indétectable niveau d’0X-A dans le
liquide céphalo-rachidien (LCR) (Nishino et al., 2000 ; Ripley et al., 2001
; Mignot et al., 2002). De plus, des études post-mortem ont montré une
diminution importante du nombre de neurones orexinergiques et de
I’ARNm des orexines dans les cerveaux de patients narcoleptiques
(Peyron et al., 2000 ; Thannickal et al., 2000). Si aucune mutation du
gene prépro-orexine ou des récepteurs n’a été décelée chez des patients
souffrant de narcolepsie/cataplexie, excepté chez un cas
particulierement sévere présentant une mutation sur le géne codant la
prépro-orexine (Peyron et al, 2000), plus de 90% des patients sont
positifs pour le sous-type de 'antigéne des leucocytes humains (human
leucocyte antigen, HLA) DQB1*0602 (Kadotani et al., 1998 ; Lin et al,
2001). L'immense majorité des patients narcoleptiques/cataplexiques
présentant cet allele HLA possedent des niveaux d’OX-A dans le LCR
situés en dessous du seuil de détection (Ripley et al, 2001 ; Dauvilliers
et al, 2007). La narcolepsie/cataplexie serait donc plutét liée a une
perte des neurones orexinergiques plutdét qu’'a une inhibition de
I'expression des orexines (Crocker et al, 2005), et résulterait d’'une
dégénération auto-immune sélective pour les neurones orexinergiques.

Les modeles animaux ont beaucoup apporté a la compréhension des
mécanismes physiopathologique de la narcolepsie/cataplexie, en
particulier les modeéles génétiques. Les souris knock-out pour le
récepteur 2 (0OX2/-) possedent certaines des caractéristiques de la
maladie, en particulier des fragmentations du cycle veille/sommeil avec
des arréts cataplexiques et attaques de sommeil paradoxal, méme si
leur phénotype comportemental et électroencéphalographique est
moins sévere que ceux trouvés chez les souris ne possédant plus
d’orexines (0OX/-) (Willie et al, 2003). En revanche, les souris OX1-/- ne
présentent pas de perturbations comportementales manifestes,
seulement une augmentation de la fragmentation des états
veille/sommeil (Willie et al, 2001). Les souris présentant une double
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déplétion pour les deux récepteurs (OXR7/-) apparaissent comme des
phénocopies des souris 0X/- (Willie et al., 2001), démontrant que ces
deux récepteurs suffisent a réguler le cycle sommeil/veille par les
orexines. Les résultats de ces études de souris transgéniques suggerent
que la régulation normale de la transition veille/sommeil a ondes lentes
dépend essentiellement de I'activation des récepteurs 0OX2, alors que la
perturbation du sommeil paradoxal, caractéristique au syndrome de
narcolepsie/cataplexie, semble provenir d'un probleme de Ila
neurotransmission impliquant les deux récepteurs (Mieda et al,, 2011).
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3. Orexines et dépression

epuis la découverte des orexines en 1998, un nombre

grandissant de travaux se sont penchés sur les liens qui

pouvaient exister entre ces neuropeptides et les troubles
affectifs, en particulier la dépression majeure. Comme nous l'avons
décrit précédemment, le systéme orexinergique jouit d’'une position
singuliere au sein du systeme nerveux central, de par ses nombreuses
projections et ses effets physiologiques et comportementaux, comme la
régulation du sommeil et de I'état de veille, les comportements
alimentaires et la balance énergétique, les conduites addictives et la
motivation, et la régulation des émotions a travers I'axe du stress. La
dépression majeure, quant a elle, peut se caractériser par diverses
altérations physiologiques et comportementales, comme des troubles
du sommeil, la perte ou prise de poids, de la fatigue et un
ralentissement psychomoteur, une anhédonie et un manque de
motivation, et une humeur dépressive souvent associé a un stress
excessif. Cette correspondance entre les troubles observés chez les
patients dépressifs et les fonctions régulées par le systéme
orexinergique fut le point de départ d’'une profonde réflexion sur le réle
que pouvaient jouer le systeme orexinergique dans la physiopathologie
de la dépression (Winsky-Sommerer et al., 2003).

3.1. Les premieres études

La premiere étude ayant mis en lumiere un possible lien entre le
systéme orexinergique et la dépression majeure est une étude clinique,
publiée en 2003 et dirigée par Emmanuel Mignot de I'Université
Stanford, réalisée chez 15 patients dépressifs (9 femmes et 6 hommes)
et 14 sujets sains. Grace a des ponctions lombaires de LCR, cette équipe
réussit a mettre en évidence que la variation circadienne du niveau
d’OX-A était réduite de 'ordre de 3 % chez les patients dépressifs par
rapport aux sujets sains, dont I'amplitude de la variation circadienne
était de 10 %. Etrangement, le taux d’OX-A était plus important durant
la nuit que pendant le jour chez tous les sujets, résultat qui peut
paraitre contre-intuitif pour un neuropeptide promoteur d’éveil mais
qui suggeére un certain délai entre la libération cérébrale d’orexines et
son apparition dans le LCR (Chiro et al, 1976 ; Grady et al., 2006). De
maniere générale, le niveau d’0OX-A tendait a étre plus important chez
les patients dépressifs que chez les sujets controles, cet exces d’'0OX-A
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étant contrecarré par cinq semaines de traitement avec un IRSS, la
sertraline (Salomon et al.,, 2003). Environ un an plus tard, des travaux
précliniques vinrent contredire quelque peu ces données. Chez des rats
Wistar-Kyoto, considérés comme un modele animal génétique de
dépression, les neurones orexinergiques furent décrit comme 15 % plus
petits et 18 % moins nombreux comparés a ceux des rats Wistar
servant de témoins (Allard et al, 2004). A noter qu'une précédente
étude datant de 2001 avait déja observé un niveau bien inférieur d’OX-
A, mesuré par dosage radio-immunologique (radioimmunoassay, RIA),
et dARNm de la prépro-orexine dans différentes structures cérébrales
de rats Wistar-Kyoto comparé a des rats Wistar, sans pour autant
émettre d’hypothéses quant a la dépression majeure (Taheri et al,
2001). A la suite de ces premiers travaux cliniques et précliniques,
d’autres données contradictoires vinrent s’y ajouter, complexifiant
davantage l'identification du réle exact des orexines dans la dépression.

3.2. Les données cliniques

Il fallut attendre 2007 pour voir apparaitre de nouvelles études
cliniques principalement réalisées par 1'équipe de Lil Traskman-Bendz
de I'Université de Lund en Suede. Dans une premiére étude corrélative,
101 patients (50 femmes et 51 hommes), diagnostiqués pour différents
troubles psychiatriques (dont 31 patients souffrant de dépression
majeure) furent enrdlés a la suite de leur admission a I’hopital pour des
tentatives de suicide. Apres une période de sevrage médicamenteux
comprise entre 1 et 3 semaines, des ponctions lombaires furent
pratiquées pour mesurer le niveau d’'OX-A dans le LCR. Deux
symptomes psychiatriques de I’échelle d’évaluation
psychopathologique générale, a savoir la lassitude et le ralentissement
moteur, ainsi que lindice global de sévérité, furent corrélés
négativement avec le taux d’OX-A (Brundin et al., 2007b). Trois mois
plus tard, cette méme équipe publia une autre étude comparant le
niveau d’'OX-A dans le LCR, prélevé entre 8 et 9 heures du matin, entre
des patients souffrant de dépression majeure (32 patients, dont 17
femmes et 15 hommes), de troubles de 'adaptation (23 patients, dont
11 femmes et 12 hommes) et de dysthymie (11 patients, dont 7 femmes
et 3 hommes) et apres une période de sevrage médicamenteux
comprise entre 7 et 19 jours. Les résultats montrerent que le niveau
d’OX-A était significativement plus bas chez les patients dépressifs que
chez les autres patients (Brundin et al, 2007a). Cependant, aucun
groupe controle ne fut inclus dans cette étude. Il est également
intéressant de noter que le niveau d’OX-A était corrélé positivement
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avec le niveau de CRH. Enfin, la méme équipe mesura le niveau d’'0X-A
(toujours prélevé entre 8 et 9 heures du matin) de patients ayant
participé a la premiere étude 6 et 12 mois apres leur tentative de
suicide, avec ou sans traitement pharmacologique. Apres ces deux laps
de temps, le niveau d’OX-A avait significativement augmenté (Brundin
et al,, 2009). Cependant, cette étude ne concerna que 10 patients qui
accepterent de poursuivre l'étude apres 6 mois (dont 4 patients
diagnostiqués avec une dépression majeure), et uniquement 5 apres 12
mois.

Une étude fut récemment menée dans le but de comparer les niveaux
d’OX-A de plusieurs populations de patients, a savoir 12 patients
dépressifs (7 hommes et 5 femmes), 14 patients souffrant de la maladie
de Parkinson (8 hommes et 6 femmes), et 12 patients diagnostiqués
pour les deux affections (6 hommes et 5 femmes), avant et apres
traitement avec un IRSS, le citalopram (Palhagen et al., 2010). Aucune
différence significative ne fut observée entre les différents groupes
avant ou apres le traitement antidépresseur. Néanmoins, une
augmentation significative du taux d’OX-A fut observée chez les patients
souffrant seulement de dépression par rapport aux patients atteints de
la maladie de Parkinson, indépendamment du diagnostic de dépression
majeure. De plus, le traitement antidépresseur avait tendance a
diminuer le taux d’OX-A dans le LCR chez les patients dépressifs
uniquement.

Une autre étude récente comparant des patients souffrant de manie, de
dépression majeure et des sujets sains n’a pas été en mesure de
retrouver de différences significatives entre les niveaux d’OX-A dans le
LCR de ces individus (prélevé entre 12h30 et 13h30) (Schmidt et al.,
2010). Mais l'absence de résultats pourrait étre mise sur le compte du
faible effectif (seulement 5 individus par groupe) et sur 'hétérogénéité
des traitements, puisqu’aucun patient n’était traité avec le méme
médicament.

En 2011, une étude s’est intéressée aux genes codant les orexines et ses
deux récepteurs en analysant le génotype de 229 patients souffrant de
dépression majeure ou de troubles bipolaires (159 femmes et 70
hommes) et en les comparant a des sujets témoins (Rainero et al,
2011). Le génotypage mit en évidence I'existence d'un polymorphisme
«1s2271933 » du gene du récepteur OX1 qui était significativement
plus présent chez les patients dépressifs par rapport aux sujets
controles et au patients bipolaires. De plus, les porteurs homozygotes
ou hétérozygotes de I'allele A de ce polymorphisme avaient deux fois
plus de risque de développer la maladie que les porteurs de l'allele G.
Méme si le nombre de sujets dans cette étude était restreint, ces
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données offrent de nouvelles perspectives sur I'implication spécifique
des récepteurs 0OX1 dans les états dépressifs, bien que les fonctions
précises des variations alléliques du polymorphisme soient encore
inconnues.

Tres récemment, de nouvelles études cliniques ont vu le jour,
permettant d’assoir davantage le lien entre orexines et dépression, mais
participant a entretenir la confusion quant a son role exact dans la
physiopathogénie du trouble. En effet, une étude a mesuré I'expression
de 'ARNm de I'OX-A dans le sang de 29 patients dépressifs (15 femmes
et 14 hommes) le jour de leur admission a I'hopital, puis 14 et 28 jours
apres le début de la prise en charge médicamenteuse constituée de
divers types d’antidépresseurs (Rotter et al., 2011). Méme s’il n’est pas
apparu de changements significatifs dans l'expression de 'ARNm de
I'0X-A entre les différents moments de mesure, une diminution non
significative de I'OX-A fut détectée chez les patients dépressifs par
rapport aux sujets sains le jour de leur admission. De plus, pour les trois
points de mesure, une corrélation négative entre les niveaux d’OX-A et
la sévérité des symptémes fut mise en évidence. Cette étude renforce
I'idée qu’une hypoactivité du systéme orexinergique semble associée a
la dépression, en corroborant les travaux de Brundin et collaborateurs
(Brundin et al., 2007a ; Brundin et al., 2007b ; Brundin et al, 2009).
Cependant, une autre étude réalisée chez 34 patients alcooliques (9
femmes et 25 hommes) mit en évidence une corrélation positive entre
les niveaux plasmatiques d’OX-A et les symptomes dépressifs lors de la
période de sevrage, de sorte que la concentration d’OX-A permettait de
prédire la sévérité des symptomes psychologiques liés a la dépression
apres la cure de désintoxication (von der Goltz et al., 2011). Ces auteurs
mirent également en évidence une diminution de la concentration
plasmatique d’OX-A apres 15 jours de sevrage alcoolique. L’ensemble
de ces données cliniques est résumé dans le tableau 3 ci-apres.
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Tableau 3. Résumé des études cliniques montrant des modifications du
systéme orexinergique chez les patients atteints de troubles dépressifs.

Lloc
““le Jo Z}|05) J8p UOA

L10Z “Ie jo 1enoy

L1L0Z /e je olauley

0102 “/e }8 1piwyds

0102 ‘& Jo uabeyjed

B/00¢ /e 8 uipunig

600 “/e }8 uipunig
‘4,002 “/e }e ulpunig

€002 “/e Je uowoles

S92UdI9)9Y

abelinas ap sinol G|
saide Bues o] suep y-XO T

sesuuop aunany

@9uuUop aunony

@auuop aunoany

(weudojeno)
yO19|suep y-XO 1

@auuop aunony

(syssaidap

 Juop anbuielyoAsd syusied
0}) ¥O1 8l suep v-x0 |
(suijespas)

d01 9 suep y-XO 1

juswajies) saide

anbibiauixalo awdlsAs

sjissaidap sawQidwAs
10 Bues 9| suep y-XO.p Xne}
9| 8J4jus aAlisod uone|a1I0)

V-XO.P Xne} 9] }o sowoidwiAs
so| asjue aAnebau uone|eLI0d
‘Bues o] suep y-XO 1

sjissaidap sjalns sa| zayo
LXO Jna)daosal np auab np
£€61/2zs4 swsiydiowAjod

Juswsbueyd unony

d01 9| suep v-XO |

d01 9| suep y-xXo 1

d071 8| suep
V-XO.p Xne} 9] 18 sawldwAs
s9| a.jus aAneboau uone[a.lio)

¥D7 8l suep v-X0 |

juswiajiel) JueAe
anbibiauixaio awdlsAs

sanbijoooje syuaned ¢

sjissaidap saned gz

saliejodiq s9|gnou}
ap 18 ainalew uoissaidap
ap Juelynos syuaned 6zZg

Juswa)iel} Sp SIN0d
ua sjissaidap sjuaned g

(uosunyied
ap alpejew e| ap JUeIYNos
syuaied sap e sasedwod)

sjissaidap sjuaned g1

(senbuyeiyoAsd
syuaned saine,p e saiedwod)
sjissaidap sjuaned ze

sjissaidap sjuaned | ¢ Juop

apIoINs ap aAlejus) saide
sanbuielyoAsd syusned Lo

sjissaidap sjusaned G|

19 sapnyg

M.
e}
c
(1]
(7]

107



Introduction Orexines et dépression : données précliniques

3.3. Les données précliniques

A la suite des travaux d’Allard et collaborateurs effectués sur les rats
Wistar-Kyoto en 2004, la méme équipe poursuivi ses recherches en se
focalisant sur le sommeil. En effet, comme nous avons pu le voir dans
un précédent paragraphe, la privation sélective de sommeil paradoxal
peut avoir des effets antidépresseurs. Dans cette étude, des rats Wistar-
Kyoto furent privés sélectivement de sommeil paradoxal (grace a un
dispositif de plateformes situées au-dessus de l'eau) dans le but de
comparer le nombre et la taille des neurones orexinergiques a ceux
d’animaux de méme souche mais confrontés a un dispositif similaire
sans étre privés de sommeil, et a d’autres individus témoins restés dans
leurs cages. L’expérimentation fut également réalisée avec des rats
Wistar (Allard et al., 2007). Leur hypothése principale était d’observer
une plus grande augmentation du nombre et de la taille des neurones
immunoréactifs pour '0OX-A, suite aux privations de sommeil paradoxal,
chez les rats Wistar-Kyoto que chez les rats Wistar. Tout en confirmant
les différences histologiques relatives aux neurones orexinergiques
chez les deux souches de rats, ils montrérent une augmentation de 20 %
du nombre de ces neurones suite a la privation de sommeil paradoxal
chez les rats Wistar-Kyoto comparés aux individus controles de méme
souche. De maniére surprenante, une augmentation plus importante de
31 % du nombre de neurones orexinergiques par rapport aux rats
controles de méme souche fut observée chez les rats Wistar-Kyoto
placés sur le dispositif de plateformes sans privation de sommeil. Bien
que non significatif, le méme pattern de différences fut décrit avec les
rats Wistar. De plus, aucune différence de taille des neurones
orexinergiques ne fut observée entre les différents groupes de rats de
méme souche. Cette étude ne put donc pas conclure clairement sur
'effet bénéfique de la privation de sommeil dans ce modele animal de
dépression.

Une autre équipe, celle de Kingman P. Strohl de I'Université Case
Western Reserve a Cleveland, s’intéressa aux effets des privations
maternelles néonatales chez le rat (PMN, cf. § 1.6.3.2) sur le systeme
orexinergique et sur le sommeil (Feng et al, 2007). Les analyses
électroencéphalographiques permirent de montrer que la PMN avait
induit une diminution générale de sommeil sur les 48 heures
d’enregistrement, et un dosage immunoenzymatique (enzyme-linked
immunosorbent assay, ELISA) a permis de montrer que les rats soumis a
une PMN présentaient un niveau plus important de CRH et d’OX-A dans
I'hypothalamus comparé a celui des individus contréles. L’analyse de
I'expression des deux récepteurs aux orexines en Western Blot
démontra que la PMN avait induit des expressions plus importantes de
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récepteurs OX1 et OX2 respectivement dans le cortex préfrontal et
I’hippocampe, comparées aux rats témoins, alors qu'un dosage RIA
montra une légere diminution de '0OX-B dans I’hippocampe.

En utilisant un autre modeéle animal de dépression, I'injection néonatale
de clomipramine (CLI), un antidépresseur tricyclique, ce méme groupe
de chercheurs poursuivirent leurs investigations chez le rat (Feng et al,
2008). De l'age de 8 a 21 jours, ils réaliserent des injections
quotidiennes de CLI. A 35 jours, des analyses en RIA permirent de
montrer que les rats juvéniles CLI présentaient une diminution du taux
d’OX-A dans le pont, 'hypothalamus (incluant tous les noyaux) et le
cortex préfrontal, ainsi qu'une diminution d’OX-B dans I'’hypothalamus
latéral, le septum, le thalamus, le cortex préfrontal et 'amygdale. Ces
données pourraient souligner l'effet a moyen-terme de l'injection de
CLI, puisque la sérotonine, la dopamine et la noradrénaline sont
connues pour réduire l'activité orexinergique (Muraki et al., 2004 ; Li et
van den Pol, 2005), méme si les analyses furent effectuées 14 jours
aprés la derniére injection. De maniere intéressante, outre une
augmentation du temps d'immobilité dans le test de la nage forcée chez
les rats adultes ayant été soumis aux injections précoces de CLI, le taux
d’OX-A (dosé grace a I'ELISA) chez ces animaux était plus important
dans I'hypothalamus et celui de I'OX-B plus important dans
I'hippocampe. Cette augmentation de l'activité orexinergique dans un
modele animal de dépression est donc en contradiction avec les
données obtenues par Allard et collaborateurs, dont les résultats des
travaux tendaient vers une hypoactivité du systeme orexinergique dans
les états dépressifs-like.

L’équipe de de Kingman P. Strohl décrivit par la suite que l'injection
aigué de CLI chez des rats adultes induisait une diminution du sommeil
paradoxal (sans perturber la durée totale de sommeil) et augmentait le
taux de d’ARNm de la prépro-orexine dans I’hypothalamus et le cortex
préfrontal, sans changement significatif de I'expression de 'ARNm des
récepteurs a orexines (mesurée par RT-PCR). Cette augmentation de
'activité orexinergique suite a l'injection de CLI pourrait participer a
expliquer l'effet inducteur de dépression de cet antidépresseur lors de
son injection néonatale. De plus, une analyse en RIA montra une
diminution de '0X-B dans l'hypothalamus (Feng et al,, 2009). Toutes
ces études soulignent également que les troubles du sommeil observés
chez les patients dépressifs pourraient étre liés a la perturbation du
systéme orexinergique.

Jusqu'a présent, les études s’étaient principalement focalisées sur la
description des perturbations du systéme orexinergique dans différents
modeles de dépression, sans véritablement explorer les mécanismes
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physiopathologiques dans lesquels ce systéme pourrait étre impliqué.
Comme il a été démontré que le stress et la dépression pouvait générer
des diminutions de la neurogenéese hippocampique, et que celle-ci était
nécessaire aux effets bénéfiques de certains antidépresseurs, une
équipe japonaise dirigée par Toshihiko Hanawa de I'Université Kitasato
a Tokyo s’est intéressée aux effets de I'0X-A sur la neurogenese dans le
cadre de la dépression (Ito et al, 2008). Au niveau comportemental,
I'injection intracérébroventriculaire d’OX-A conduisit a une réduction
de I'immobilité dans le test de la nage forcée, sans modifier le niveau
sanguin de corticostérone. Quatre jours aprés cette injection, le
marquage a la bromodéoxyuridine (BrdU), un analogue de la thymidine,
mit en lumiére une augmentation de la prolifération cellulaire au niveau
du gyrus denté chez les souris ayant recu de '0X-A, sans pour autant
affecter le nombre de cellules positives a la doublecortine, un marqueur
de neurones immatures. L'utilisation d’'un antagoniste sélectif pour le
récepteur 0X1 empécha l'effet de I'OX-A a la fois sur le comportement et
sur la prolifération cellulaire hippocampique. Cependant, in vitro, I'0X-A
n’eut aucun effet sur la prolifération de cellules progénitrices neurales,
aucune d’entre-elles n’exprimant le récepteur OX1. Cette étude montra
aussi que '0X-A induisait une augmentation du nombre de neurones
exprimant le neuropeptide Y (NPY) dans le hilus du gyrus denté. Les
auteurs conclurent que le potentiel effet « antidépresseur » de I'OX-A
proviendrait en partie de 'augmentation de la prolifération cellulaire
hippocampique, et serait modulée partiellement par le NPY, promoteur
connu de prolifération cellulaire dans I'’hippocampe (Howell et al,
2005). Dans une autre étude, I'administration chronique d’extraits de
kososan, une plante médicinale Kampo, ou de I'IRSN milnacipran
contrecarra la diminution du nombre de neurones immunopositifs a
I’'0X-A et de la prolifération cellulaire induite par un stress chronique
(Ito et al., 2009). Le kososan induisit également une augmentation du
nombre de neurones exprimant le NPY. Tous les effets de cette plante
médicinale furent bloqués par [l'utilisation d'un antagoniste des
récepteurs OX1. Méme si ces deux études souffrent de quelques
probléemes méthodologiques pour pouvoir clairement répondre a la
problématique du lien entre orexines, neurogenese hippocampique et
dépression, elles eurent le mérite de poser le cadre pour de nouvelles
explorations quant a la place du systéeme orexinergique dans les états
dépressifs.

Si un nombre croissant d’études se sont intéressés aux neurones a
orexines et a l'expression de '0X-A et de I'OX-B dans le phénotype
dépressif, a notre connaissance, une seule étude s’est concretement
penchée sur la différence fonctionnelle entre les deux récepteurs
orexinergiques dans cette pathologie (Scott et al, 2011). L’utilisation de
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souris transgéniques sélectivement knock-out pour le récepteur OX1 ou
le récepteur OX2 permit de mettre en évidence que les souris 0X1/-
présentaient une diminution de I'immobilité, considérée comme un
comportement de « désespoir » symptomatique de la dépression, dans
le test de la nage forcée et le test de suspension par la queue. Le méme
pattern fut observé chez des animaux non transgéniques recevant un
antagoniste sélectif pour le récepteur OX1. En revanche, dans deux
autres tests mesurant I'anxiété, la croix surélevée et la boite claire-
obscure, aucune différence ne fut constatée entre les souris 0X1-/- et les
souris contréles. Les souris 0OX2-/-, quant a elles, présentaient une
augmentation de I'immobilité dans les tests de la nage forcée et de la
suspension par la queue, sans non plus présenter de changement dans
les tests anxiété-dépendants. Cette étude comportementale semble
démontrer une spécificité tres marquée du systeme orexinergique pour
les états dépressifs. De plus, elle démontre une différence fonctionnelle
importante entre les deux types de récepteurs orexinergiques dans le
cadre des troubles dépressifs ou linactivation du récepteur 0X1
induirait un effet antidépresseur, tandis que l'inactivation de 0X2
produisant exactement le contraire.

Tres récemment, une nouvelle étude utilisant un autre modeéle animal
génétique de dépression, les rats Flinders Sensitive Line (FSL), mit en
évidence que cette souche de rats comparée aux rats témoins Flinders
Resistant Line (FRL), en plus de présenter une augmentation du temps
d'immobilité dans le test de la nage forcée, présentait un nombre plus
important de neurones orexinergiques alors que le nombre de
neurones a MCH restait inchangé (Mikrouli et al, 2011). Le traitement
chronique a I'IRSS escitalopram ne permit de réduire le temps
d'immobilité dans le test de la nage forcée que chez les rats FRL, chez
lesquels le nombre de neurones immunopositifs pour la MCH augmenta
apres traitement.

Enfin, une autre étude sur les restrictions caloriques chez la souris
souligna davantage le réle que pourrait avoir le systéme orexinergique
dans les troubles dépressifs (Lutter et al., 2008). Comme nous I'avons
déja précisé, la dépression majeure peut se caractériser par une
diminution ou une augmentation de la prise calorique, entrainant une
perte ou un gain de poids (cf. § 2.3.4). Dans cette étude, dix jours de
restriction calorique, correspondant a une perte de poids d’environ 20 a
25 %, entraina une augmentation de la latence et une diminution de
I'immobilité dans le test de la nage forcée (soit un effet antidépresseur-
like) chez les souris contrdles mais pas chez les souris knock-out OX-/-.
De la méme maniére, dans le modele de défaite sociale, la restriction
calorique augmenta le nombre d’interactions sociales chez les souris
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controles mais pas chez les souris OX/-. De plus, la défaite sociale
entraina une diminution prolongée de l'expression de 'ARNm de la
prépro-orexine, via des modifications épigénétiques du promoteur du
gene dont elle est issue, alors que la restriction calorique augmenta
'activation des neurones orexinergiques (mesurée grace a 'expression
de la protéine c-Fos) apres la défaite sociale. Cette étude indique que les
orexines semblent essentielles pour réguler 'effet de la restriction de
nourriture, et appuie I'hypothese selon laquelle une hypoactivité du
systeme orexinergique sous-tendrait le phénotype dépressif.
Néanmoins, les conclusions de cette étude restent limitées car l'effet
« antidépresseur » de la privation alimentaire a été observé chez des
souris qui n’étaient pas dans un état dépressif-like, et parce que la
restriction calorique est aussi connue pour physiologiquement
augmenter l'activité des neurones a orexines (cf. § 2.3.4). De plus, dans
le modele de défaite sociale, la privation de nourriture, en augmentant
'état de vigilance pourrait favoriser I'adoption d'un comportement de
recherche de nourriture, et ainsi augmenter le contact social. Enfin,
I'absence d’effet bénéfique de la privation calorique se base sur un
modele génétique avec les limites que I'on peut formuler quant aux
effets d'une déplétion totale et continue d'un systeme neuronal.
L’ensemble de ces données précliniques est résumé dans le tableau 4 ci-
apres.
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3.4. L’hormone de mélano-concentration

Nous pouvons difficilement aborder les liens entre orexines et
dépression sans évoquer rapidement l'existence d'une autre population
de neurones localisés dans les mémes zones hypothalamiques que les
neurones orexinergiques, I'hormone de mélano-concentration
(melanin-concentrating hormone, MCH), dont les réles physiologiques
semblent complémentaires a ces derniers (Modirrousta et al., 2005 ;
Hassani et al., 2009). La MCH est un peptide de 17 acides aminés
découvert en 1983 (Kawauchi et al., 1983), mais dont les sites d’actions
n’ont été mis en évidence par plusieurs équipes que bien plus tard, en
1999, avec la découverte d'un premier récepteur couplé a une protéine
G, le récepteur MCH1 (Bachner et al, 1999 ; Chambers et al., 1999 ;
Lembo et al, 1999 ; Saito et al., 1999 ; Shimomura et al, 1999 ; Hawes et
al, 2000). La MCH est exclusivement exprimée dans des neurones
localisés dans I'hypothalamus postérolatéral et la zona incerta, alors
que le récepteur MCH1 (MCHR1) est largement distribué dans le
systéme nerveux central, en particulier dans le cortex, 'hippocampe,
I'amygdale, et le noyau accumbens (Saito et al, 2001), et aussi en
périphérie dans la glande pituitaire, les intestins, les lymphocytes et le
tissu adipeux (Hill et al., 2001). Cette large distribution de récepteur
MCH1 suggere une grande variété d’effets physiologiques et
comportementaux, a la fois centraux et périphériques. De plus, la
présence d’'un autre récepteur pour la MCH, le récepteur MCH2, a été
mis en évidence uniquement chez ’humain (Hill et al, 2001 ; Saito et al,,
2001).

A la fin des années 90, la MCH a été identifiée comme étant impliquée
dans la régulation alimentaire (Pissios, 2009). Cependant, quelques
contradictions existent, puisqu’il a été montré, d'une part, que
I'injection centrale de MCH augmente la prise alimentaire et que les
souris dépourvues en précurseur du MCH présentent une hypophagie
(Quetal, 1996 ; Shimada et al., 1998), alors que, d’autre part, les souris
knock-out pour le récepteur MCH1 sont hyperphagiques et hyperactives
(Marsh et al,, 2002). Néanmoins, les études pharmacologiques utilisant
des antagonistes des récepteurs MCH1 ont révélé que leur
administration chronique diminuait la prise alimentaire mais
également le poids corporel induit par la consommation de nourriture
hautement calorique en augmentant le métabolisme (McBriar, 2006 ;
Luthin, 2007 ; Johansson, 2011), démontrant bien que la MCH est
impliquée dans la régulation de la balance énergétique et de la prise
alimentaire.

Le role de la MCH dans la régulation du sommeil n’a été mis en évidence
qu'en 2003, et plusieurs travaux se sont depuis attachés a étudier les
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effets de ce peptide sur les différents stades du sommeil. A I'opposé de
I'activité des neurones orexinergiques, les neurones MCH-ergiques sont
particulierement actifs durant le sommeil paradoxal, et ne présentent
pratiquement aucune activation durant le sommeil a ondes lentes ou
pendant les périodes d’éveil (Verret et al., 2003 ; Modirrousta et al,
2005 ; Hassani et al, 2009). De méme, l'injection centrale de MCH
augmente le sommeil paradoxal (Verret et al, 2003 ; Lagos et al, 2009),
alors que les souris knock-out dépourvues de MCH ou de récepteurs
MCH1 présentent des troubles du sommeil (Adamantidis et al., 2008 ;
Willie et al, 2008). Les résultats d’études utilisant des antagonistes
MCH-ergiques sont plus conflictuels, puisque I'on a pu observer que
certains antagonistes non sélectifs réduisaient a la fois le sommeil a
ondes lentes et le sommeil paradoxal (Ahnaou et al.,, 2008), alors qu’'un
autre antagoniste n’avait aucun effet sur le sommeil (Able et al., 2009).
L’'importance de la MCH dans la régulation du sommeil, en particulier le
sommeil paradoxal, n’est cependant plus remis en cause et apparait
comme une cible intéressante pour le traitement de certains troubles
du sommeil.

De par 'expression du récepteur MCH1 dans le systéme mésolimbique
dopaminergique (Saito et al., 2001), et particulierement dans le noyau
accumbens (Chung et al, 2009), le systtme MCH-ergique pourrait
également jouer un role dans la régulation du circuit de la récompense.
En effet, au méme titre que ce que I'on observe chez des souris knock-
out pour le récepteur MCH1, l'injection aigué d'un antagoniste de ce
récepteur diminue I'auto-administration de cocaine ainsi que le retour
de ce comportement d’addiction apres son extinction (Chung et al,
2009). De plus, le blocage pharmacologique du systeme MCH-ergique
chez le rat diminue la motivation a consommer de la nourriture grasse,
et réduit également le rétablissement du comportement de recherche
de nourriture induit par l'injection de la MCH (Nair et al., 2009). Ces
résultats suggerent que le systeme MCH-ergique joue un réle non
négligeable dans les mécanises physiologiques du systeme de
récompense.

Le systeme MCH-ergique pourrait également participer a la régulation
du stress et de l'anxiété, méme si certaines données de la littérature
paraissent contradictoires. L’injection centrale de MCH a aussi bien des
effets anxiogéniques (Smith et al,, 2006) qu’anxiolytiques (Monzon et
De Barioglio, 1999 ; Monzon et al.,, 2001), alors que des souris knock-out
pour le récepteur MCH1 présentent moins de comportements anxieux
que les souris sauvages (Smith et al, 2006 ; Roy et al, 2007). De
nombreuses études utilisant des antagonistes MCHR1 en injections
aiglies ou chroniques ont montré des effets anxiolytiques dans de
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nombreux tests comportementaux (Borowsky et al., 2002 ; Chaki et al,
2005 ; Smith et al., 2006 ; David et al., 2007 ; Millan et al., 2008 ; Gehlert
et al, 2009). Ajoutés au fait que 'administration de MCH augmente les
niveaux d’ACTH et de corticostérone (Smith et al, 2006), tous ces
travaux démontrent que le systeme MCH-ergique semble participer
également a la régulation du stress et de 'anxiété.

Compte tenu du fait que le systeme MCH-ergique était a la fois impliqué
dans la régulation de la prise alimentaire, du circuit de la récompense,
du sommeil et de 'anxiété, des études se sont donc aussi focalisées sur
les liens pouvant exister entre la neurotransmission MCH-ergique et les
troubles dépressifs. Il a en effet été montré que des antagonistes du
récepteur MCH1 possedent des effets antidépresseurs-like dans
plusieurs tests comportementaux (Borowsky et al, 2002 ; Chaki et al,
2005 ; Gehlert et al, 2009). Cependant, certains antagonistes
présentent une affinité pour les récepteurs 5-HT1a et 5-HT1g (Chaki et
al, 2005), ce qui rend certains résultats difficiles a interpréter.
L’antagoniste SNAP-94847 s’est révélé particulierement
intéressant puisqu’il possede des effets antidépresseurs-like a la fois
dans des tests comportementaux (David et al., 2007), mais également
dans un modele de dépression fondé sur le stress chronique (Smith et
al, 2009a). De plus, cet antagoniste est capable d’augmenter la
neurogenese hippocampique, méme si celle-ci n’est pas nécessaire a ses
effets comportementaux (David et al, 2007), ce qui suggére un
mécanisme d’action différent de ceux des antidépresseurs
monoaminergiques. Le stress chronique chez la souris est aussi capable
d’induire une augmentation de 'expression de récepteur MCH1 dans
I’hippocampe, qui peut étre contré par l'injection de fluoxétine (Roy et
al.,, 2007). Tres récemment, une étude a montré que l'infusion de MCH
dans le noyau du raphé dorsal induisait des comportements dépressifs-
like chez le rat qu'il était possible de contrecarrer avec l'injection
concomitante de fluoxétine (Lagos et al, 2011). Malgré ces résultats
congruents et les potentiels débouchés thérapeutiques envisageables
(Shimazaki et al, 2006), ces données ont pour linstant suscité
beaucoup moins d’enthousiasme que celles concernant les orexines
dans la recherche sur la dépression en raison probablement du fait que
la.= MCH semble moins impliquée dans les mécanismes
physiopathologiques de la dépression que le systeme orexinergique
(Mikrouli et al., 2011).
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4. Objectifs

ous venons de voir que la dépression majeure s’accompagne de

multiples et complexes dysfonctionnements neurobiologiques,

en particulier des déséquilibres au niveau des
neurotransmetteurs monoaminergiques, des altérations de la
neuroplasticité et une dérégulation de I'axe du stress (HPA). Cependant,
si ces mécanismes neurobiologiques sous-tendent une grande partie
des troubles observés chez les sujets dépressifs, il n’est pas exclu que
d’autres  processus viennent participer a  I'hétérogénéité
symptomatologique caractéristique de la dépression majeure. Parmi ces
processus, une perturbation de la neurotransmission orexinergique
semble étre une hypothése particulierement intéressante, de par
I'implication des orexines dans la régulation de multiples fonctions
neurobiologiques et comportementales. Toutefois, malgré le vif intérét
qu’a suscité cette hypothese depuis plusieurs années, de nombreuses
données contradictoires ont vu le jour, rendant nécessaire l'entreprise
de nouvelles études concernant le lien entre trouble dépressif et
systeme orexinergique.

Ce travail de these a donc pour objectif de mieux comprendre
I'implication réelle du systeme orexinergique dans les mécanismes
pathophysiogéniques de la dépression majeure, afin de tenter d’en
cerner limportance dans les perturbations neurobiologiques,
neurophysiologiques et comportementales associées au trouble
dépressif.

4.1. Le choix du modele animal de dépression

Pour étudier la dépression majeure, selon ce que I'on désire mettre en
évidence, le choix du modele animal adéquat est primordial. Pour
mener a bien notre objectif, nous avons choisi d’utiliser le modele de
stress chronique imprédictible modéré (unpredictable chronic mild
stress, UCMS) chez la souris. Ce modele semble étre le paradigme le plus
approprié pour l'étude des mécanismes neurobiologiques liés a la
pathophysiologie et au traitement de la dépression. En étant basé sur
I'exposition chronique a des stresseurs socio-environnementaux, il
permet d’initier des altérations neurobiologiques, neurophysiologiques
et comportementales en analogie avec le role du stress dans
I’émergence de la dépression. De plus, nous avons décidé d’utiliser des
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souris de souche BALB/c, qui sont particulierement sensibles au stress
chronique et a l'effet des antidépresseurs. En effet, dans une étude
menée au sein de notre laboratoire, sept souches de souris (A/],
BALB/c, C3H, C57BL/6, CBA, DBA/2 et FVB) ont été exposées a un
régime de 9 semaines d'UCMS et traitées avec un
antidépresseur tricyclique, l'imipramine, durant les 5 derniéres
semaines. De nombreuses altérations comportementales et
neuroendocriniennes reflétant les symptomes de la dépression ont été
observées dans les différentes souches, semblant apparaitre
indépendamment les unes des autres, mais dépendamment de la lignée
de souris. De plus, certaines souches n’étaient pas sensibles au
traitement chronique a I'imipramine. Les souris de la souche BALB/c se
sont révélées étre particulierement appropriées dans le modele
d’'UCMS, puisqu’elles présentaient un grand nombre de perturbations
liées au stress chronique, ces dernieres étant contrecarrées par un
traitement chronique avec un antidépresseur (Ibarguen-Vargas et al,
2008).

Comme nous I'avons décrit précédemment, ce modele UCMS consiste en
une succession de stresseurs légers durant plusieurs semaines (Tableau
5). Ces stresseurs étaient appliqués en général le matin et I'aprés-midi
de maniere aléatoire, pour ne pas provoquer d’habituation et conserver
le caractere imprédictible du stress pour 'animal.
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Tableau 5. Exemple de stresseurs utilisés lors d’'un protocole d’UCMS.

Stress social

Cage penchée

Confinement

Sans litiére

Litiere usagée

Litiere humide

Changements de
litiere répétés

Stress d’eau

Odeur de
prédateur

Une souris est placée dans la cage vide d’'une autre
souris.

Les cages sont inclinées a 45°.

La souris est placé dans un dispositif de contention
pendant 30 minutes a 1 heure.

La litiere de la cage est retirée pendant une période
allant de 2 a 48 heures.

La litiere des animaux est remplacée par de la litiere
souillée.

La litiére des animaux est imbibée d’eau pendant 2 a
12 heures.

La litiere est changée trois fois toutes les 30 minutes
ou toutes les heures.

La litiere de I'animal est retirée et remplacée par 1
cm d’eau pendant 15 minutes a 1 heure.

De la litiere usagée de rats ou de chats est placée
dans la cage.

Nous avons également fait le choix de ne pas utiliser certains stresseurs,
comme les privations d’eau ou de nourriture, jugées trop intenses, et les
perturbations du cycle circadien (extinction de la lumiére durant la
période de sommeil, lumiére allumée et éteinte successivement toutes
les 15 minutes, etc.) pour ne pas engendrer de perturbations du rythme
nycthémeéral qui auraient pu biaiser nos résultats sur les modifications
d’activation du systéme orexinergique.
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4.2. Objectifs expérimentaux

Au cours de ce travail de these, nous avons réalisé trois
expérimentations principales dont le but était d’étudier I'implication
fonctionnelle du systéeme orexinergique dans 'UCMS. Chacun de ces
travaux a fait I'objet de la rédaction d'un article, tous présentés dans la
partie Résultats.

Dans un premier temps, compte tenu des disparités de résultats
observées dans la littérature scientifique, nous avons cherché a mettre
en évidence la potentielle implication du systeme orexinergique dans
les états dépressifs modélisés chez la souris grace a 'UCMS. En plus de
mesurer l'activation des neurones orexinergiques et I'expression des
récepteurs a orexines dans ce modele animal de dépression, cette étude
avait pour objectif d’analyser 'effet d'un traitement chronique avec un
antidépresseur IRSS «classique», la fluoxétine, sur ces deux
composantes. Pour compléter cette étude, étant donnée la
complémentarité fonctionnelle des orexines et de la MCH, nous avons
également appliqué la méme méthodologie pour 'analyse du systéme
MCH-ergique. Pour finir, sans recourir a 'UCMS, nous avons mesuré
I'effet d'un antagoniste des deux récepteurs orexinergiques dans un test
comportemental permettant d’évaluer les effets antidépresseurs. Cette
étude a fait I'objet d’'une publication dans Neuropharmacology (article
1).

Etant donné que la dépression majeure est généralement caractérisée
par une importante perturbation du sommeil et que les orexines
participent activement au maintien de Iéveil, nous avons tenté d’établir
un lien entre une possible altération du systéme orexinergique et les
troubles du sommeil associés aux états dépressifs. Pour cela, nous
avons entrepris une deuxieme étude en utilisant le modele d'UCMS
pour évaluer l'activation des neurones a orexines lors d'un état
dépressif-like durant la période de repos des animaux, et en la
comparant a celle obtenue suite a des perturbations externes du
sommeil. De plus, l'effet d’'un traitement chronique avec la fluoxétine
sur l'activation des neurones orexinergiques suite a I'UCMS et/ou aux
perturbations du sommeil a également été étudié. Cette étude fait
'objet d’un court article actuellement en préparation (article 2).

Enfin, nous avons mis en place une troisieme étude tentant de mettre
en évidence les mécanismes physiopathologiques unissant le systéme
orexinergique et la dépression majeure. En effet, nous avons
précédemment décrit que le systeme orexinergique était capable de
réguler 'axe HPA, dont les altérations sont communément observées
chez les sujets dépressifs. En outre, de récentes avancées démontrent
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que les nouveaux neurones au sein de I'’hippocampe, en plus d’étre
indispensables aux effets bénéfiques des antidépresseurs
monoaminergiques tels que la fluoxétine, vont permettre le
rétablissement du fonctionnement de l'axe HPA par le retour du
rétrocontréle négatif qu’exercent les glucocorticoides au travers de
I'hippocampe. Ainsi, nous avons cherché a mettre en lumieére
I'importance du systeme orexinergique dans les troubles dépressifs en
étudiant les effets de l'injection chronique d’'un antagoniste des deux
récepteurs orexinergiques, I'almorexant, chez des souris soumises a un
protocole d’'UCMS, en les comparant a ceux d’'un antidépresseur IRSS
classique, la fluoxétine. Dans un premier temps, nous avons caractérisé
les effets comportementaux du blocage pharmacologique du systéme
orexinergique chez des animaux dépressifs-like. Dans un second temps,
nous avons étudié les effets physiologiques d'un tel blocage sur
I'activation de l'axe HPA et sur la prolifération cellulaire et la
neurogenese hippocampique. Cette étude a fait l'objet d’'un article
actuellement en soumission pour une publication dans Biological
Psychiatry (article 3).
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1. Caractérisation de I'activation du systeme
orexinergique lors d’un état dépressif-like

chez la souris

physiologiques et comportementales qui sont susceptibles d’étre

régulées par des neuropeptides hypothalamiques, comme les
orexines ou I'’hormone de mélano-concentration (melanin-concentrating
hormone, MCH). Cependant, les liens qui pourraient exister entre ces
neuropeptides et la dépression sont encore largement méconnus.

I a dépression est caractérisée par de nombreuses perturbations

A l'aide d'un double marquage immunohistochimique pour l'orexine-A
ou la MCH et la protéine Fos, nous avons étudié les effets de 6 semaines
de traitement avec un inhibiteur de recapture sélectif de sérotonine, la
fluoxétine, sur l'activation orexinergique et MCH-ergique chez des
souris BALB/c soumises durant 8 semaines a un protocole de stress
chronique imprédictible modéré (unpredictable chronic mild stress,
UCMS). Une analyse de I'expression des deux récepteurs orexinergique
(OX1 et 0X2) et du récepteur MCH1 dans plusieurs régions du systéme
nerveux central (cortex préfrontal, hippocampe dorsal et ventral,
amygdale, thalamus, hypothalamus, mésencéphale et tronc cérébral) a
également été réalisée en Western Blot. Enfin, I'effet de 'administration
aigué et chronique d'un antagoniste des deux récepteurs
orexinergiques, 'almorexant, a été mesuré dans le test de suspension
par la queue.

L’UCMS a induit des perturbations physiques et comportementales qui
ont été contrecarrés par 6 semaines de traitement a la fluoxétine (20
mg/kg/jour, i.p.). De plus, les souris soumises a 'UCMS présentaient
une activation plus importante des neurones orexinergiques dans la
région dorsomédiale et périfornicale de I'hypothalamus (dorsomedial
hypothalamus and perifornical hypothalamic area, DMH-PFA) par
rapport a ceux localisés dans la région latérale de I’hypothalamus
(lateral hypothalamus, LH). Le traitement chronique a la fluoxétine a été
en mesure de diminuer l'activation des neurones orexinergiques du
DMH-PFA.

L’UCMS a aussi induit une diminution de I'expression des récepteurs
0X2 dans le thalamus et 'hypothalamus, mais pas chez les animaux
traités avec la fluoxétine. Les souris stressées présentaient également
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une diminution de I'expression des récepteurs 0X2 dans I'hippocampe
ventral, alors que les souris stressées et traités avec la fluoxétine
présentaient une augmentation de l'’expression des récepteurs O0X2
dans le cortex préfrontal. Aucune différence n’a été observée
concernant le récepteur OX1.

L’activation des neurones MCH-ergiques n’a pas été affectée par 'UCMS
ou par le traitement antidépresseur, méme si I'expression du récepteur
MCHR1 était uniquement diminuée chez les souris stressées et non
traitées dans l'’hippocampe ventral, et augmenté chez les souris
stressées et traitées dans le thalamus.

Enfin, seule 'administration chronique de I'almorexant a été capable
d’'induire un effet antidépresseur-like dans le test de suspension par la
queue.

Ces données suggerent que les neurones orexinergiques au niveau du
DMH-PFA contribuent a la physiopathogénie de la dépression.

Ces résultats ont fait I'objet d’'une publication dans Neuropharmacology.
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Activation of orexin neurons in
dorsomedial/perifornical hypothalamus
and antidepressant reversal in a rodent

model of depression
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1. Introduction

ABSTRACT

Chronic stressful life events are risk factors for depression often accompanied by homeostatic distur-
bances. Hypothalamic neuropeptides, such as orexins (0Xs) and melanin-concentrating hormone (MCH),
are involved in regulation of several autonomic functions that are altered in depression. However, little is
known about the link between orexinergic or MCH-ergic systems and depression. Using double
immunohistochemical labeling for OX- or MCH-containing neurons and Fos protein, we studied the
effects of a chronic selective serotonin reuptake inhibitor antidepressant treatment (fluoxetine) on the
OX and MCH neuronal activation in mice exposed to unpredictable chronic mild stress (UCMS), a rodent
model of depression. Western blot was also performed to assess OX and MCH receptor expression in
various brain areas. Finally, almorexant, a dual OX receptor antagonist, was assessed in the tail
suspension test. UCMS induced physical and behavioral disturbances in mice reversed by 6-week
fluoxetine treatment. Orexinergic neurons were more activated in the dorsomedial and perifornical
hypothalamic area (DMH-PFA) of UCMS-subjected mice compared to the lateral hypothalamus (LH), and
this increase was reversed by 6-week fluoxetine treatment. UCMS also reduced expression of OX-
receptor 2 in the thalamus and hypothalamus, but not in animals chronically treated with fluoxetine.
MCH neurons were neither affected by UCMS nor by antidepressant treatment, while UCMS modulated
MCH receptor 1 expression in thalamus and hippocampus. Finally, chronic but not acute administration
of almorexant, induced antidepressant-like effect in the tail suspension test. These data suggest that OX
neurons in the DMH-PFA and MCH-ergic system may contribute to the pathophysiology of depressive
disorders.

© 2011 Elsevier Ltd. All rights reserved.

involved in the regulation of homeostatic and autonomic functions
such as energy balance, sleep—wake cycle, food/drug reward and

Major depressive disorder (MDD) is characterized by different
behavioral and neurobiological features, including mood distur-
bances, anhedonia, sleep abnormalities, significant weight changes,
dysregulation of hypothalamic—pituitary—adrenal (HPA) axis and
alteration of serotonin (5-HT) neurotransmission (Drevets et al.,
2008). Interestingly, several studies have demonstrated that hypo-
thalamic neuropeptides, such as orexins (OXs) (also known as
hypocretins) and melanin-concentrating hormone (MCH), are
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emotions (Pissios et al., 2006; Mieda and Sakurai, 2009).

Neurons expressing orexin A (OX-A) and orexin B (OX-B)
(de Lecea et al., 1998; Sakurai et al., 1998) are located in the posterior
hypothalamus and send projections broadly all over the central
nervous system (Peyron et al., 1998). OXs act through two receptors
(OXR1 and OXR2) differentially distributed throughout the brain,
especially in cortical regions, hippocampus, thalamic, hypothalamic
and brain stem nuclei (Trivedi et al., 1998; Marcus et al., 2001). OXR1
selectively binds OX-A, whereas OXR2 is nonselective for both OXs
(Sakurai et al., 1998). The OX-ergic system is well-known to promote
behavioral arousal, and extracellular measurement of OX-A levels in
the rat hypothalamus indicates a circadian fluctuation with an
increase and a decrease of OX-A levels during active and rest phase
respectively (Yoshida et al., 2001). In rodents, central administration
of OX increases food intake (Sakurai et al., 1998), locomotor activity
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(Nakamura et al., 2000), and induces wakefulness (Hagan et al.,
1999). Activation of OX neurons is also associated with consum-
matory rewards such as food, morphine and cocaine (Harris et al.,
2005). In addition, OXs seem to regulate stress response since
intracerebroventricular (i.c.v.) injection of OX-A increases HPA axis
activity (Kuru et al., 2000; Al-Barazanji et al., 2001).

Recent studies underline the differential role of two putative
sub-populations of OX neurons (Harris and Aston-Jones, 2006). OX-
expressing neurons in the lateral hypothalamus (LH) seem to be
involved in reward-related behaviors (Fadel et al.,, 2002; Harris
et al., 2005, 2007), whereas those in the dorsomedial and peri-
fornical hypothalamic area (DMH-PFA) seem to be involved in
sleep/wake regulation and stress (Estabrooke et al., 2001;
Sakamoto et al., 2004; Winsky-Sommerer et al., 2004).

MCH-containing neurons, intermingled with OX-expressing
cells, have large projections throughout the brain (Adamantidis
and de Lecea, 2008), and regulate a number of autonomic func-
tions. Central administration of MCH also increases food intake (Qu
et al.,, 1996) and enhances cocaine-induced hyperactivity (Chung
et al., 2009). Furthermore, the administration of MCH into the rat
paraventricular nucleus of the hypothalamus (PVN) increases
plasmatic adrenocorticotropic hormone (ACTH) and corticosterone
levels (Kennedy et al., 2003). Finally, it has been demonstrated that
MCH neurons also play a role in arousal in a reciprocal manner to
the OX-ergic system, with an increase of cell firing during REM
sleep (Hassani et al., 2009).

Although alterations in MDD concern homeostatic and auto-
nomic functions that are modulated by OXs and MCH, little is
known about the link between these hypothalamic peptides and
mood disorders. The involvement of OXs and MCH in the patho-
physiology of depression was recently highlighted by several
studies. Acute and chronic administration of MCH receptor 1
(MCHR1) antagonist (SNAP 94847) has an antidepressant-like
effect in mice (David et al., 2007), and chronic mild stress induces
an increase of hippocampal gene expression of MCHR1 in mice,
reversed by chronic fluoxetine treatment (Roy et al., 2007). More-
over, some preclinical and clinical data suggests a reduction of
number and size of OX neurons in a genetic animal model of
depression and a low cerebrospinal fluid (CSF) level of OX-A in MDD
patients (Allard et al., 2004; Brundin et al., 2007). However, the
opposite was found in other studies, with increase of OX-A and OX-
B expression in the hypothalamus in an animal model of depres-
sion, and a trend to a higher CSF level of OX-A in depressed patients
(Salomon et al., 2003; Feng et al., 2008). Considering all these
results, the putative involvement of OX-ergic and MCH-ergic
system in the depressive-like state is still unclear.

We therefore undertook further studies to establish a role of OX
and MCH neurons in an appropriate animal model of depression.
The unpredictable chronic mild stress (UCMS) is particularly useful

Treatment

to investigate the neural mechanisms of MDD. This animal model of
depression, consisting of chronic exposure to various social and
environmental stressors of low intensity, presents a high predictive,
face and construct validity (Surget and Belzung, 2008).

The objective of this study is to explore the neuronal activation,
using Fos protein expression, in LH and DMH-PFA OX-ergic neurons
during the depressive-like state of mice, with or without chronic
selective serotonin reuptake inhibitor (SSRI, fluoxetine) antide-
pressant treatment. MCH-ergic neuronal activation as well as OX-
receptors 1 and 2 and MCH-receptor 1 expression in various
brain areas were also assessed. Finally, the effect of acute or chronic
administration of dual OX receptor antagonist almorexant (ACT-
078573, Brisbare-Roch et al., 2007) was investigated in the tail
suspension test, a widely used paradigm for assessing antidepres-
sant-like effect in mice.

2. Methods
2.1. Animals

Ninety two male BALB/c mice (15 weeks old) (Centre d’Elevage Janvier, Le
Genest St-Isle, France) were housed in groups of four to five per cage under standard
condition (22 + 2 °C, 40% humidity, inverted 12-h light—dark cycle with lights off at
8:00 am, food and water ad libitum) for 1 week prior to the experiments. These mice
are high responders to a UCMS regimen (Surget and Belzung, 2008). All experi-
mental procedures were carried out in strict accordance with European Commu-
nities Council Directive (86/609/EEC).

2.2. Experimental design

Sixty four mice were daily subjected to various stressors (usually in the morning
and in the afternoon) according to a semi-random schedule for eight weeks (Fig. 1).
UCMS-subjected mice were maintained under standard laboratory conditions but
were isolated in individual cages (24 x 11 x 12 cm), while non-stressed controls
were group housed (4 per cage) in standard laboratory cages (42 x 27 x 16 cm) with
a shelter and tubes. Drug or vehicle treatment started two weeks after the beginning
of UCMS. The stressors used consisted of alterations of the bedding (repeated
changes of sawdust, removal of sawdust, damp sawdust, substitution of sawdust
with 21 °C water), cage-tilting, cage shift (mice were positioned in the empty cage of
another male), and restraint stress (see Surget and Belzung, 2008 for details).
Changes of circadian cycle were not used here in order to avoid external sleep
disturbances. Body weight and coat state were assessed weekly as markers of the
progression of the UCMS-evoked symptoms. Coat state, which represents an indirect
evaluation of grooming behavior, was evaluated by examining the coat on seven
different body parts. The total score resulted from the sum of scores (0 well-
groomed, 0.5 moderate degradation, 1 unkempt); a high score indicates that the
coat is in poor condition. This index has been pharmacologically validated (Santarelli
et al,, 2003; Surget et al., 2008). Behavioral tests were performed in week 7 (n = 16
mice per group) by trained experimenters blind to the treatment. The use of the
behavioral tests was done to validate the stress-induced effects in the present
experiment, which then enables to test the activity of the OX-ergic system in
a validated procedure. Finally, to test the behavioral effect of dual OX receptor
antagonist almorexant, twenty eight mice were subjected to the tail suspension test.
Fourteen mice received vehicle or almorexant 1 h before testing, while fourteen
mice received daily vehicle or almorexant over 28 days (last injection 18 h before
testing).

o P
¥ Vehicle (9 % NaCl, i.p.) or fluoxetine (20 mg/kg/day, i.p.)

Non-UCMS/vehicle (n = 8)

I Unpredictable chronic mild stress (UCMS)

Perfusion Non-UCMS/fluoxetine (n = 8)
Immunochemistry | UCMS/vehicle (n = 8)

Weeks
0 1 2 3 4 5 6 7

Coatstate Coatstate Coatstate Coatstate Coatstate Coatstate Coatstate Coatstate Coatstate

Weight ~ Weight ~ Weight ~ Weight ~ Weight  Weight  Weight  Weight  Weight Western blot UCMS/vehicle (n = 8)
% UCMS/fluoxetine (n = 8)

UCMS/fluoxetine (n = 8)

8 Non-UCMS/vehicle (n = 8)
Microdissection Non-UCMS/fluoxetine (n = 8)

Rel, TST

Fig. 1. Experimental design. Four groups of mice (n = 16 mice per group) were used depending on the environment (non-UCMS/UCMS) and the treatment (vehicle/fluoxetine). The
UCMS regimen lasted 8 weeks. The coat state and the body weight were assessed weekly by an experimenter blind to the treatment. Fluoxetine (20 mg/kg/day) and vehicle
(0.9% NacCl, 10 ml/kg/day) intraperitoneal administration began after two weeks of UCMS and continued until the end of the experiment (week 8). On the seventh week, behavioral
tests (actimeter, resident—intruder test and tail suspension test) were carried out. At the end of the UCMS regimen, half of mice were intracardially perfused for immunohisto-
chemical analysis, while the brains of the other mice were microdissected for western blot study.
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2.3. Drugs

Non-UCMS and UCMS mice received daily intraperitoneal (i.p.) injections of
freshly prepared vehicle (saline 9%, 10 ml/kg/day) or fluoxetine (20 mg/kg/day) two
weeks after the start of the experimental protocol. Injections were made between
1:00 pm and 3:00 pm, irrespective of the stress schedule. The dual OX receptor
antagonist almorexant (ACT-078573) was a gift from Actelion Pharmaceuticals
(Switzerland). The dose used was 100 mg/kg/day in a 0.20% methyl-cellulose
(Methocel, Sigma—Aldrich) water solution, administered orally by gavage between
1:00 and 3:00 pm (10 ml/kg/day).

2.4. Basal locomotor activity

An actimeter assessed the activity of mice in their home cage. Control animals
were isolated 24 h before the beginning of the sessions. The cage was placed in the
center of the device, which consisted of a 20 x 20 cm square plane with photobeam
detectors crossing the plane. The movement of the animal was automatically
detected when it crossed the beam, allowing a score to be established. The higher
the score was, the more the mouse moved. Testing started at 10:00 am for a period of
2 h to get an estimation of the basal locomotor activity.

2.5. Resident—intruder test

The resident—intruder (R—I) test consists of the introduction of a novel mouse
(C57BL/6 male mice) in the cage in order to measure the aggressiveness of resident
mice. Non-UCMS mice were placed in individual cages 24 h before the test, and the
stressed mice litter was changed 24 h before the test in order to have all animals in
the same experimental conditions. The intruder was placed into the home cage of
the test animal (resident) in such a way that mice were in opposite corners. The
latency of the resident first attack (in s) and the number of resident attacks were
measured over a 6-min period (latency of 360 s for non-attacking mice). Attacking
intruders were excluded, without excluding the resident. Depressive-like animals
are more agonistic and likely to attack more often and sooner than non-stressed
animals (Surget et al., 2009).

2.6. Tail suspension test

The procedure of the tail suspension test (TST) followed in this study was
derived from the protocol previously described (Steru et al., 1985). Mice were sus-
pended by the tail (approximately 1 cm from the tip of the tail) using adhesive tape
to a rod 60 cm above the floor. The trials were conducted for a period of 5 min. The
behavioral measure was the duration of immobility, interpreted as behavioral
despair. Mice were considered immobile only when they hung motionless.

2.7. Immunohistochemistry

Intracardiac perfusions were performed directly after the end of UCMS regimen
between 8:00 am and 12:00 am, corresponding to the beginning of the animal’s
activity phase (dark period), an intermediate period when OX neurons have not
reached their maximal activation (Estabrooke et al., 2001; Martinez et al., 2002), in
order to avoid any ceiling effect. All perfusions were done 2 or 3 days after the last
behavioral test in order to investigate the basal activity of OX-ergic neurons
reflecting the activity of depressed-like state mice resulting from long-term stress.
After deep anesthesia (sodium pentobarbital, 40 mg/kg, i.p.), mice (n = 8 mice/
group) were perfused through the heart with 80 ml of saline followed by 200 ml of
4% paraformaldehyde in 0.1 M PBS (pH 7.4). Brains were removed, postfixed 2 h in
the same fixative, and cryoprotected in a 20% sucrose solution overnight at 4 °C.
Coronal sections (35 um thickness) were cut in a cryostat (Leica CM 3050S) and
collected every two sections separated in two different lots. Free-floating sections
were processed according to a double immunohistochemical reaction for c-Fos
protein and OX (first lot) or c-Fos protein and MCH (second lot). After a series of
washes in 50% ethanol and 3% H,0, sections were incubated at room temperature in
a rabbit anti-Fos antibody (Calbiochem, PC38, 1:5000) and in a goat anti-OX-A
antibody (Santa Cruz, SC-8070, 1:500). Thirty-six hours later, sections were
washed in 0.1 M PBS, incubated 2 h in a biotinylated anti-rabbit IgG (Jackson
Immunoresearch, 1:500) followed by ABC Kit (Vector Laboratories, 1:100, 1 h), and
reacted with diamino-benzidine (DAB) (Sigma) in the presence of cobalt and H;0,.
The sections were washed and re-incubated 2 h with a biotinylated anti-goat IgG
(Jackson Immunoresearch, 1:500), followed by ABC Kit (Vector Laboratories, 1:100,
1 h) and finally reacted with DAB only (no cobalt) (Sigma). Sections were rinsed,
mounted on gelatinized glass slides, dehydrated, cleared in Claral® and coverslipped
with Eukitt®. The same procedure was used for Fos protein and MCH double
immunolabeling (with a rabbit anti-MCH antibody, Phoenix Pharmaceuticals,
H-070-47, 1:5000), followed by 2h incubation with a biotinylated anti-rabbit IgG
(Jackson Immunoresearch, 1:500). Sections were finally reacted with VECTOR VIP
Substrate Kit (Vector Laboratories). Various negative controls were performed,
omitting either the primary or the secondary antibodies.

2.8. Western blot

Brain microdissections (n = 8 mice/group) were performed directly after the end
of UCMS protocol between 8:00 am and 12:00 am. Brains were rapidly removed
from CO,-killed mice and placed in an ice-cold slurry of 0.9% NaCl. Eight brain
structures were dissected under microscope and prepared for immunoblotting:
prefrontal cortex, ventral and dorsal hippocampus, amygdala, thalamus, hypothal-
amus, midbrain and brain stem. These structures were chosen because of their
involvement in MDD and in autonomic and homeostatic functions regulated by OXs
and MCH (Pissios et al., 2006; Adamantidis and de Lecea, 2008; Drevets et al., 2008;
Mieda and Sakurai, 2009). Brain structures were homogenized in PBS, an equal
volume of 2x SDS sample buffer was added, and the samples were boiled. Two sets
of each brain structure were pooled in order to obtain 4 samples per group. Protein
levels in the collected samples were determined using the Bradford method. One
hundred micrograms of protein were loaded in each lane for a subsequent western
blot analysis. Proteins were separated with 10% SDS—PAGE (1.5 mm thickness) and
transferred to a nitrocellulose membrane (Amersham Hybond-P, GE Healthcare).
Membranes were incubated with 5% (w/v) skim milk in Tris-buffered saline con-
taining 0.05% Tween 20 overnight at 4 °C. Membranes were washed and incubated
with primary goat antibodies (Santa Cruz) either against OXR1 (SC-8072, 1:500),
OXR2 (SC-8074, 1:500), and housekeeping protein Histone H2B (SC-8650, 1:15000)
for 24 h at 4 °C. Membranes were then incubated with donkey anti-goat HRP
conjugated antibody (Santa Cruz, SC-2020, 1:10000) for 1h at room temperature.
This protocol was used to analyze the MCH receptor 1, with primary goat antibodies
(Santa Cruz) against MCHR1 (SC-5534, 1:500) and Histone H2B (SC-8650, 1:15000).
Immunoreactive bands were detected with ECL kit (Pierce, Thermo Scientific) and
captured on Hyperfilm (Amersham, GE Healthcare).

2.9. Data analyses

All sections were examined with a Leica DM 2000 microscope (approximately
bregma —0.8 mm to —2.30 mm according to the atlas of Franklin and Paxinos, 2008).
The immunoreagents OX neurons were marked by a cytoplasmic brown color and
MCH neurons were marked by a cytoplasmic purple color, while immunoreagents
Fos protein neurons had a black nucleus (Fig. 2A). All neurons immunoreactive for
OX (OX-IR) that were immunoreactive for Fos (Fos-IR) or not were counted in the LH
and DMH-PFA (Fig. 2B) by an investigator unaware of the treatment. Separation of
these two areas was made according the previous study of Harris and colleagues (all
OX-labeled neurons lateral to the fornix were considered to be in the LH, and all
OX-labeled neurons located above and below the fornix were considered to be in the
DMH-PFA) (Harris et al., 2007). The same procedure was followed for MCH immu-
noreactive neurons (MCH-IR) (Fig. 2C), which were counted in the LH, DMH-PFA and
zona incerta (ZI) (the boundaries of ZI were drawn according to the atlas of Franklin
and Paxinos, 2008) (Fig. 2D). The percentage of double-labeled (OX/Fos or MCH/Fos)
neurons of LH and DMH-PFA (plus ZI for MCH) was calculated, taking the total
number of OX or MCH neurons observed in each part of all sections as reference. For
western blot analysis, films were digitally scanned and analyzed for optical density
(OD) using Image] software. We calculated relative value (RV) obtained by dividing
the OD of OXR1 (56 kDa), OXR2 (38 kDa) or MCHR1 (48 kDa) with the OD of H2B
protein (18 kDa).

Because the assumptions for parametric statistics (normality and homogeneity
of variances) were not ensured, Kruskal-Wallis “ANOVA by ranks” H-test was per-
formed using Statistica® software, followed by a Mann—Whitney U-test including
corrections for multiple comparisons (Bonferroni-corrected Mann—Whitney U-test)
when required (i.e., p < 0.05). This correction consists in adjusting the significance
level in order to protect against type I errors. An « risk was used, with o/ = a/k, k
being the number of hypotheses that are tested (Shaffer, 1995). When two inde-
pendent samples were compared, the statistical significances were defined as
p < 0.0125 (k = 4), except for western blot analysis because of the size of each group
(n = 4, p > 0.0143). Wilcoxon signed-rank test, a non-parametric test for paired
samples, was used to compare OX-ergic neuronal activation between hypothalamic
areas. The Friedman test, a non-parametric “ANOVA by ranks” for repeated measures
and dependant samples, was used to compare the neuronal activation of MCH-ergic
system between DMH-PFA, LH and ZI. All data are expressed as mean =+ standard
error of the mean (SEM).

3. Results

3.1. UCMS-induced physical changes are reversed
by 6 weeks exposure to fluoxetine

Coat state was assessed once a week. Kruskal-Wallis H-test
revealed significant differences between each group for each week
(Supplementary Table 1). Comparison with corrected Mann—
Whitney U-test between non-UCMS/vehicle and UCMS/vehicle
groups, as well as comparison of non-UCMS/fluoxetine and UCMS/
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Fig. 2. Photomicrographs and schematic view (Franklin and Paxinos, 2008) of hypothalamic coronal sections depicting (A) single-labeled OX-IR neurons (stained brown with DAB,
white arrows), single-labeled Fos-IR neurons (stained black in the nucleus with DAB-Ni, black arrows), and double-labeled OX-IR/Fos-IR neurons (gray arrows); (B) example of
distribution of OX-IR neurons in the hypothalamus; (C) single-labeled MCH-IR neuron (stained purple with Vector VIP substrate kit, white arrows), single-labeled Fos-IR neuron
(stained black in the nucleus with DAB-Ni, black arrows), and double-labeled MCH-IR/Fos-IR neuron (gray arrows); (D) example of distribution of MCH-IR neurons in the hypo-
thalamus (PFA, perifornical area; DMH, dorsomedial hypothalamic area; ZI, zona incerta; f, fornix; 3v, third ventricle; magnification bars, 50 pm (A and C), 500 um (B and D)).

fluoxetine groups, showed a significantly increased degradation of
coat state for stressed groups from week 1 to the end of experiment
(Fig. 3A and Supplementary Table 2). Differences also appeared
between the two UCMS groups from week 5 until the end of the
procedure, the fluoxetine-treated group presenting significantly
less degradation of the coat (Fig. 3A and Supplementary Table 2).
There were no significant differences between non-UCMS/vehicle

A 35

3 ke KRR

Treatment B 4.0

Coat state (a.u.)
Body weight change (g.)

0 ' . :
0 1 2 3 4 5 6 7 8

Weeks of UCMS

and non-UCMS/fluoxetine groups, except for week 6 (Fig. 3A and
Supplementary Table 2).

Body weight was measured at the same time as the coat state.
Data shown in Fig. 3B represents weight changes based on the
variation from the last body weight measured. Kruskal—Wallis H-test
highlighted differences between groups each week (Supplementary
Table 3). Corrected Mann—Whitney U-test revealed significant

Treatment

Non-UCMS/vehicle
(9 %o NaCl)
Non-UCMS/fluoxetine
(20 mg/kg/day)
—4— UCMS/vehicle
(9 %o NaCl)
- ® = UCMS/fluoxetine
(20 mgfkg/day)

Weeks of UCMS

Fig. 3. Effects of the unpredictable chronic mild stress (UCMS) and 6-week fluoxetine treatment (20 mg/kg/day) on physical state. (A) The UCMS induced a significant deterioration
of the coat state, as demonstrated by increasing coat state scores (***corrected p < 0.00025; non-UCMS/vehicle versus UCMS/vehicle). Drug treatments initiated in the third week of
the UCMS exposure reversed this deterioration after 3 weeks of fluoxetine treatment (**corrected p < 0.0025; #*##corrected p < 0.00025; UCMS/vehicle versus UCMS/fluoxetine). No
significant difference was observed between the two non-UCMS groups, except for week 6 (2 corrected p < 0.0125; non-UCMS/vehicle versus non-UCMS/fluoxetine) (B) The UCMS
significantly disrupts the body weight gain (*corrected p < 0.0125; **corrected p < 0.0025; ***corrected p < 0.00025; non-UCMS/vehicle versus UCMS/vehicle), and this disruption is
reversed by 6-week fluoxetine treatment (*corrected p < 0.0125 and ##corrected p < 0.0025; non-UCMS/vehicle versus UCMS/vehicle) (mean + SEM; n = 16 mice/group).
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differences between non-UCMS/vehicle and UCMS/vehicle groups
from week 3 until the end of experiment, and between non-UCMS/
fluoxetine and UCMS/fluoxetine groups for week 3 and 4, with a
more important and expected body weight gain for all non-UCMS
mice (Fig. 3B and Supplementary Table 3). No significant differ-
ences were observed between the two non-UCMS mice, but UCMS/
fluoxetine group had significant higher body weight gain than
UCMS/vehicle mice on week 7 and 8 (Fig. 3B and Supplementary
Table 3).

3.2. UCMS-induced behavioral changes are reversed
by 6 weeks exposure to fluoxetine

There were no group differences in locomotor activity as indi-
cated by actimeter according to Kruskal—Wallis H-test (Fig. 4A).
Therefore, none of the effects observed in R—I or TST were due to
changes in locomotor activity.

Differences in agonistic behavior between groups were
observed in R—I for the latency and the number of attacks
(Hz,64) = 34.84, p < 0.001; Hiz64) = 36.17, p < 0.001). Corrected
Mann—Whitney U-test highlighted significant decrease of attack
latency for UCMS/vehicle animals compared to non-UCMS/vehicle
(U = 30, corrected p < 0.00025) and UCMS/fluoxetine groups
(U = 11.5, corrected p < 0.00025) (Fig. 4B). The number of attacks
was higher for the UCMS/vehicle group compared to non-UCMS/
vehicle group (U = 17.5, corrected p < 0.00025) and UCMS/fluox-
etine group (U = 18, corrected p < 0.00025) (Fig. 4C). Therefore,
UCMS increased agonistic behavior while fluoxetine reduced it.

In TST, Kruskal-Wallis H-test revealed significant differences
between groups (H364) = 21.23, p < 0.001). Comparison between
UCMS/vehicle and non-UCMS/vehicle groups showed an increase
of immobility in stressed mice (U = 62, corrected p < 0.0125)
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(Fig. 4D). Fluoxetine treatment decreased the time of immobility in
UCMS mice (U = 48.5, corrected p < 0.0025) and in non-UCMS mice
(U = 34, corrected p < 0.00025) (Fig. 4D).

3.3. Fos expression in OX-ergic and MCH-ergic neurons
after UCMS and 6 weeks fluoxetine treatment

Kruskal—Wallis H-test revealed no significant effect of UCMS
regimen or treatment on the total number of immunoreactive OX
(OX-IR) or MCH (MCH-IR) neurons (Table 1). We found an average
of 930.75 + 20.71 OX-IR neurons and 1044.22 + 23.47 MCH-IR
neurons in the hypothalamus (neurons counted in every fourth
brain section).

Concerning Fos protein expression in OX-IR neurons located in
DMH-PFA and in the LH, Kruskal—Wallis H-test revealed significant
differences between groups, whereas no difference was observed
between groups for MCH neurons (Table 1).

In DMH-PFA, corrected Mann—Whitney U-test highlighted that
the UCMS procedure induced a significant increase of Fos expres-
sion in OX neurons (1; U = 8, corrected p < 0.0125) (Fig. 5). Six
weeks antidepressant treatment abolished the UCMS effect and led
to a reduction of Fos expression in DMH-PFA OX-ergic neurons (2;
U = 0, corrected p < 0.00025) (Fig. 5). There was no significant
difference between fluoxetine and vehicle non-UCMS mice or
between the UCMS/fluoxetine and non-UCMS/fluoxetine mice.

In LH, no significant effect of UCMS regimen was found.
Nevertheless, fluoxetine treatment reduced the Fos protein
expression in LH OX-IR neurons when UCMS/vehicle and UCMS/
fluoxetine groups were compared with corrected Mann—Whitney
U-test (3; U = 5, corrected p < 0.0125) (Fig. 5). No significant
differences were seen between the two non-UCMS groups and
between the two fluoxetine-treated groups.

*dkk

Non-UCMS ucms
Il Vehicle (NaCl 9 %)

[] Fluoxetine (10 mg/kg/day)

Non-UCMS

UCMS

Fig. 4. Effects of unpredictable chronic mild stress (UCMS) and 6-week fluoxetine treatment (20 mg/kg/day) on behavior. (A) Locomotor activity in the actimeter was not affected by
the UCMS regimen or fluoxetine treatment. (B) The UCMS decreased the attack latency and (C) increased the number of attacks toward the intruder in the resident—intruder test
(***corrected p < 0.00025; non-UCMS/vehicle versus UCMS/vehicle), while 6-week fluoxetine treatment reversed these effects (***corrected p < 0.00025; UCMS/vehicle versus
UCMS/fluoxetine). (D) The UCMS increased the time of immobility in the tail suspension test (*corrected p < 0.0125; non-UCMS/vehicle versus UCMS/vehicle), and 6-week
fluoxetine treatment decreased the time of immobility in both UCMS and non-UCMS groups (**corrected p < 0.0025, ***corrected p < 0.00025; non-UCMS/vehicle versus non-
UCMS/fluoxetine and UCMS/vehicle versus UCMS/fluoxetine) (mean + SEM, n = 16 mice/group).
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Table 1

Effects of UCMS and chronic fluoxetine treatment on number and activation of orexin and MCH neurons.

Experimental groups

Non-UCMS/vehicle Non-UCMS/fluoxetine UCMS/vehicle UCMS/fluoxetine Kruskal—Wallis
DMH-PFA OX-IR 422,63 +8.72 432.88 +29.63 391.88 + 27.52 429.75 + 16.31 Hiz32)=1.2,p > 0.05
Fos-IR/OX-IR (%) 393 +1.34 422 +1.45 11.58 + 3.04 219 + 0.6 H(z32)=11.67, p < 0.01**
MCH-IR 442.75 + 18.68 441.38 + 25.56 477.88 + 33.38 439.88 +29.11 Hz 32y = 1.01, p > 0.05
Fos-IR/MCH-IR (%) 0.54 + 0.08 0.44 + 0.09 0.73 £ 0.11 0.53 +£0.14 H32)=3.57, p > 0.05
LH OX-IR 509.63 + 19.1 507.88 + 31.86 525.38 + 30.02 503 + 19.37 H(z 32y = 0.59, p > 0.05
Fos-IR/OX-IR (%) 2.1+ 057 1.55 + 0.31 444 + 1.01 135+ 04 H(332) = 10.63, p < 0.05*
MCH-IR 329.38 + 10.97 348 + 15.18 327.75 + 20.07 354.88 + 15.39 H(z32) = 1.94, p > 0.05
Fos-IR/MCH-IR (%) 03 +0.1 0.29 + 0.09 047 +0.13 0.64 £0.21 H(z32) = 2.34,p > 0.05
Z1 MCH-IR 245.25 + 94 249.88 + 20.02 268.25 + 15.78 251.63 + 17.63 H(z32) = 1.09, p > 0.05
Fos-IR/MCH-IR (%) 0.76 + 0.08 0.47 +0.18 048 +0.18 0.39 £0.15 H332) = 4.94, p > 0.05

Each value represents the mean + SEM of 8 animals. DMH-PFA, perifornical area and dorsomedial hypothalamus; LH, lateral hypothalamus; ZI, zona incerta (*p < 0.05 and

**p < 0.01).

According to Wilcoxon signed-rank test, a greater increase in
Fos-IR nucleus of OX-IR neurons was seen in the DMH-PFA than in
the LH in non-UCMS/vehicle (T = 1, p < 0.05), non-UCMS/fluoxetine
(T = 0, p < 0.05), UCMS/vehicle (T = 0, p < 0.05) and UCMS/
fluoxetine groups (T = 2, p < 0.05) (Fig. 5).

Concerning the comparison between MCH-ergic neurons with
Fos positive nuclei in hypothalamic areas, Friedman test revealed
only significant differences in the non-UCMS/vehicle animals
(Fr(2,8)=12.25, p < 0.01), with more Fos protein expression in MCH-
IR neurons located in ZI compared to LH (T = 0, p < 0.05) (Fig. 6).

3.4. OX receptors 1 and 2 expression after UCMS
and 6 weeks fluoxetine treatment

We found differential distribution of OX receptors in the eight
brain structures studied, with greater OXR1 and OXR2 density in
hypothalamus, and fewer OXR1 densities in ventral hippocampus,
thalamus, midbrain and brain stem compared to other brain areas,
as well as fewer OXR2 density in dorsal hippocampus and amyg-
dala. Analysis of group differences in each structure using
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Fig. 5. Effects of the unpredictable chronic mild stress (UCMS) and 6-week fluoxetine
treatment (20 mg/kg/day) on OX-ergic activity in the dorsomedial and perifornical
hypothalamic area (DMH-PFA) and in the lateral hypothalamus (LH). The UCMS
regimen significantly increased OX-ergic activation in the DMH-PFA (1), 6-week
fluoxetine treatment reversed this activation (2). In the LH, no effect of UCMS was
observed, but 6-week fluoxetine treatment decreased OX-ergic activation in UCMS-
subjected mice (3). Fos protein expression in OX neurons was higher in the DMH-
PFA compared to the LH in all groups (mean + SEM, *corrected p < 0.0125,
***corrected p < 0.00025, n = 8 mice/group).

Kruskal—Wallis H-test revealed no variation of OXR1 expression in
any of the brain structures following UCMS and/or 6 weeks of
fluoxetine treatment (Fig. 7A). However, significant variations of
OXR2 expression were found in prefrontal cortex (H(z;16) = 9.33,
p < 0.05), ventral hippocampus (H(316) = 11.14, p < 0.05), thalamus
(H,16)=8.74, p < 0.05) and hypothalamus (H(3,16) = 9.86, p < 0.05).
In the prefrontal cortex, fluoxetine induced an increase of OXR2
expression in UCMS mice when compared with UCMS/vehicle and
non-UCMS/fluoxetine groups (U = 0, p < 0.05) (Fig. 7B). In contrast,
UCMS induced a decrease of OXR2 expression in thalamus and
hypothalamus (U = 0, p < 0.05), reversed by fluoxetine treatment
(U =0, p < 0.05) (Fig. 7B). Finally, in the ventral hippocampus, the
two UCMS/vehicle and UCMS/fluoxetine groups exhibit a decrease
of OXR2 when respectively compared with non-UCMS/vehicle and
non-UCMS/fluoxetine groups (U = 0, p < 0.05).

3.5. MCH receptor 1 expression after UCMS and 6 weeks
fluoxetine treatment

We found a greater density of MCHR1 in the prefrontal cortex,
the ventral and dorsal hippocampus and in the hypothalamus
compared to other brain areas (Fig. 8). Analysis of group differences
in each structure using Kruskal—-Wallis H-test revealed significant
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Fig. 6. Effects of the unpredictable chronic mild stress (UCMS) and 6-week fluoxetine
treatment (20 mg/kg/day) on MCH-ergic activity in the dorsomedial and perifornical
hypothalamic area (DMH-PFA), the lateral hypothalamus (LH) and the zona incerta (ZI).
No effects of the UCMS or 6-week fluoxetine treatment were observed. Differential
neuronal activation was seen between ZI and LH in non-UCMS mice (mean + SEM,
#p < 0.05, n = 8 mice/group).
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Fig. 7. Effects of the unpredictable chronic mild stress (UCMS) and 6-week fluoxetine treatment (20 mg/kg/day) on OX receptors expression. (A) No effects of the UCMS or 6-week
fluoxetine treatment on OXR1 expression were observed in the eight brain structures studied. (B) The UCMS protocol significantly decreased OXR2 expression in thalamus and
hypothalamus, while 6-week fluoxetine treatment reversed this reduction (*p < 0.05; UCMS/vehicle versus non-UCMS/vehicle and UCMS/vehicle versus UCMS/fluoxetine). 6-week
antidepressant treatment increased OXR2 expression in prefrontal cortex in UCMS-exposed mice (*p < 0.05; UCMS/vehicle versus UCMS/fluoxetine). The UCMS induced a decrease
of OXR2 in ventral hippocampus (*p < 0.05; non-UCMS/vehicle versus UCMS/vehicle and non-UCMS/fluoxetine versus UCMS/fluoxetine) (mean + SEM, n = 4 mice/group).

variations of MCHR1 expression in ventral hippocampus
(H16) = 8.54, p < 0.05) and thalamus (H(316) = 8.93, p < 0.05). In
ventral hippocampus, UCMS induced a decrease of MCHR1
expression (U = 0, p < 0.05), reversed by fluoxetine treatment
(U =0, p < 0.05) (Fig. 8). In thalamus, the UCMS/fluoxetine group
exhibited an increase of MCHR1 when respectively compared
with UCMS/vehicle and non-UCMS/fluoxetine groups (U = 0,
p < 0.05).

3.6. Effect of almorexant in the tail suspension test

The effect of the dual OX receptor antagonist almorexant in non-
stressed animals was investigated to further test the role of OX with
a test classically used for screening antidepressants in mice. Krus-
kal—Wallis H-test revealed significant differences between groups
(H328) = 8.69, p < 0.05) (Fig. 9). Comparison between vehicle and
almorexant groups showed a decrease of immobility in chronically
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treated mice (U = 5.5, corrected p < 0.0125) but not in acute treated
animals (Fig. 9).

4. Discussion

The aim of this study was to provide a possible link between
a depressive like state and the OX-ergic and MCH-ergic system. In
this study, UCMS induced physical and behavioral changes which
were reversed by 6 weeks fluoxetine treatment. Neither UCMS nor
antidepressant treatment affected the number of OX-IR neurons. Fos
expression in DMH-PFA OX-ergic neurons was greater in mice
subjected to UCMS compared to control animals, and reversed by 6
weeks fluoxetine treatment. The western blot study demonstrates
that UCMS regimen decreased the expression of OXR2 in the ventral
hippocampus, thalamus and hypothalamus, and this reduction is
prevented by antidepressant treatment in the two last structures. In
contrast, OXR2 expression in the PFC was increased in UCMS-
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Fig. 8. Effects of the unpredictable chronic mild stress (UCMS) and 6-week fluoxetine treatment (20 mg/kg/day) on MCH receptor 1 expression. MCHR1 expression in ventral
hippocampus was significantly decreased in UCMS-subjected mice, and 6-week fluoxetine treatment reversed this reduction (*p < 0.05; UCMS/vehicle versus non-UCMS/vehicle
and UCMS/vehicle versus UCMS/fluoxetine). UCMS increased MCHR1 expression in thalamus of fluoxetine-treated mice (*p < 0.05; UCMS/fluoxetine versus UCMS/vehicle and

non-UCMS/fluoxetine) (mean + SEM, n = 4 mice/group).
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140 immediate early gene c-fos expression. Fos protein was used to
assess the basal activity 2 h before sacrifice in depressive-like state
1204 resulting from long-term stress in OX-immunoreactive neurons.
100+ * Previous studies demonstrated an increase of OX-ergic neuronal
@ OVehicle activation during strong and acute stress (Ida et al., 2000; Winsky-
Z 801 .mr:;::mse e Sommerer et al., 2004), and to the best of our knowledge, we are
5 60 (100 mgkg) the first to demonstrate this increase after unpredictable chronic

& mild stress.

T 40 Interestingly, the UCMS protocol only affected OX neurons
20 located in the DMH-PFA areas, and not those located in LH. Previous
studies investigating the involvement of the OX-ergic system in the
0 regulation of sleep and arousal (Estabrooke et al., 2001), reward

1 hour 28 days

Fig. 9. Effects of acute (1 h before the test) or 28 days almorexant treatment in tail
suspension test (TST). No effect was observed 1 h after almorexant administration,
whereas 28 days of treatment significantly decreased immobility in the TST (*corrected
p < 0.0125; 28 days/vehicle versus 28 days/almorexant) (mean =+ SEM, n = 7 mice/group).

subjected mice receiving fluoxetine while no effect of UCMS or
antidepressant treatment was found on the expression of OXR1. The
number and percentage of MCH neurons with Fos-IR nuclei were
not affected by UCMS regimen and/or fluoxetine treatment.
However, western blot analysis revealed that in stressed animals,
MCHR1 expression was increased in thalamus and decreased in the
ventral hippocampus, while 6 weeks fluoxetine treatment reversed
this decrease. Finally, chronic but not acute treatment with the dual
OX receptor antagonist almorexant in non-stressed animals
reduced the time of immobility in tail suspension test.

4.1. Physical and behavioral changes affected by the UCMS model
of depression and chronic antidepressant treatment

The UCMS procedure induced a depressive-like state in mice
regarding their physical condition, with a clear deterioration of coat
state. Chronic fluoxetine treatment reversed this deterioration
corresponding to previous work conducted in our laboratory
(Santarelli et al, 2003; Surget et al, 2008, 2009). We found
a regular increase of body weight during the protocol, but less
weight gain for UCMS-exposed mice. Chronic fluoxetine adminis-
tration also increased the weight gain in stressed mice, an effect
that we previously observed in our laboratory (Surget et al., 2009).

Behavioral analyses highlighted that UCMS increased aggres-
siveness in the resident—intruder (R—I) test and increased the time
of immobility in the tail suspension test (TST). These behavioral
effects were reversed by chronic SSRI antidepressant treatment,
confirming previous studies (Roy et al., 2007; Surget et al., 2009). In
addition, we observed that in non-depressive-like animals, fluox-
etine decreased the immobility time in TST, in accordance with
what has been observed when TST is used as a bioassay for
screening antidepressants (Kulkarni and Dhir, 2007). The current
protocol did not use classical anhedonia tests (such as sucrose
intake) since this parameter is not adapted to measure UCMS-
induced anhedonia in BALB/c mice (Surget and Belzung, 2008).
Thus, this methodological approach is pertinent since observations,
including poor personal hygiene, lessen weight gain, social distur-
bance and despair behavior, characterize depressive state in the
human pathology. Altogether, these results support the relevance
of this animal model of depression and confirm that UCMS has
induced a depression-like phenotype in our mice.

4.2. Region-specific OX-ergic neuronal activation and
antidepressant reversal in a validated rodent model of depression

One major finding of the present study is the increased activa-
tion of the OX-ergic system in response to UCMS as measured by

seeking (Harris et al., 2005, 2007) or in HPA axis response to stress
(Sakamoto et al.,, 2004; Winsky-Sommerer et al., 2004) suggest
a putative differential activation of OX-expressing neurons: OX
neurons in LH may regulate reward processing whereas OX neurons
in DMH-PFA regulate arousal and stress response (Harris and
Aston-Jones, 2006). Furthermore, lateral and medial parts of the
OX field do not share the same afferences (Yoshida et al., 2006), and
the DMH is involved in various physiological and behavioral
responses to emotional or exteroceptive stressors (DiMicco et al.,
2002). Our data are consistent with these observations and
demonstrate that, in depressive state modelised in mice, OX
neurons located in the DMH-PFA are specifically activated.
Another important finding of this study is that chronic fluoxe-
tine treatment (an SSRI antidepressant) reverses the effect of UCMS
on OX neuronal activation. Previous studies reported a modulation
of the OX-ergic system by the tricyclic antidepressant clomipr-
amine: two weeks of treatment with this compound induced
a reduction of both OX-A and OX-B levels in multiple brain regions
in juvenile rats, while two days of treatment induced higher mRNA
expression of prepro-OX in adult rat hypothalamus and prefrontal
cortex as well as less OX-B in the hypothalamus (Feng et al., 2008,
2009). Considering that fluoxetine increases 5-HT levels, 5-HT may
exert an inhibitory effect on OX neurons through 5-HT4 receptors
(Muraki et al., 2004; Kumar et al., 2007). Nevertheless, there is no
evidence of causative links between a high level of 5-HT, the
reduced OX neuronal activation and the decreased depressive-like
symptoms observed in our fluoxetine-treated mice. However, the
decrease of 5-HT14 autoreceptor sensitivity described after unpre-
dictable chronic stress (Bambico et al., 2009) and the fact that, in
this study, fluoxetine acts only in depressive-like animals, suggest
either that simple inhibition of OX neurons by 5-HT may not be
a satisfactory explanation or that no effect of fluoxetine could be
observed in treated non-stressed animals due to a low level of Fos
neuronal activation. Further studies are thus needed to investigate
the putative causative links between OX, 5-HT and depression.

4.3. Modifications of OXR1 and OXR2 expression following
the UCMS and chronic fluoxetine treatment

We demonstrated that UCMS-exposed mice displayed a lower
expression of OXR2 protein in hypothalamus and thalamus, and
this was reversed by chronic antidepressant treatment. This
decreased expression of the OXR2 could be the result of an
endogenous mechanism to counteract the increased activation of
OX-ergic system seen in UCMS-exposed mice. However, further
investigations are needed to confirm this hypothesis. Our data also
demonstrate that, in the prefrontal cortex (PFC), chronic fluoxetine
administration induced an increase of OXR2 expression specifically
in UCMS-subjected mice, without any effect of UCMS per se. The
PFC, which is known to be affected in MDD, is strongly connected to
the thalamus, through the thalamic paraventricular nucleus (PVT)
(Hsu and Price, 2007). The PVT is innervated by 5-HT, OX and
corticotrophin-releasing hormone, making it particularly sensitive
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to depressive disorders (Hsu and Price, 2009). The link between
thalamus and PFC may contribute to the higher density of OXR2
observed in the PFC of UCMS/fluoxetine mice. Finally, besides
higher expression of OXR2 in ventral hippocampus compared to
OXR1, UCMS induced a decrease of OXR2 expression in this area,
without any effect of fluoxetine treatment. This provides new
evidence of the involvement of ventral hippocampus in regulating
affective states (Fanselow and Dong, 2010). To summarize, our
results show that only OXR2 expression in PFC, ventral hippo-
campus, thalamus and hypothalamus was modified by UCMS
regimen and chronic fluoxetine treatment. These structures are
known to be involved in regulation of emotions (Price and Drevets,
2010), and it demonstrates that OXR2 might be a good candidate to
account for the effect of UCMS and chronic antidepressant treat-
ment (Chang et al., 2007).

4.4. Effects of UCMS and chronic fluoxetine treatment
on MCH-ergic system and MCH receptor 1 expression

The present study found no effect of UCMS or chronic fluoxetine
on neuronal activation in MCH-containing neurons. Indeed,
immunohistochemical analysis was unable to confirm the
involvement of MCH in depressive-like state of mice, most likely as
a result of the intracardiac perfusions being performed at the
beginning of active phase, when MCH-containing neurons are
inactive (Hassani et al., 2009). Thus, differential MCH-ergic
neuronal activation might be observed later during the day when
dysregulation of MCH-ergic system could participate in daytime
sleepiness.

Nevertheless, fluoxetine induced an increase of MCHRI
expression in thalamus of UCMS-subjected mice, and a decrease in
ventral hippocampus, which was reversed by chronic fluoxetine
treatment in the latter area. These modifications in MCHR1
expression are in line with previous studies demonstrating the
involvement of MCH-ergic system in depression, through MCHR1.
Acute and chronic treatments with MCHR1 antagonist (SNAP
94847) induce a decrease in latency to feed in the novelty-
suppressed feeding test and an increase in the time spent in the
light compartment in the light/dark paradigm (David et al., 2007).
Furthermore, knockout mice for the MCHR1 gene exhibit
anxiolytic-like behavior in open field with no sex differences, while
only female mice had antidepressant-like behavior in TST and
forced swim test (Roy et al., 2007). In the same study, C57BI/6] mice
subjected to 5-week chronic mild stress had increased MCHR1
expression in the hippocampus reversed by chronic fluoxetine
treatment. In our study, we found the opposite pattern in the
ventral hippocampus, possibly a result of strain difference and/or
the duration of chronic stress. Nonetheless, these data are consis-
tent with an involvement of MCH-ergic system in depressive-like
state.

4.5. Antidepressant-like effect of almorexant
in the tail suspension test

In order to further study the relevance of these findings, the
recently synthesized dual OX receptor antagonist almorexant (ACT-
078573), that selectively blocks both the two OX receptors
(Brisbare-Roch et al., 2007), was tested in the tail suspension test
paradigm. Mice exhibited more activity indicating antidepressant-
like effect after 28 days of treatment with the antagonist. There was
no effect after one single injection 1 h before testing. Thus, OX
neurons must be chronically blocked to exert the antidepressant-
like effect in the TST. To the best of our knowledge, this is the
first demonstration of restorative effect of OX antagonist on
depressive symptom. Interestingly, OX seems to be particularly

involved in psychological stress, since almorexant does not have
the same effect in other kind of stressors, such as physical stress
(Furlong et al., 2009). These data, with our OX activation study,
underline the link between OX system and depressive-like state,
but further investigations are needed to confirm its precise role.

In accordance with these results, Salomon et al. (2003)
described that patients suffering from MDD, beside a reduced
diurnal variation of OX level in CSF compared with healthy control
subjects, had a trend to higher OX level in CSF than control group,
and a significant decrease after five weeks of SSRI antidepressant
treatment sertraline. In preclinical studies, an increase of OX-A
levels has also been described in the hypothalamus of rats
following a maternal separation (Feng et al., 2007), an early life
stress considered as a model of depression. Additionally, an
increase of OX-A and OX-B was observed in the hypothalamus of
rats receiving neonatal administration of clomipramine, considered
as an animal model of endogenous depression (Feng et al., 2008).

In contrast to our findings, fewer and smaller OX neurons as well
as lower prepro-OX mRNA levels were found in Wistar—Kyoto rats,
a genetic animal model of depression, compared to Wistar rats
(Taheri et al., 2001; Allard et al., 2004). Moreover, CSF quantifica-
tion in suicidal patients with MDD revealed a reduction of OX-A
level compared with other patients suffering from dysthymia or
adjustment disorders (Brundin et al., 2007). Recently, this research
group demonstrated that CSF OX-A level of treated patients
increased six month and one year after a suicide attempt (Brundin
et al., 2009). However, few patients diagnosed with MDD were
included in this last study and CSF quantification of OX is not bias-
free since there might be a relatively long delay between the release
of OXs and their appearance in CSF (Grady et al., 2006).

Taken together and despite inconsistencies of these correlative
studies, it is still likely that the OX-ergic system is involved in the
pathophysiology of depressive disorders. The antagonist study even
suggests that changes in the activity of OX system is not secondary
to a reduction of symptoms but may be causative.

4.6. Conclusion

In this study, the specific increase of OX neuron activation in the
DMH-PFA in response to UCMS, the reversing action of the SSRI
antidepressant fluoxetine on this higher activation and the
antidepressant-like effect of OX antagonist in the TST may be crit-
ical in understanding the pathophysiology of major depressive
disorders. In addition, our western blot data demonstrate a putative
key role of OXR2 in the physiological mechanism underlying OX-
ergic system activation in depressive-like state. It demonstrates
a link between depression and OXs, and suggests that OXs may play
a significant role in the causation of depressive disorders.

Indeed, dysregulation of OX-ergic system may participate in
several disturbances observed in MDD. OXs regulate sleep and
wakefulness through interactions with regions that regulate energy
homeostasis, reward and emotions (Mieda and Sakurai, 2009), all of
these functions being altered in MDD. OX neurons also promote
wakefulness (Hagan et al, 1999), and OX-ergic perturbation,
particularly during sleep, may contribute to sleep abnormalities
observed in depressed patients (Armitage and Hoffmann, 2001).
Furthermore, OXs regulate feeding behavior and energy expendi-
ture through increased arousal (Yamanaka et al., 2003), and the
antidepressant-like effect of calorie restriction in two different
rodent models of depression is dependent of the OX-ergic system
(Lutter et al., 2008). These outcomes also underline the involve-
ment of OXs in depression, since MDD is characterized by disor-
dered eating pattern and loss of energy. Moreover, OX-ergic
neurons have reciprocal connections with the mesolimbic dopa-
mine reward system, and activate neurons in the ventral tegmental
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area (Nakamura et al., 2000). The mesolimbic dopamine system is
mainly linked with the rewarding effects of food, sex, and drugs of
abuse, and has recently been proposed to contribute to the path-
ophysiology of depression, since this condition is associated with
anhedonia and reduced motivation (Nestler and Carlezon, 2006).
Finally, the OX-ergic system is strongly linked to HPA axis, with
reciprocal innervations from the PVN (Spinazzi et al., 2006), which
is disturbed in MDD. Central administration of OX-A increases
plasma levels of ACTH and corticosterone, and activates CRF-
expressing neurons in the PVN (Hagan et al., 1999; Kuru et al.,
2000). The MCH-ergic system is also implicated in the regulation
of sleep, feeding behavior, drug reward and emotions (Pissios et al.,
2006; Adamantidis and de Lecea, 2008), demonstrating a putative
involvement of this neuropeptide in the pathophysiology of MDD.
Taken together, our findings open new perspectives regarding the
involvement of the OX-ergic system in depression.
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Supplementary data

Supplementary Table 1
Statistical analysis with Kruskal-Wallis H-test of differences between groups.

Week 1 Week 2 Week 3 Week 4 Week 5 Week 6 Week 7 Week 8
S H@eq = 46.14 Hea) = 38.64 Hea = 49.35 H@ea = 34.54 H@ea = 49.91 Heq = 42.73 H@eeq =47.5 Heq = 48.81
p < 0.001*** p < 0.001*** p < 0.001*** p < 0.001*** p < 0.001*** p < 0.001*** p < 0.001*** p < 0.001***
Body weight H(3|54) =9.85 H(3|54) =12.55 H(3|54) =20.53 H(3.64) =19.85 H(3.64) =15.14 H(3,54) =19.3 H(3,54) =15.79 H(3,54) =10.61
p < 0.05* p < 0.01* p < 0.001*** p < 0.001*** p < 0.01* p < 0.001*** p <0.01** p < 0.05*
*p <0.05, * p<0.01 and *** p < 0.001.
Supplementary Table 2
Statistical analysis with Bonferroni-corrected Mann-Whitney U-test of UCMS and fluoxetine treatment effects on coat state.
Week 1 Week 2 Week 3 Week 4 Week 5 Week 6 Week 7 Week 8
Non-UCMS/vehicle U=112 U=116 U =280 U=92 U=290.5 U=58.5 U=92 U =107
versus n=16 n=16 n=16 n=16 n=16 n=16 n=16 n=16
Non-UCMS/fluoxetine Corr. p > 0.0125 Corr. p > 0.0125 Corr. p > 0.0125 Corr. p > 0.0125 Corr. p > 0.0125 Corr. p < 0.0125* Corr. p > 0.0125 Corr. p > 0.0125
UCMS/vehicle uU=87 U=94 U=290.5 u=71 U=42 U=39 U=16.5 u=75
versus n=16 n=16 n=16 n=16 n=16 n=16 n=16 n=16
UCMS/fluoxetine Corr. p > 0.0125 Corr. p > 0.0125 Corr. p > 0.0125 Corr. p > 0.0125 Corr. p < 0.0025** Corr. p < 0.0025**  Corr. p < 0.00025*** Corr. p < 0.00025***
Non-UCMS/vehicle u=0 u=21 u=0 U=32 u=0 U=45 u=0 Uu=0
versus n=16 n=16 n=16 n=16 n=16 n=16 n=16 n=16
UCMS/vehicle Corr. p < 0.00025*** Corr. p <0.00025*** Corr. p < 0.00025*** Corr. p < 0.00025*** Corr. p < 0.00025*** Corr. p < 0.00025*** Corr. p < 0.00025*** Corr. p < 0.00025***
Non-UCMS/fluoxetine U=15 u=7 Uu=25 u=14 u=7 U=245 U=185 U=20
versus n=16 n=16 n=16 n=16 n=16 n=16 n=16 n=16
UCMS/fluoxetine Corr. p < 0.00025*** Corr. p < 0.00025*** Corr. p < 0.00025*** Corr. p < 0.00025*** Corr. p < 0.00025*** Corr. p < 0.00025*** Corr. p < 0.00025*** Corr. p < 0.00025***

Significance level was adjusted in order to protect against type | errors. An a’risk was used, with a’ = a / k, k being the number of hypotheses that are tested. With four hypotheses (k = 4), statistical
significances were defined as * p < 0.0125, ** p < 0.0025 and *** p < 0.00025.

Supplementary Table 3
Statistical analysis with Bonferroni-corrected Mann-Whitney U-test of UCMS and fluoxetine treatment effects on weight gain.

Week 1 Week 2 Week 3 Week 4 Week 5 Week 6 Week 7 Week 8
Non-UCMS/vehicle U=68.5 U==64 U=1155 u=101 U =100.5 U=945 U=92 U =118
versus n=16 n=16 n=16 n=16 n=16 n=16 n=16 n=16
Non-UCMS/fluoxetine Corr. p>0.0125  Corr. p > 0.0125 Corr. p > 0.0125 Corr. p > 0.0125 Corr. p > 0.0125 Corr. p > 0.0125 Corr. p > 0.0125 Corr. p > 0.0125
UCMS/vehicle U=69.5 u=287 U=116.5 U=283 u=178 U=90.5 U=455 U=535
versus n=16 n=16 n=16 n=16 n=16 n=16 n=16 n=16
UCMS/fluoxetine Corr. p>0.0125  Corr. p > 0.0125 Corr. p > 0.0125 Corr. p > 0.0125 Corr. p > 0.0125 Corr. p > 0.0125 Corr. p < 0.0025** Corr. p < 0.0125*
Non-UCMS/vehicle U=122 U =106.5 U=455 U=445 U=415 Uu=175 U =56 U=615
versus n=16 n=16 n=16 n=16 n=16 n=16 n=16 n=16
UCMS/vehicle Corr. p>0.0125  Corr. p > 0.0125 Corr. p < 0.0025** Corr. p < 0.0025** Corr. p < 0.0025** Corr. p < 0.00025*** Corr. p < 0.0125* Corr. p < 0.0125*
Non-UCMS/fluoxetine U =127 Uu=79.5 U=43 U=555 U=286 u=178 U=128 U =107.5
versus n=16 n=16 n=16 n=16 n=16 n=16 n=16 n=16
UCMS/fluoxetine Corr. p > 0.0125 Corr. p > 0.0125 Corr. p < 0.0025** Corr. p < 0.0125* Corr. p > 0.0125 Corr. p > 0.0125 Corr. p > 0.0125 Corr. p > 0.0125

Significance level was adjusted in order to protect against type | errors. An a’risk was used, with a’ = a / k, k being the number of hypotheses that are tested. With four hypotheses (k = 4), statistical
significances were defined as * p < 0.0125, ** p < 0.0025 and *** p < 0.00025.
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2. Etude de I'effet de la privation partielle de
sommeil sur le systéeme orexinergique lors

d’un état dépressif-like chez la souris

a dépression est souvent associée a une anhédonie et des

perturbations du sommeil, et les privations de sommeil peuvent

exercer un effet antidépresseur. De récentes études ont mis en
évidence l'implication du systeme orexinergique dans la
physiopathogénie de la dépression. Les orexines sont des
neuropeptides promoteur d’éveil également capable de réguler du
systéme de récompense. En particulier, 'augmentation de I'activité des
neurones orexinergiques situés dans la partie latérale de
I'hypothalamus (lateral hypothalamus, LH) participent a 'activation du
systéme de récompense, alors que l'activation des neurones situés dans
la partie dorsomédiale et périfornicale de I'hypothalamus (dorsomedial
hypothalamus and perifornical hypothalamic area, DMH-PFA)
contribuent au maintien de I’état de veille.

Les relations entre le systéme orexinergique, le sommeil et la
dépression sont a ce jour peu connues. Pour mieux comprendre ces
relations, nous avons soumis des souris BALB/c a un protocole de
stress chronique imprédictible modéré (unpredictable chronic mild
stress, UCMS) pendant 8 semaines, puis avons réalisé un double
marquage immunohistochimique pour l'orexine-A et la protéine Fos
dans le but d’étudier, lors d’'un état dépressif-like, 'effet de 24h de
privation partielle de sommeil (partial sleep deprivation, PSD) seul ou
associé a 6 semaines de traitement avec un antidépresseur inhibiteur
de recapture sélectif de sérotonine (fluoxétine, 15 mg/kg/jour, i.p.).

L’UCMS a induit des altérations physiques et comportementales, ainsi
qu'une augmentation de l’activation des neurones orexinergique
spécifiquement dans le DMH-PFA, qui ont été contrecarrées par 6
semaines de traitements a la fluoxétine. Chez les souris non stressées, la
PSD a induit une augmentation de l'expression de la protéine Fos
uniquement dans les neurones a orexines situés dans le DMH-PFA, que
le traitement chronique a la fluoxétine a été en mesure de contrecarrer.
Enfin, chez les souris stressées, la PSD a provoqué une augmentation
générale de I'activation orexinergique dans le DMH-PFA et dans le LH,
également contrecarrée par 6 semaines de traitement a la fluoxétine.
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Cette étude confirme l'implication des neurones orexinergiques du
DMH-PFA dans la régulation de I'état de veille et dans les états
dépressifs-like, et propose une nouvelle hypothese quant au possible
role des orexines a la fois dans les troubles du sommeil associés a la
dépression, mais aussi dans l'effet antidépresseurs des privations de
sommeil chez les individus dépressifs.
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Activation of orexin neurons following
partial sleep deprivation and
unpredictable chronic mild stress in mice
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Abstract

Backgound: Major depression (MD) is often associated with anhedonia and sleep
disturbances, while sleep deprivation can induces antidepressant effects. Interestingly,
orexins (or hypocretins) are wake-promoting peptides also implicated in reward system,
and an increase of orexin signaling has recently been involved in pathophysiogeny of MD.
Increase activation of orexin neurons located in the lateral hypothalamus (LH) sustains
hedonic features, while increase activation of those located in the dorsomedial
hypothalamus and perifornical hypothalamic area (DMH-PFA) promote wakefulness.
Nevertheless, the link between orexinergic system, sleep and depression is unclear.
Methods: BALB/c mice were exposed to an unpredictable chronic mild stress (UCMS), a
rodent model of depression, for 8 weeks. Double immunohistochemical labeling for orexin-
containing neurons and Fos protein was performed in order to investigate in depressive-
like state the effect of with a 24h-partial sleep deprivation (PSD) alone or associated with
chronic antidepressant treatment (SSRI fluoxetine, 15 mg/kg/day) on the orexin neuronal
activation of the LH and the DMH-PFA.

Results: UCMS induced physical and behavioral alterations, as well as an increase of
orexinergic neuronal activation specifically in the DMH-PFA, that were reversed by 6-
weeks fluoxetine treatment. In non-UCMS mice, PSD induced an increase of Fos
expression in orexin neurons in the DMH-PFA but not in the LH, while 6-weeks fluoxetine
treatment counteracted this PSD-induced effect. In UCMS mice, PSD leaded to an overall
increase of the orexinergic activity in both parts of the hypothalamus, also counteracted by
chronic antidepressant treatment.

Conclusion: This study confirms the involvement of the DMH-PFA orexinergic system in

the regulation of sleep and wakefulness and in depressive-like state, and proposes a new
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insight regarding the putative involvement of orexines in both sleep impairments and in

antidepressant effect of sleep deprivation observed in depressed individuals.

Introduction

Sleep abnormalities have been considered for a long time as a predominant symptom of
major depression (MD), since more than 80% of depressed individuals experienced sleep
impairments, particularly insomnia, which persistence is correlated with re-occurrence of
depressive episodes and suicidal acts (Armitage and Hoffmann, 2001). Alterations of sleep
architecture include disturbed sleep continuity (fragmented sleep), loss of slow wave (SW)
sleep and changes in rapid eye movement (REM) sleep with a shortened latency to REM
sleep onset and an increase of its duration (Benca et al., 1997; Winokur et al., 2001).
Furthermore, most types of antidepressants induce a robust suppression of REM sleep
(Winokur et al., 2001), and sleep deprivation can accelerate the antidepressant response,
especially REM sleep deprivation (Wu and Bunney, 1990; Gillin et al., 2001; Ringel and

Szuba, 2001).

Orexin neurons (also called hypocretin) are well-known to play an important role in
maintaining arousal state (Sakurai, 2007), and regulate other physiological and behavioral
features such as feeding behavior (Cason et al., 2010), reward-related motivation
(Thompson and Borgland, 2011) and stress responses (Berridge et al., 2010). Orexin
neurons produce two neuropeptides, orexin-A (OX-A) and -B (OX-B), and are exclusively
located in the three contiguous hypothalamic areas, the dorsomedial hypothalamus
(DMH), the perifornical hypothalamic area (PFA) and the lateral hypothalamus (LH) (de
Lecea et al., 1998; Sakurai et al., 1998), from which they send projections throughout the
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brain and spinal cord (Peyron et al., 1998; Date et al., 1999; Nambu et al., 1999).
Extracellular measurement of OX-A level in the rat hypothalamus indicates a circadian
fluctuation with an increase and a decrease of OX-A release respectively during active and
rest phase (Yamanaka et al., 2003). Studies of Fos protein expression in orexin neurons
also shown an increase of orexinergic system activity during wakefulness and sleep
deprivation and a decrease during sleep phase in rats (Estabrooke et al., 2001,
Modirrousta et al., 2005). In addition, intracerebroventricular (ICV) administration of OX-A
in rats during sleep period increases arousal two and three hours later, and induces a
decrease in REM sleep (Hagan et al., 1999). In addition, orexinergic neurons are divided
into two neuronal sub-populations (Harris and Aston-Jones, 2006). Orexin neurons located
in the LH are mainly involved in reward-related behaviors (Fadel et al., 2002; Harris et al.,
2005; Harris et al., 2007; Aston-Jones et al., 2010), whereas those located in the DMH-
PFA are involved in the regulation arousal and stress responses (Estabrooke et al., 2001;

Sakamoto et al., 2004; Winsky-Sommerer et al., 2004).

Interestingly, growing evidence suggests the pivotal role of orexins in the pathophysiogeny
of MD, with contradictory results however. While a decrease of orexinergic system activity
was noticed in both depressed patients and animal model of depression (Taheri et al.,
2001; Allard et al., 2004; Brundin et al., 2007), other clinical and preclinical data suggest
that depressive state is underpinned by an increase of orexinergic neurotransmission
(Salomon et al., 2003; Feng et al., 2008; von der Goltz et al., 2011; Mikrouli et al., 2011).
Recently, we have shown that orexin neurons were more activated in the DMH-PFA of
mice subjected to the unpredictable chronic mild stress (UCMS), a naturalistic model of

depression, and that this increase was reversed by 6-weeks antidepressant treatment with
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fluoxetine, a selective serotonin reuptake inhibitor (SSRI) antidepressant (Nollet et al.,
2011). Nevertheless, if involvement of orexins in MD is now well-established, the link
between orexinergic system and depressive symptoms remains unclear, especially

whether its increase may sustain sleep impairments observed in depression.

Therefore, the present study aimed to assess the orexinergic neuronal activation, through
Fos protein expression, in the LH and the DMH-PFA during sleep period in mice exposed
to UCMS or subjected to 24 hours of partial sleep deprivation (PSD) leading to fragmented
sleep in order to compare PSD- and UCMS-induced orexin neuronal activity. Moreover,
the effect of chronic antidepressant treatment with fluoxetine was also assessed in each

condition.
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Methods

Animals

Seventy four male BALB/c mice (Centre d’Elevage Janvier, Le Genest St-Isle, France)
were used in the present study as this strain of mice is known to be a higher responder to
a UCMS procedure (Surget and Belzung, 2008). Mice were aged of 6 weeks on their
arrival and were housed in groups of four to five per cage. They were maintained at a
temperature- (22 £ 2°C) and humidity- (40%) controlled room on an inverted 12-hours
light-dark cycle (lights off at 8:00 am) with free access to food and water. Mice were first
acclimatized to the laboratory for 1 week before the start of the experiment. All
experimental procedures were carried out in strict accordance with European Communities

Council Directive (86/609/EEC).

Experimental procedure

Pharmacological treatment

. Vehicle (10 mL/kg/day) or fluoxetine (15 mg/kg/day, i.p. )
Non-UCMS/vehicle (n = 10)
| Unpredictable Chronic Mild Stress (UCMS) Nonpsp | Nom-UCMSHfluoxetine (n=7)
on- UCMS/vehicle (n = 10)
24 hours UCMS/fluoxetine (n = 9)
Weeks ' } } } } i P rotating
cages Non-UCMS/vehicle (n = 9)
O 1 2 3 4 Non-UCMS/fluoxetine (n = 8)
Coat state Coat state Coat state Coat state Coat state Coa! state Coal state Coa\ state UCMS/vehicle (n = ]_l)
+weight  + weight + weight + weight + weight + weight + weight + weight UCMS/fluoxetine (n = 10)
Resident-intruder test

Figure 1. Experimental design. Four groups of mice (n =15-21 mice per group) were used depending on the
environment (control/lUCMS) and the treatment (vehicle/fluoxetine). The UCMS regimen lasted 8 weeks. The
coat state was evaluated and the body weight was measured weekly by an experimenter blind to the
treatment. Fluoxetine and vehicle treatments began after two weeks of UCMS until the end of the experiment
(week 8). Fluoxetine (15 mg/kg/day) or vehicle (0.9% NaCl, 10 ml/kg/day) was administered intraperitoneally
once a day to UCMS-exposed or control mice. The week before the end of the UCMS regimen, the resident-
intruder test was carried out. Towards the end of the UCMS regimen, each groups was divided into two
subgroups of partially sleep deprived (PSD) and non partially sleep deprived (non-PSD) mice (n = 7-11 mice
per group).
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Mice were initially distributed into two groups. Mice from one group were subjected to an
unpredictable chronic mild stress (UCMS group) procedure for eight weeks, whereas mice
from the other group served as control (non-UCMS group). At the start of the experiment,
UCMS mice were maintained under the same standard conditions, but they were isolated
in individual home cages (8.5 x 22 cm). Animals from the non-UCMS group were kept in
groups of four or five, with a shelter and some tubes placed in their home cages. After two
weeks, both two groups were divided into two sub-groups, one receiving antidepressant
treatment, the other being administrated with vehicle. Several variables were used to
assess the stress-induced effects, i.e. state of the coat, body weight, and behavior in the
resident-intruder test. State of the coat and body weight were recorded weekly for all mice.
The behavioral test was realized during week 7. After the test, each group was further
divided into two subgroups of 24h-sleep-deprived and non 24h-sleep-deprived mice
(Figure 1). At the end of the sleep deprivation period (i.e. 8 weeks after the beginning of
the UCMS procedure), mice were deeply anesthetized and transcardially perfused to

assess the marker of neuronal activation (protein c-Fos).

UCMS protocol

Mice were exposed to various mild social and environmental stressors, none of them being
sufficient alone to induce long-lasting effects. The stressors used were applied in a
different sequence each week to avoid any habituation. We excluded nociceptive stressors
and food/water deprivation for ethical reasons. The emphasis in this model is on the
chronic and variable nature of the stressors. The stressors used consisted of removal of
bedding, wetting the bedding, several repeated changes of bedding, tilting cages by 45°

for various times, placing for 1h an average of 2 cm of water in the home cage (after
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removing the bedding), exposure to rat bedding for 15 min, different social stress (placing
a mouse in a cage that had previously belonged to another mouse, or placing a mouse in
another animal's cage and then returning it to its own cage, where it would find that the
cage had been occupied by another mouse), restrained stress in small tubes for various
duration. Perturbations of circadian cycle (like lights on during the dark phase and

conversely) were not used in order to avoid external sleep disturbances.

Drugs

Non-UCMS and UCMS mice received daily intraperitoneal injections of freshly prepared
vehicle (Saline 9%, 10 ml/kg/day) or fluoxetine (15 mg/kg/day) two weeks after the
beginning of experimental protocol. Injections were made between 1:00 pm and 3:00 pm,

irrespective of the stress schedule.

Coat state and body weight

The state of the coat was evaluated each week by examining the coat on different parts of
the body (head, neck, dorsal area, ventral area, tail, front and hind paws, and genital
area). For each seven areas, a score of 0 was applied if the coat was in good condition, a
score of 0.5 for a moderate degradation, and a score of 1 if it was in very poor condition
(disordered, piloerection). The total score was the sum of the score for each area; thus a
high score indicated that the coat was in poor condition. Body weight was also measured
each week until the end of the UCMS procedure. All measures were evaluated by an

experimenter blind to the treatment.
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Behavioral test

The resident-intruder (RI) test consists of the introduction of a novel mouse (A/J male
mice) in the cage in order to measure agonistic behavior of resident mice. Non-UCMS
mice were placed in individual cages 24 h before the test, and the stressed mice litter was
changed 24 h before the test in order to put all animals in the same experimental
conditions. The intruder was placed into the home cage of the test animal (resident) in
such a way that mice were in opposite corners. The latency of the resident first attack (in
seconds) and the number of resident attacks were measured over a 6-min period (latency
of 360 seconds for non-attacking mice). Attacking intruders were excluded, without
excluding the resident. Depressive-like animals are more agonistic and likely to attack

more often and sooner than non-stressed animals (Mineur et al., 2003).

Partial sleep deprivation

The 24 hours partial sleep deprivation (PSD) were conducted the day after the end of the
behavioral test with an apparatus manufactured in the laboratory and consisting of rotating
individual cages (width: 8 cm; diameter: 25 cm; ad libitum access to food and water) at a
speed of 0.13 rotation/min (i.e. about 6 meter per hour). These rotating cages allowed
animals to fall asleep just only for few seconds since they were constantly awakened by
the rotation movement and forced to reposition themselves at the bottom of the cages for
not being swept away by the rotation. Several tests were made at the laboratory with video
recording to ensure that this apparatus induced regular and frequent awakening in mice to
avoid animal’s immobility superior to 5 to 10 seconds duration. In order to prevent any bias
related to locomotor activity induced by the apparatus, the non-PSD mice were also placed

24 hours in another similar apparatus, but whose speed was twice as much as the
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previous one but running only during the 12 hours of their active period (i.e. during the
dark phase). In this condition, control animals have travelled the same distance that PSD

mice without experiencing sleep perturbations during their inactivity phase.

Brain collection and immunohistochemistry
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Figure 2: Photomicrographs of hypothalamic coronal sections (45 um thickness) depicting Fos expression in
orexin neurons. (A) Single-labeled orexin-IR cells (stained in brown color with DAB, white arrows), single-
labeled Fos-IR cells (stained in black color in the nucleus with DAB-Ni, black arrows), and double-labeled
orexin-IR/Fos-IR cells (gray arrows) (bar = 60 um). (B) Distribution of orexin-IR neurons on lateral
hypothalamus (LH) and on dorsomedial hypothalamus and perifornical hypothalamic area (DMH-PFA).
Separation of these two areas was made according the previous study of Harris and colleagues (Harris et
al., 2007) (f, fornix; 3v, third ventricle; bar = 500 um).

Intracardiac perfusions were held immediately after the 24 hours sleep disturbance, which
corresponds to the end of the animal’s inactivity period (light period). After a deep
anesthesia (Ketamine: 100 mg/kg ; Xylazine: 7 mg/kg), mice were perfused through the
heart with 80 ml of saline followed by 150 ml of 4% paraformaldehyde in 0.1M phosphate
buffer (PB) (pH 7.4). Brains were removed and postfixed 2 hours in the same fixative.
Tissues were then cryoprotected in a 20% sucrose solution overnight at 4°C. Coronal
sections (45 um thickness) were cut in a cryostat (Leica CM 3050S) and collected every

third section. Sections were processed free floating according to a double
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immunohistochemical reaction for c-Fos and orexin. After a series of washes in 50%
ethanol and 3% H,0,, sections were incubated at RT in a rabbit anti-Fos antibody
(Calbiochem, 1:10 000) and in a goat anti-OX-A antibody (Santa Cruz, 1:300). Thirty-six
hours later, sections were washed in 0.1M PB, incubated two hours in a biotinylated anti-
rabbit 1gG (Jackson Immunoresearch, 1:500) followed by ABC Kit (Vector Laboratories,
1:100, 1 hour) and reacted with diamino-benzidine (DAB) (Sigma) in the presence of
cobalt and H,O,. The sections were then rinsed and re-incubated two hours with a
biotinylated anti-goat IgG (Jackson Immunoresearch, 1:500), followed by ABC Kit (Vector
Laboratories, 1:100, 1 hour) and finally reacted with DAB only (no cobalt) (Sigma).
Sections were then rinsed, mounted on gelatinized glass slides, dehydrated, cleared in
Claral (Reéactifs RAL) and coverslipped with Eukitt. Various negative controls were

performed, omitting either the primary or the secondary antibodies.

Data analyses and statistics

All sections were examined with a Leica DM 2000 microscope. The immunoreagents
orexin neurons were marked by a cytoplasmic brown color, while immunoreactive-Fos
protein neurons had a black nucleus (Figure 2A). All neurons immunoreactive for orexin
(orexin-IR) that are Fos positive or not, were counted in the LH and DMH-PFA, according
to the nomenclature defined by Franklin and Paxinos’s mouse brain atlas (Franklin and
Paxinos, 2008) and by Harris and colleagues (Harris et al., 2007) (Figure 2B), by an
investigator unaware of the treatment. The percentage of double-labeled (orexin/Fos)
neurons of LH and DMH-PFA was calculated, taking the total number of orexin neurons

observed in each part of all sections as reference.
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Because the assumptions for parametric statistics (normality and homoscedasticity ) were
not fully ensured, data were analyzed using the non-parametric Kruskal-Wallis “ANOVA by
ranks” H-test using Statistica software, followed up by post-hoc Mann-Whitney U-test with
Holm-Bonferroni correction when required (i.e., p < 0.05). All data are expressed as mean

+ standard error of the mean (SEM). Sample sizes are provided in the Figure 1.
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Results

Coat state and body weight
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Figure 3: Effects of unpredictable chronic mild stress (UCMS) and fluoxetine treatment (15 mg/kg/day) on
the coat state (A) and on the body weight (B). Analyses were performed by an experimenter blind to the
treatment. (A) The condition of the coat was evaluated each week on seven different body areas, and scored
from O (good condition) to 1 (very poor condition), and with an average score of 0.5 (moderate degradation).
The total score represent the sum of each area. UCMS induced a significant deterioration of the coat state,
as demonstrated by increasing coat state scores (*** p < 0.001, non-UCMS/vehicle group versus
UCMS/vehicle group). Drug treatments initiated in the third week of UCMS procedure reversed this
deterioration after 2 weeks of fluoxetine treatment (= p < 0.05, UCMS/vehicle group versus UCMS/fluoxetine
group). (B) Body weight was evaluated each week. UCMS did not significantly disrupt the normal gain in
body weight, except for the second and fifth weeks (** p < 0.01, non-UCMS/vehicle group versus
UCMS/vehicle group; & p < 0.05, non-UCMS/fluoxetine group versus UCMS/fluoxetine group). Data are
expressed as mean + SEM.

The coat state was evaluated once a week until the end of the UCMS protocol. Kruskal-
Wallis H-test revealed significant differences between groups for each week (p < 0.001;
Figure 3A and Supplementary Table 1). Comparison with Mann-Whitney U-test between
non-UCMS/vehicle and UCMS/vehicle groups, as well as comparison between non-
UCMS/fluoxetine and UCMS/fluoxetine groups, showed a significantly more important
degradation of coat state for stressed groups that arose from week 1 and lasted until the
end of the experiment (p < 0.001; Figure 3A and Supplementary Table 1). Differences

between the two UCMS groups appeared from the week 4 (i.e. 2 weeks after the
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beginning of treatment) until the end of the UCMS regimen, the fluoxetine-treated group
presenting a significantly less important degradation of the coat (p < 0.05; Figure 3A and
Supplementary Table 1).

The body weight was measured weekly, at the same time as coat state. Kruskal-Wallis H-
test showed significant differences between groups only for week 2 and 5 (Hs, n=74 = 16.84,
p < 0.001; H3 n=74 = 12.64, p < 0.01). For week 2, Mann-Whitney U-test revealed
significant differences between non-UCMS/vehicle and UCMS/vehicle groups (U =90, p <
0.01) and between non-UCMS/fluoxetine and UCMS/fluoxetine groups (U = 60, p < 0.05),
with a more important body weight gain for all UCMS mice. At week 5, significant
difference only appeared between non-UCMS/fluoxetine and UCMS/fluoxetine groups (U =

68, p < 0.05) (Figure 3B).

Behavioral analysis
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Figure 4: Effects of unpredictable chronic mild stress (UCMS) and fluoxetine treatment (15 mg/kg/day) on
(A) attack latency and (B) number of attack in the resident-intruder test. Behavioral analysis was performed
by an investigator unaware of the treatment. (A) UCMS induced a significant decrease in the latency to
attack the intruder mice (non-UCMS/vehicle group versus UCMS/vehicle group, ** p < 0.01), while 6-weeks
fluoxetine treatment reversed this decrease (UCMS/vehicle group versus UCMS/fluoxetine group, *** p <
0.001). (B) UCMS increased of the attack frequency of the resident mice (non-UCMS/vehicle group versus
UCMS/vehicle group, ** p < 0.01), whereas 6-weeks fluoxetine treatment counteracted this effect
(UCMS/vehicle group versus UCMS/fluoxetine group, ** p < 0.01). Data are expressed as mean = SEM.
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The resident-intruder test was done on the week 7. Concerning the attack latency,
Kruskal-Wallis H-test showed significant differences between groups (Hsz n=74 = 31.65, p <
0.001). Corrected Mann-Whitney U-test highlighted significant differences between
UCMS/vehicle and non-UCMS/vehicle groups (U = 835, p < 0.01), and between
UCMS/vehicle and UCMS/fluoxetine groups (U = 64, p < 0.001) revealing a significant
decrease of attack latency for UCMS/vehicle animals, reversed by the 6-weeks treatment
with fluoxetine. It may be noted that non-UCMS animals treated with fluoxetine displayed
no aggressive behavior throughout the test (Figure 4A).

Kruskal-Wallis H-test also showed significant differences between groups for the number
of attack (Hs n=74 = 29.08, p < 0.001). There are significant differences between
UCMS/vehicle and non-UCMS/vehicle groups (U = 815, p < 0.01), and between
UCMS/vehicle and UCMS/fluoxetine groups (U = 81.5, p < 0.01), with a higher attack
frequency for UCMS/vehicle animals, counteracted by 6-weeks fluoxetine treatment

(Figure 4B).

Total number of orexin immunoreactive neurons

All orexin immunoreactive (orexin-IR) neurons were counted in every third brain sections.
Kruskal-Wallis H-test revealed no difference between groups. An average of 1118.43 +
20.43 orexin-IR neurons was counted in all groups with a distribution of 527.97 + 11.56

orexin-IR neurons in the DMH-PFA and 589.11 + 10.17 orexin-IR neurons in the LH.
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Orexinergic neuronal activation
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Figure 5: Effects of unpredictable chronic mild stress (UCMS), fluoxetine treatment (15 mg/kg/day) and 24h
partial sleep deprivation (PSD) on orexinergic activity in the lateral hypothalamus (LH) (A) and in the
dorsomedial hypothalamus and perifornical area (DMH-PFA) (B). The percentage of orexin-IR cells that
contained Fos-IR nuclei were counted bilaterally (Figure 2B) by an investigator unaware of the treatment. (A)
PSD induced an increase of orexinergic activation in UCMS/vehicle mice (smm p < 0.001, non-PSD
UCMS/vehicle group versus PSD UCMS/vehicle group; *** p < 0.001, PSD non-UCMS/vehicle group versus
PSD UCMS/vehicle group), reversed by fluoxetine treatment (*** p < 0.001, PSD UCMS/vehicle group
versus PSD UCMS/fluoxetine group). (B) In non-PSD mice, UCMS regimen significantly increased
orexinergic activation (** p < 0.01, non-PSD non-UCMS/vehicle group versus non-PSD UCMS/vehicle
group), while this increase was counteracted by 6-weeks fluoxetine treatment (* p < 0.05, non-PSD
UCMS/vehicle group versus non-PSD UCMS/fluoxetine group). The same pattern of activation was observed
in PSD groups (** p < 0.01, PSD non-UCMS/vehicle group versus PSD UCMS/vehicle group; *** p < 0.001,
PSD UCMS/vehicle group versus PSD UCMS/fluoxetine group). The PSD induced an overall increase of
orexinergic activation (= p < 0.05, va p < 0.01, soa p < 0.001, non-PSD groups versus corresponding PSD
groups). This activation was decrease by 6-weeks fluoxetine treatment in non-UCMS mice (## p < 0.01, PSD
non-UCMS/vehicle group versus PSD non-UCMS/fluoxetine group). Data are expressed as mean + SEM.

Kruskal-Wallis H-test revealed significant differences for orexinergic neuronal activation
between groups in the LH (H;, n=74 = 42.08, p < 0.001) and in the DMH-PFA (H7 N=74 =
54.28, p < 0.001).

Concerning the LH of non-PSD mice, no difference in the percentage of double labeled
orexin neurons was noticed between the four non-PSD groups of mice (Figure 5A),
suggesting no stress and no treatment effects in the activation of these neurons.
Concerning the LH of PSD mice, a significant increase of orexin neurons activation in
UCMS/vehicle mice was observed (U = 0, p < 0.001), counteracted by 6-week fluoxetine

treatment regarding the UCMS/fluoxetine group (U = 2, p < 0.001) (Figure 5A). Significant
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difference was also observed between in the LH of non-PSD and PSD mice subjected to
UCMS regimen only (U =0, p < 0.001).

Concerning the DMH-PFA of non-PSD mice, the UCMS procedure induced a significant
increase of orexin neuronal activation according to the comparison between non-
UCMS/vehicle and UCMS/vehicle mice (U = 9, p < 0.01), whereas 6-weeks fluoxetine
treatment reversed this increase, leading to a percentage of activated orexinergic neurons
similar to non-UCMS group (U = 10, p < 0.05) (Figure 5B). Furthermore, in the DMH-PFA
of PSD mice, a significant increase of orexinergic neuronal activation in UCMS/vehicle
mice was observed (U = 5, p < 0.01), reversed by 6-week fluoxetine treatment when
UCMS/vehicle and UCMS/fluoxetine groups are compared (U = 4, p < 0.001). Moreover, in
the DMH-PFA of the non-UCMS groups, fluoxetine treatment also decreased orexinergic
neuronal activation following 24h-PSD (U = 5, p < 0.01) (Figure 5B). Finally, when
comparing non-PSD and PSD groups, we observed that the 24h-PSD induced an overall
increase of the DMH-PFA orexin neurons activation of non-UCMS/vehicle (U = 1, p <
0.001), non-UCMS/fluoxetine (U = 1, p < 0.01), UCMS/vehicle (U = 5, p < 0.01) and

UCMS/fluoxetine (U = 12, p < 0.05) mice (Figure 5B).
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Discussion

Since few years, increasing number of studies has investigated the role of orexinergic
system in depression, with inconsistent results. Furthermore, to the best of our knowledge,
the only study trying to examine the effect of sleep deprivation on orexinergic system in a
genetic model of depression lead to unclear conclusions (Allard et al., 2007). Then, the
objective of this study was to examine the activation of orexin-containing neurons in the LH
and in the DMH-PFA during sleep period in mice subjected to an unpredictable chronic
mild stress (UCMS) protocol and/or after 24-hours partial sleep deprivation (PSD), in order
to test the effect of PSD on orexinergic activation in depressive-like state. We also
examined the effect of a chronic treatment with fluoxetine, a selective serotonin reuptake
inhibitor. First, we confirmed that in non-PSD mice, UCMS specifically increased
orexinergic neuronal activation in the DMH-PFA, reversed by chronic fluoxetine treatment.
Second, in non-UCMS mice, PSD induced an increase of Fos expression in orexin
neurons in the DMH-PFA but not in the LH, while chronic fluoxetine treatment
counteracted this PSD-induced effect. Finally, in UCMS mice, PSD leaded to an overall
increase of the orexinergic activity in both parts of the hypothalamus, also counteracted by

chronic antidepressant treatment.

First of all, the UCMS procedure was able to induce a depressive-like state in mice, with a
clear deterioration of coat state and an increase of aggressive behavior in the resident-
intruder test. The deterioration of the coat state was reversed by chronic fluoxetine
treatment, along with a reduction of aggressiveness of UCMS-subjected mice in the

Resident-Intruder test. Altogether, these results support the relevance of this animal model
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of depression, as it has previously described in our laboratory (Surget et al., 2008; Surget
et al., 2009; Nollet et al., 2011; Surget et al., 2011). Our data concerning body weight
demonstrate a regular increase during weeks of UCMS, with no clear differences between
UCMS-subjected and control mice. This parameter have already shown conflicting results
in UCMS protocol (Surget and Belzung, 2008), and may suggest a putative
correspondence with clinical data of depression where weight loss or weight gain can be

observed.

Regarding orexinergic neuronal activation in non-PSD mice, no effects of UCMS or
fluoxetine treatment was observed in the LH, whereas the UCMS induced a clear increase
of Fos expression in orexin neurons located in the DMH-PFA, reversed by chronic
fluoxetine treatment. Although less important, this pattern of activation is similar to what we
have previously described (Nollet et al., 2011). Indeed, in our former study, assessment of
Fos-expressing orexin neurons was performed at the beginning of the active period,
whereas in the present work, the same analysis was carried out at the end of the inactive
period, when orexinergic activation is normally at its lowest rate (Estabrooke et al., 2001;
Martinez et al., 2002). Then, this result is in line with what is expected for a wake-
promoting peptide (Hagan et al., 1999; Yamanaka et al., 2003), and confirms that
depressive-like state is associated with an increase of orexinergic activation in the DMH-

PFA which is counteracted by antidepressant treatment (Nollet et al., 2011).

We also observed that in non-UCMS mice, the PSD only affected orexin neurons in the
DMH-PFA by increasing their c-fos gene expression. This is in line with previous studies

showing that sleep deprivation increased orexin neurons activation (Estabrooke et al.,
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2001; Modirrousta et al., 2005) even if these studies did not clearly assess the differential
activation of LH and DMH/PFA neurons. Furthermore, it has been shown that REM sleep
deprivation can increase level of OX-A in rats CSF (Pedrazzoli et al., 2004) and increases
the number of orexin immunoreactive neurons in Wistar-Kyoto rats (Allard et al., 2007).
Importantly, these findings corroborate the fact that orexinergic neurons in the DMH-PFA
are particularly involved in the regulation of sleep and wakefulness (Harris and Aston-
Jones, 2006). In the DMH-PFA of non-UCMS mice chronically treated with fluoxetine,
there is no such significant increase of Fos expression in orexin neurons during PSD,
suggesting that modulation of serotoninergic neurotransmission can prevent this PSD-
induced neuronal activation probably via a direct action of serotonin (hyperpolarization) on

orexin neurons through 5-HT14 receptors (Muraki et al., 2004; Kumar et al., 2007).

Furthermore, in UCMS-exposed mice, the PSD dramatically increased the orexinergic
activation in both parts of the hypothalamus, suggesting that UCMS induced deep
alteration of orexinergic sensitivity. In addition, these over-activations were reversed by
chronic fluoxetine treatment. If the effect of fluoxetine in non-UCMS mice can be related to
inhibitory action of serotonin on orexin neurons (Muraki et al., 2004; Kumar et al., 2007),
its effect in UCMS mice could also be the consequence of an overall improvement of
depressive-like state as we have previously demonstrated (Nollet et al.,, 2011). These
results are critical as they do not sustain, regarding the DMH-PFA orexin neurons, the
therapeutic effect of sleep deprivation observed in depressed patients (Wu and Bunney,
1990; Gillin et al., 2001; Ringel and Szuba, 2001). Nevertheless, in the LH, the PSD
specifically increased Fos expression in orexin neurons of UCMS-exposed mice but not in

non-UCMS-exposed ones. Interestingly, this neuronal population has been described to be
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involved in hedonic features that potentiate the activity of the reward system (Harris et al.,
2005; Harris et al., 2007; Aston-Jones et al., 2010). Since symptoms of depression include
anhedonia, this activation following PSD could participate in reinforcing motivation and
pleasurable effects. Indeed, it has been shown in rats that REM sleep deprivation induces
an immediate increase of sucrose intake (Andersen et al.,, 2009). However, further

investigations are needed to confirm this hypothesis.

Finally, since PSD induced an orexinergic activation in non-UCMS mice similar to the one
observed in non-PSD UCMS-exposed mice, it is then possible that the increase of orexin
neurons activation observed in depressive-like states may contribute to their associated
sleep disturbances. Indeed, it has been shown that OX-A central infusion can decrease
REM and non-REM sleep and increase wakefulness (Hagan et al., 1999). Then, the higher
activation of the DMH-PFA orexin neuronal population during mice inactivity period could
be one of the causes of the occurrence of sleep disorders previously described in
depressive-like animals subjected to UCMS, particularly in creating the instability of sleep
cycle (Cheeta et al., 1997; Grgnli et al., 2004). In the same line, another study
demonstrated that the important rate of orexinergic activity system in Zebrafish could be
related to an insomnia-like phenotype (Prober et al., 2006). These findings might therefore
constitute an interesting track to explain the sleep abnormalities observed in most

depressed patients.

In conclusion, this study confirms the involvement of the DMH-PFA orexinergic system in
the regulation of sleep and wakefulness and in depressive-like state, and opens new

perspectives regarding its implication in sleep perturbations often associated with
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depression. Additionally, the increase of orexin neuronal activation following PSD in the
LH, strongly linked to reward system, could be one of the features that participate to the

beneficial effect of sleep deprivation in depressed patients.
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3. Implication fonctionnelle du systeme
orexinergique dans un état dépressif-like

chez la souris

a dépression est généralement associée a une activation excessive

de I'axe du stress (hypothalamo-pituitary-adrenal, HPA) que les

antidépresseurs monoaminergiques peuvent rétablir au travers
d’'un mécanisme dépendant de la neurogenese hippocampique. De
nombreux travaux ont montré que les orexines sont impliqués dans la
physiopathogénie de la dépression, mais le possible lien de causalité
entre le systeme orexinergique et les états dépressifs est encore
largement méconnu.

Nous avons donc étudié ce lien grace au blocage pharmacologique des
récepteurs orexinergiques lors d'un état dépressif-like induit par 9
semaines de stress chronique imprédictible modéré (unpredictable
chronic mild stress, UCMS).

Des souris BALB/c ont été exposées a I'UCMS et traités
quotidiennement pendant 7 semaines avec un inhibiteur de recapture
sélectif de sérotonine (fluoxétine, 20 mg/kg/jour, p.0.) ou un
antagoniste des deux récepteurs orexinergiques (almorexant, 100
mg/kg/jour, p.o.). Les effets de I'UCMS et des traitements
pharmacologiques ont été étudiés a I'aide de mesures de I'état physique
des animaux et de tests comportementaux. Le test de suppression a la
dexaméthasone (DEX) a été réalisé pour vérifier l'intégrité du
rétrocontrole négatif de l'axe HPA. Enfin, différents marqueurs
immunohistochimiques ont été utilisés pour quantifier, au sein de
I’hippocampe dorsal et ventral, la prolifération cellulaire (Ki-67), le
nombre de neurones immatures (doublecortine) et le nombre de
neurones matures (BrdU/NeuN).

Nous avons mis en évidence que 7 semaines de traitements avec la
fluoxétine ou l'almorexant ont été en mesure de contrecarrer les effets
physiques et comportementaux induits par 'UCMS. De plus, les deux
traitements pharmacologiques ont induit un rétablissement du
rétrocontrdle négatif sur 'axe du stress qui avait été préalablement
altéré par I'UCMS. Cependant, seule la fluoxétine a contrecarré la
diminution de la prolifération cellulaire et de la neurogenese dans
I’hippocampe, alors que le traitement avec 'almorexant a, au contraire,
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provoqué une diminution de la prolifération cellulaire et de la
neurogenese dans ’hippocampe ventral.

Dans cette étude, nous démontrons que l'antagoniste des deux
récepteurs orexinergiques, I'almorexant, induit un effet antidépresseur-
like en participant a la restauration du rétrocontrdle négatif sur I'axe
HPA au travers d’'un mécanisme indépendant de la neurogenese.

Ces résultats font l'objet d’'un article en soumission dans Biological
Psychiatry.
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Neurogenesis-independent antidepressant-
like effects of a dual orexin receptor
antagonist in a rodent model of depression
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Abstract

BACKGROUND: Major depression (MD) has been related to dysfunction of the
hypothalamo-pituitary-adrenal (HPA) axis that antidepressants can restore through a
hippocampal neurogenesis dependent mechanism. Growing evidence indicates that
increase of orexin (or hypocretin) signaling is involved in the pathophysiogeny of MD,
but little is known regarding the causal link between orexinergic system and
depressive-like states. Here we investigated this link through the chronic
pharmacological blockade of orexin receptors in the unpredictable chronic mild stress
(UCMS), a rodent model of depression.

METHODS: Balb/c mice were exposed to 9 weeks of UCMS and daily treated from
the third week onward with fluoxetine (20 mg/kg/day, p.o.) or the dual orexin receptor
antagonist almorexant (100 mg/kg/day, p.o.). The effects of UCMS regimen and
pharmacological treatments were assessed by physical measures and behavioral
testing. The dexamethasone (DEX) suppression test was performed to examine the
integrity of the negative feedback of the HPA axis, immunohistochemical markers
were used for assessing cell proliferation (Ki-67), immature newborn neurons
(doublecortin) and mature newborn neurons (BruU/NeuN) in the dorsal and ventral
parts of hippocampus.

RESULTS: Our results showed that 7-weeks of fluoxetine or almorexant treatments
counteract the UCMS-induced physical and behavioral alterations. Both treatments
improve the HPA axis dysregulation caused by UCMS, but only fluoxetine reversed

the UCMS-induced decrease of hippocampal cell proliferation and neurogenesis.
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CONCLUSIONS: We demonstrated that the dual orexin receptor antagonist
almorexant has a robust antidepressant-like effect in restoring the HPA axis negative

feedback through a neurogenesis-independent mechanism.

Keywords

Depression

Orexin/Hypocretin

Antidepressant

Dual orexin/hypocretin receptor antagonist
Hippocampal neurogenesis

Hypothalamic-pituitary-adrenal axis
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Introduction

Major depression (MD), a pathology that can be triggered by chronic psychosocial
stress in vulnerable subjects (Keller et al.,, 2007; El Hage et al., 2009) is
characterized by mood disturbance, anhedonia, sleep abnormalities, weight changes,
and dysregulation of the hypothalamic-pituitary-adrenal HPA axis (Nestler et al.,
2002). Recently, adult hippocampal neurogenesis has been suggested either to
participate in the etiology of depression (Snyder et al., 2011) or to be involved in the
aptitude of antidepressant drugs to elicit a therapeutic response (Santarelli et al.,
2003; Jiang et al., 2005; Airan et al., 2007; Surget et al., 2008; Wang et al., 2008;
David et al.,, 2009; Perera et al.,, 2011). Evidence for this also came from the
observation that currently used antidepressants, but also all putative antidepressants
including CRHL1 or V1b receptor antagonists, induce an increase in hippocampal new
neurons formation (Malberg et al., 2000; Santarelli et al., 2003; Alonso et al., 2004,
Jiang et al., 2005; Airan et al., 2007; Surget et al., 2008; Wang et al., 2008; Perera et
al., 2011). Recently, we have shown that this occurs via the aptitude of
antidepressants to recruit new hippocampal neurons to rescue the HPA axis
regulation defects (Surget et al., 2011), suggesting that restoration of the HPA axis
dysregulation would be sufficient to induce therapeutic effects, even in a context in

which a given treatment would not stimulate hippocampal neurogenesis.

Orexins, also known as hypocretins, are a pair of excitatory neuropeptides called
orexin-A (OX-A) and orexin-B (OX-B) (hypocretin-1 and hypocretin-2), synthesized

from the common precursor prepro-orexin (de Lecea et al., 1998; Sakurai et al.,
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1998). They are produced by a population of neurons located in the dorsomedial
hypothalamus (DMH), perifornical hypothalamic area (PFA) and lateral hypothalamus
(LH), from which they send projections broadly all over the brain (Peyron et al.,
1998). Physiological effects of orexins result from the activation of two G protein-
coupled receptors differentially distributed throughout the brain (Trivedi et al., 1998;
Marcus et al., 2001), orexin receptor 1 and 2 (OXR1 and OXR2), with OX-A showing
equal affinity for both receptors while OX-B demonstrates a higher affinity for OXR2

(Sakurai et al., 1998).

Interestingly, orexins have been implicated in several processes that are
dysregulated in depressive subjects including sleep/wake transitioning (Sakurai et al.,
2010; Cao and Guilleminault, 2011), control of food intake (Cason et al., 2010;
Thompson and Borgland, 2011), reward seeking (Harris et al., 2005; Aston-Jones et
al., 2010), and HPA axis regulation (Spinazzi et al., 2006; Lopez et al., 2010),
suggesting that orexins could be partly involved in the pathophysiology of MD.
Nonetheless, studies that investigated the link between orexinergic system and
depression still report conflicting results, showing either that depressive-like and
depressive states are associated with an overall decrease of orexinergic signaling
(Allard et al., 2004; Brundin et al., 2007; Ito et al., 2008), or an increase of orexin
activity in depressed patients and animal models of depression (Salomon et al.,
2003; Feng et al., 2008; Mikrouli et al., 2011; Nollet et al., 2011; von der Goltz et al.,

2011).

179



Résultats Article 3

To further study the exact role of orexin in depressive-like states, we exposed mice to
the unpredictable chronic mild stress (UCMS), a widely used informative and
naturalistic animal model of depression (Willner, 1997; Cryan and Holmes, 2005;
Sibille et al., 2009; Surget et al., 2009). We then studied the behavioral and
neurobiological effects of a chronic treatment with the dual orexin receptor antagonist
almorexant (Brisbare-Roch et al., 2007), compared to the classical antidepressant
fluoxetine, a selective serotonin reuptake inhibitor (SSRI), with an emphasis on adult
hippocampal neurogenesis and HPA stress axis. Here, we demonstrate that
behavioral disturbances induced by chronic stress exposure are reversed by the dual
orexin receptor antagonist, which improved HPA axis dysregulation through a

neurogenesis-independent mechanism.
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Methods and Materials

Animals

Ninety five BALB/c mice (Centre d’élevage Janvier, Le Genest St-Isle, France), aged
between 6 and 7 weeks at the time of their arrival in the laboratory, were housed in
groups of four per cage under standard conditions (22 £+ 2°C, 40% humidity, inverted
12-hours light-dark cycle with lights off at 9:00 am, food and water ad libitum) for 1
week prior to the beginning of experimental procedures. All experimental procedures
were carried out in strict accordance with the European Communities Council
directive (86/609/EEC) and received the approval of the ethical committee
(agreement # 2011-06-10, Comité d’Ethique en Expérimentation Animale Val de

Loire, CEEAVdL).

Experimental design

Pharmacological treatments
VEH or FLX (20 mg/kg/day, p.o.) or ALM (100 mg/kg/day, p.o.)

| Unpredictable Chronic Mild Stress (UCMS) > R
0 min 0.1mg/kg,ip.)

Weeks . : : : : : : : : : t3omin P Acute stress {forced swim, 6 min)

0o 1 2 3 4 5” 6 7 8 9

Coatstate Coatstate Coatstate Coatstate Coatstate Coatstate Coatstate Coatstate Coatstate Coatstate
+weight  +weight +weight +weight +weight +weight +weight +weight +weight +weight

I
BrdU (2 days, 4 x 75 mg/kg/day, i.p.)

t120 min ¥ Brain collection

Behavioral tests

Figure 1. Schematic representation of the experimental design. Half of the mice were subjected to a
9-weeks Unpredictable Chronic Mild Stress (UCMS mice), whereas the other served as control (hon-
UCMS mice). After two weeks of UCMS, each group received daily administration of vehicle (VEH,
Methocel (Sigma) 10 ml/kg/day), fluoxetine (FLX, 20 mg/kg/day) or almorexant (ALM, 100 mg/kg/day)
per os (p.o.) until the end of the experiment. The coat state and the body weight were assessed
weekly by an experimenter blind to the treatment. On the eighth week, behavioral tests (actimeter, tail
suspension test, resident-intruder test, elevated plus maze and novelty-suppressed feeding test) were
carried out. At the end of the UCMS regimen, mice were exposed to the dexamethasone (DEX)
suppression test followed by acute stress (forced swim) before blood and brain collection for
radioimmunoassay and immunohistochemical analyses respectively.
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Unpredictable chronic mild stress (UCMS) regimen used in this study has been
previously presented in detail (Nollet et al., 2011) and is a variant of chronic mild
stress procedures described by Willner in rats (Willner, 1997). Briefly, mice were daily
subjected to various socio-environmental low intensity stressors according to an
unpredictable schedule for a total period of 9 weeks (Figure 1). Pharmacological
treatment started two weeks after the beginning of the UCMS protocol, and was
always maintained until the end of the experiment. Body weight and coat state (high
score indicates a coat is in poor condition) were assessed weekly as markers of the
progression of the UCMS-evoked syndrome. Behavioral tests were performed in
week 9 (n = 14-19 mice/group), at least 18 hours after last treatment. To label
newborn adult cells in the dentate gyrus (DG), the thymidine analogous 5-bromo-2’-
deoxyuridine (BrdU, B5002, Sigma-Aldrich) was injected intraperitoneally (i.p.) 4
weeks before intracardiac perfusions (4 injections of 75 mg/kg every 2 hours, during
2 days). At the end of the UCMS protocol, all mice were subjected to dexamethasone

suppression test 2 hours before being perfused.

Drugs

The SSRI fluoxetine-HCI (Sequoia Research Products, Pangbourne, UK) and the
dual orexin receptor antagonist almorexant (ACT-078573-hydrochloride, Actelion
Pharmaceuticals, Switzerland) were dissolved in 0.2 % methyl-cellulose (Methocel,
64620, Sigma-Aldrich) water solution. Non-UCMS and UCMS mice daily received per
0os (p.o., 10 ml/kg/day) freshly prepared vehicle (VEH, 0.2 % methyl-cellulose),

fluoxetine (FLX, 20 mg/kg/day), or almorexant (ALM, 100 mg/kg/day). Oral drug
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administrations were made between 1:00 pm and 3:00 pm, irrespective of the stress

schedule.

Behavioral testing
A brief description of the behavioral tests is presented here. For a full and detailed

description, please refer to the Supplement 1.

Basal locomotor activity

An actimeter was used 2 hours (afternoon, i.e. during the dark phase of the cycle), 10
hours (night, i.e. during the light phase of the cycle) and 18 hours (morning, i.e. at the
beginning of the dark phase) after drug administration to assess the long-lasting
effects of UCMS and pharmacological treatments on basal locomotor activity of mice
in their home cage. Locomotor activity was measured during 2 hours for each time

point.

Resident-intruder test

The resident-intruder (R-1) test was performed as previously described (Nollet et al.,
2011) and allows to measure the agonistic behavior of mice. The latency of the first
attack and the number of attack(s) (data not shown) were measured over a 6-min
period. Depressive-like animals are more agonistic and likely to attack more often

and sooner than non-stressed animals (Mineur et al., 2003).
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Tail suspension test

As previously described (Steru et al., 1985), mice were suspended by the tail using
adhesive tape to a rod 60 cm above the floor. The trials were conducted for a period
of 6 min and were video recorded. The behavioral measure was the duration of

immobility, interpreted as behavioral despair.

Novelty-suppressed feeding test

The novelty-suppressed feeding (NSF) test used in this study has been formerly
described (Surget et al., 2008). Fasted mice were placed in a corner of a square
arena where a single pellet of food was placed on a white paper positioned in the box
center. The latency to manifestly chew the pellet was recorded within a 3-min period.
This test induced a conflicting motivation between the drive to eat the food pellet and

the fear of venturing into the arena.

Elevated plus maze

The elevated plus maze (EPM) consists in a plus-cross-shaped maze, elevated from
the floor, with two opposite enclosed arms and two others opened and brightly lit.
Mice were placed in the center area facing one of the closed arms and their
movements and time spent in the different arms were analyzed for 5 min. The time

spent in the open arms is associated with a reduction of anxiety.

Dexamethasone suppression test
To assess the effects of UCMS and treatments on the HPA axis negative feedback,

the glucocorticoid receptor agonist dexamethasone-phosphate (D-1759, Sigma-
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Aldrich) was used to carry out a dexamethasone (DEX) suppression test. For this
purpose, all mice were intraperitoneally injected with either DEX (0.1 mg/kg in 0.9 %
NaCl, n =5 mice/group) or saline (0.9% NaCl, n = 5 mice/group). Thirty minutes later,
mice were subjected to an acute stressor (forced swim) for 6 minutes. Then, 90
minutes later (i.e. 120 minutes after DEX injection), mice were deeply anesthetized
with sodium pentobarbital (40 mg/kg, i.p.), transcardially perfused and their brains
were collected for immunohistochemical analyses of Fos expression in the PVN.
Blood was also collected for plasma corticosterone level analyses. Plasma was

separated and stored at -20°C until radioimmunoassay.

Quantification of corticosterone levels

Plasma was analyzed for total corticosterone levels using a *I-labeled
corticosterone double-antibody radioimmunoassay kit (MP Biomedicals, NY)
according to the manufacturer's protocol. To avoid inter-assay variability, all the
samples were run in a single assay. Percentages of plasma corticosterone level's
suppression induced by DEX injection were calculated taking the mean level of
plasmatic corticosterone in animals of corresponding group treated with saline

solution.

Immunohistochemistry

Several immunohistochemical staining were performed in order to assess the
neuronal activity (c-Fos protein) within the PVN of the hypothalamus, the cell
proliferation (Ki67 protein) and the neurogenesis (immature newborn neurons with

doublecortin staining and mature new neurons with BrdU+NeuN double staining) in
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the dentate gyrus of hippocampus (Figure 2, full details are provided in Supplement

1).

Figure 2. Examples of immunohistochemical analyses performed in this study. Neurogenesis (A, B, C,
D) in the hippocampus was assessed by immunohistochemical staining to detect BrdU positive cells
(A), neurons in the CGL stained with NeuN (B) and colocalization of BrdU with NeuN (C) (white arrow
indicate BrdU/NeuN positive cell) in order to detect newborn mature neurons (4 weeks old).
Immunohistochemical marker doublecortin was applied to quantify immature neurons (D). Cellular
proliferation in the dentate gyrus of hippocampus was measured using Ki-67 protein marker in
presence of cresyl violet counterstaining (E). Finally, single-labeled Fos-immunoreactive neurons were
counted in the parvocellular nuclei oh the paraventricular hypothalamus to assess the reactivity of the
negative feeback of the HPA axis through the dexamethasone (DEX) suppression test. Magnification
bars, 50 um (A, B, C, D, and E), 100 um (F).

Image analyses and cell quantification

Activity of hypothalamic nuclei related to HPA axis activity was assessed by analysis
of Fos-labeled neurons in the parvocellular nuclei of the PVN whose axons are
known to release CRH. The nomenclature and nuclei boundaries used were those
defined by Franklin and Paxinos’s mouse brain atlas (Franklin and Paxinos, 2008).
Hippocampal cell proliferation and neurogenesis were assessed by analysis of Ki67-

labeled (cell proliferation), DCX-labeled (newborn immature neurons) and
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BrdU/NeuN-labeled (newborn mature neurons) cells in the granular cell layer (GCL).
As dorsal and ventral parts of the hippocampus do not share the same afferences
and efferences (Fanselow and Dong, 2010) and the fact that the ventral part is
known to regulate the HPA axis through polysynaptic neuronal circuit towards the
PVN (Mizoguchi et al., 2003; Herman et al., 2005; Ulrich-Lai and Herman, 2009), cell
proliferation and neurogenesis were examined separately in the dorsal, intermediate
and ventral parts of the hippocampus (Franklin and Paxinos, 2008). In this study,
since results for dorsal and intermediate hippocampus are identical, only
comparisons between dorsal and ventral parts are presented here (results for the
intermediate part are presented in Figure 1 of the Supplement 3). Full explanation of

image analyses and cell quantification are available in Supplement 1.

Statistics

Considering that relatively small sample sizes were used (n < 19 mice/group for
behavioral analysis and n < 8 mice/group for neurobiological analysis) and that
assumptions for parametric statistics could not be ensured (normality and
homoscedasticity), data were analyzed using the non-parametric Kruskal-Wallis
“‘“ANOVA by ranks” H-test. Significant effects (i.e., p < 0.05) were followed up with
post-hoc Mann-Whitney U-tests with Holm-Bonferroni correction when appropriate
(Aickin and Gensler, 1996). The Holm-Bonferroni method was not applied for DEX
suppression test analysis due to the small sample size (n = 5 mice/group). p-values
that are indicated in the Results section always derived from the between-groups

comparisons using the Kruskal-Wallis H-test while p-values resulting from post-hoc
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comparisons are indicated in the figures. All data are expressed as mean * standard

error of the mean (SEM), and the sample sizes are provided in the figure legends.
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Results

Chronic stress induces physical and behavioral disruptions reversed by 7-

weeks treatment with almorexant and fluoxetine
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Figure 3. Effects of the Unpredictable Chronic Mild Stress (UCMS) and 7-weeks treatment with
fluoxetine (20 mg/kg/day, p.o.) or almorexant (100 mg/kg/day, p.o.) on the coat state, the body weight
and the locomotor activity. (A) The UCMS induced a significant deterioration of the coat state, as
demonstrated by increasing coat state scores, from the week 1 until the end of the UCMS protocol
(non-UCMS/VEH group versus UCMS/VEH group, *** p < 0.001). Drug treatments initiated in the
beginning of the third week of the UCMS exposure reversed this deterioration after 3 weeks treatment
(UCMS/VEH group versus goo UCMS/FLX or # UCMS/ALM groups, p < 0.001 and p < 0.05
respectively). No significant difference was observed between the non-UCMS groups. (B) A gradual
increase of body weight was observed during the 9 weeks of UCMS without effects of chronic stress or
FLX treatment, but with significant differences at the end of the experiment. ALM-treated mice
presented slower weight gain in both non-UCMS mice (non-UCMS/ALM group versus & non-
UCMS/VEH or =aa non-UCMS/FLX groups, p < 0.05 or p < 0.01) and in UCMS mice (UCMS/ALM
group versus # UCMS/VEH or ## UCMS/FLX groups, p < 0.05 or p < 0.01). (C) ALM induced a
decrease of locomotor activity only two hours after administration in non-UCMS mice (non-UCMS/ALM
group versus ooa non-UCMS/VEH or oo non-UCMS/FLX groups, p < 0.01) and in UCMS mice
(UCMS/ALM group versus ## UCMS/VEH or # UCMS/FLX groups, p < 0.01). In addition, this ALM-
induced decrease of locomotor activity was greater in unstressed animals (non-UCMS/ALM versus
UCMS/ALM, * p < 0.05). Data represents mean £ SEM; one symbol p < 0.05, two symbols p < 0.01,
three symbols p < 0.001; n = 14-19 mice/group.

We first assessed the effects of chronic administration of ALM and FLX on physical
state and behavior in mice subjected to 9-weeks UCMS or maintained under non-
stressful conditions (non-UCMS mice).

UCMS induced a gradual deterioration of the coat state that appeared after 1 week of
stress, whereas no degradation was observed in non-UCMS mice (Figure 3A).
Interestingly, in contrast to UCMS/VEH mice whose physical state worsened until the
end of the UCMS procedure, chronic administration of FLX or ALM improved coat
state that reached significance after 3 weeks of treatments (Figure 3A; Table 1 in
Supplement 2). A gradual increase of body weight was observed during the 9 weeks
of UCMS (Figure 3B). Although no effect of UCMS or chronic FLX treatment was
noticed, chronic ALM administration significantly reduced the weight gain as it can be
seen at the end of UCMS regimen (p < 0.001; Figure 3C).

Locomotor activity was neither affected by UCMS or treatments 18 hours after the
last oral administration (at the time of the behavioral test), nor 10 hours after (Figure

3D). Nevertheless, 2 hours after administration of treatments, ALM significantly
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decreased the locomotor activity of mice in both UCMS and non-UCMS groups (p <

0.001; Figure 3E).
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Figure 4. Effects of the Unpredictable Chronic Mild Stress (UCMS) and 7-weeks treatment with
fluoxetine (FLX, 20 mg/kg/day, p.0.) or almorexant (ALM, 100 mg/kg/day, p.o.) on behaviors. (A) The
UCMS increased the time of immobility in the Tail Suspension Test (TST) (hon-UCMS/VEH versus
UCMS/VEH groups, p < 0.001), while pharmacological treatments decreased this alteration
(UCMS/VEH group versus UCMS/FLX or UCMS/ALM groups, p < 0.001). Pharmacological treatments
also reduced the time of immobility in non-UCMS mice (non-UCMS/VEH group versus mxa non-
UCMS/FLX or oo non-UCMS/ALM groups, p < 0.001 and p < 0.01 respectively). Furthermore,
significant difference was also observed between UCMS/FLX versus UCMS/ALM groups (## p <
0.01). (B) The UCMS decreased the attack latency in the Resident-Intruder (R-1) test (non-UCMS/VEH
group versus UCMS/VEH group, p < 0.001), whereas pharmacological treatments reversed this
agonistic behavior (UCMS/VEH group versus aa UCMS/FLX or @ UCMS/ALM groups, p < 0.01 and p
< 0.05 respectively). (C) The UCMS decreased the time spent in open arms (hon-UCMS/VEH group
versus UCMS/VEH group, p < 0.001), while pharmacological treatments reversed this UCMS-induced
effect (UCMS/VEH group versus UCMS/FLX or UCMS/ALM groups, p < 0.001). In addition, FLX also
increased the time spent in open arms in non-UCMS mice (non-UCMS/FLX group versus & non-
UCMS/VEH or @ non-UCMS/ALM groups, p < 0.05). (D) The UCMS induced an increase of the latency
to eat the pellet (non-UCMS/VEH group versus UCMS/VEH group, p < 0.01), whereas FLX reversed
this alteration (UCMS/VEH group versus UCMS/FLX group, p < 0.05). However, ALM seemed to
increase the latency to eat the pellet (non-UCMS/ALM group versus & non-UCMS/VEH or o non-
UCMS/FLX groups, p < 0.05). Data represents mean + SEM; one symbol p < 0.05, two symbols p <
0.01, three symbols p < 0.001; n = 14-19 mice/group.
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The UCMS also induced behavioral alterations that have been consistently reversed
by pharmacological treatments (except in the NSF test for ALM-treated mice).
Importantly, none of these alterations were due to changes in locomotor activity,
since behavioral tests were carried out at a time point at which no change in
locomotion can be observed (at least 18 hours after the last oral drug administration).
In the TST, UCMS induced an increase of immobility, whereas FLX and ALM
treatments reduced this immobility in both UCMS and non-UCMS mice (p < 0.001;
Figure 4A). Furthermore, in the R-I test, a decrease of attack latency was observed in
UCMS/VEH mice, reversed by FLX and ALM treatments (p < 0.001; Figure 4B). No
effect of treatments was observed in non-UCMS mice. Moreover, in the EPM, UCMS
reduced the time spent in open arms, reversed by FLX and ALM treatments, while
FLX also increased the time spent in open arms in non-UCMS mice (p < 0.001;
Figure 4C). Finally, in the NSF test, UCMS increased the latency to eat, reversed by
FLX treatment (p < 0.001; Figure 4D). No effect of FLX was observed in non-UCMS
mice. Nevertheless, ALM did not reverse behavioral alteration induced by UCMS,
since this treatment significantly increases the latency to eat the pellet in non-UCMS
group. However, when returned to their home cage, mice did not display any
difference in the latency to smell the pellet or in the food consumption 5 min after the

test (data not shown).
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UCMS-induced disruption of HPA negative feedback is restored by almorexant

and fluoxetine
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Figure 5. Effects of the Unpredictable Chronic Mild Stress (UCMS) and 7-weeks treatment with
fluoxetine (FLX, 20 mg/kg/day, p.o.) or almorexant (ALM, 100 mg/kg/day, p.o.) on the integrity of the
HPA axis negative feedback assessed by dexamethasone (DEX) suppression test. (A) The UCMS
induced a decrease of the DEX-induced suppression of plasmatic corticosterone (CORT) (non-
UCMS/VEH group versus UCMS/VEH group, p < 0.01), whereas FLX and ALM treatments reversed
this alteration (UCMS/VEH group versus aa UCMS/FLX or aa UCMS/ALM groups, p < 0.01). (B) The
UCMS also decreased the DEX-induced suppression of Fos-immunoreactive neurons in the
parvocellular nuclei of the PVN (non-UCMS/VEH group versus UCMS/VEH group, p < 0.01), while
both pharmacological treatments counteract this alteration (UCMS/VEH versus oo UCMS/FLX or o
UCMS/ALM groups, p < 0.01 or p < 0.05). Data represent mean = SEM; one symbol p < 0.05, two
symbols p < 0.01, three symbols p < 0.001; n = 5 mice/group.

As depressive states are often associated with hyperactivity of HPA axis that can be
reversed by antidepressants (Ising et al., 2007), we then examined the integrity of the
negative feedback of the HPA axis through the DEX suppression test following
UCMS and chronic pharmacological treatments. In this test, the administration of the
glucocorticoid receptor agonist DEX-phosphate (0.1 mg/kg, i.p.) is known to
decrease the plasmatic corticosterone level and to attenuate or suppress the
activation of the PVN parvocellular nuclei through the activation of the negative
feedback when it is undamaged.

We found that UCMS dampened the effectiveness of the negative feedback loop of

HPA axis regarding plasmatic corticosterone concentration and Fos-expressing
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neurons in the parvocellular nuclei of the PVN, effects that were reversed by both
pharmacological treatments. Indeed, the percentage of suppression induced by DEX
injection was strikingly decreased by UCMS (non-UCMS/VEH mice ~ 55 % versus
UCMS/VEH mice ~ 7 %), and this effect was reversed after chronic FLX (~ 52 %) and
ALM (~ 51 %) treatments (p < 0.01; Figure 5A). The percentage of Fos-positive
neurons in the PVN was also reduced following the UCMS (non-UCMS/VEH mice ~
42 % versus UCMS/VEH mice ~ 6 %), whereas FLX (~ 39 %) and ALM (~ 32 %)
treatments restored the Fos activation of PVN neurons (p < 0.01; Figure 5B).
Importantly, no significant effect of UCMS or treatments on plasma corticosterone
level or Fos expression in the parvocellular nuclei of the PVN in non-UCMS mice

receiving saline solution was noticed (data not shown).

Decrease of hippocampal cell proliferation and neurogenesis induced by
chronic stress is reversed by fluoxetine but not by almorexant

Since antidepressant drugs require or modulate hippocampal cell proliferation or
neurogenesis (Santarelli et al., 2003; Surget et al., 2008; Surget et al., 2011), we
thus studied the ability of chronically administrated ALM and FLX to modulate
hippocampal cell proliferation and neurogenesis in UCMS and non-UCMS subjected

mice.
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Figure 6. Effects of the Unpredictable Chronic Mild Stress (UCMS) and 7-weeks treatment with
fluoxetine (FLX, 20 mg/kg/day, p.o.) or almorexant (ALM, 100 mg/kg/day, p.0.) on the cell proliferation
in the dorsal and ventral part of hippocampus assessed by the number of Ki67-positive cells per mm?
of the Granule Cell Layer (GCL). (A) In the dorsal hippocampus, the UCMS induced a significant
decrease of cell proliferation (Non-UCMS/VEH versus UCMS/VEH groups, p < 0.01), reversed by FLX
(UCMS/VEH versus UCMS/FLX groups, p < 0.01) but not by ALM (UCMS/FLX versus UCMS/ALM
groups, p < 0.01). Significant differences were also observed between non-UCMS/FLX versus
UCMS/FLX groups (oo p < 0.01), and between non-UCMS/ALM versus UCMS/ALM groups (## p <
0.01). (B) In the ventral hippocampus, the UCMS also decreased the cell proliferation (non-
UCMS/VEH versus UCMS/VEH groups, p < 0.01), whereas FLX treatment reversed this alteration
(UCMS/VEH versus UCMS/FLX groups, p < 0.01) without any effect of ALM (UCMS/FLX versus
UCMS/ALM groups, p < 0.01). FLX treatment exhibited an effect only in UCMS-subjected animals
(non-UCMS/FLX versus UCMS/FLX groups, aa p < 0.01). Furthermore, ALM treatment reduced the
ventral hippocampal cell proliferation (non-UCMS/VEH and non-UCMS/FLX groups versus ## non-
UCMS/ALM group, p < 0.01). Data represent mean + SEM; one symbol p < 0.05, two symbols p <
0.01, three symbols p < 0.001; n = 8 mice/group.

For this purpose, we first assessed UCMS and treatments effects on hippocampal
cell proliferation using Ki67 protein marker. We observed that UCMS induced a
decrease of Ki67-positive cell density in the dorsal hippocampus (~ -46 %, non-
UCMS/vehicle versus UCMS/vehicle, p < 0.001; Figure 6A), and a more important
decrease in the ventral part of hippocampus (~ -63 %, non-UCMS/vehicle versus
UCMS/vehicle, p < 0.001; Figure 6B). These disruptions were reversed by FLX
treatment in both parts of the DG. UCMS/FLX mice exhibited a significantly higher
Ki67-positive cell density than in non-UCMS/FLX group, with no effect of FLX in the
non-UCMS group, suggesting that FLX increase cell proliferation only in stressed

mice. Interestingly, in addition to the absence of increasing Ki67-positive cell density
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in both parts of the hippocampus following chronic ALM treatment in UCMS mice, this
dual orexinergic receptor antagonist even decreased Ki67-positive cell density in the
ventral hippocampus in non-UCMS animals (~ -61 %, non-UCMS/vehicle versus non-

UCMS/almorexant, p < 0.001; Figure 6B).
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Figure 7. Effects of the Unpredictable Chronic Mild Stress (UCMS) and 7-weeks treatment with
fluoxetine (FLX, 20 mg/kg/day, p.o.) or almorexant (ALM, 100 mg/kg/day, p.o.) on the generation of
immature neurons assessed by the number of DCX-positive cells per mm? of the Granule Cell Layer
(GCL). (A) In the dorsal part of hippocampus, the UCMS induced a decrease of immature neurons
genesis (non-UCMS/VEH group versus UCMS/VEH group, p < 0.01), while treatment with FLX
counteract this reduction (UCMS/VEH group versus UCMS/FLX group, p < 0.01). No effect of ALM
was noticed in stressed mice (UCMS/FLX group versus UCMS/ALM group, p < 0.01). A significant
difference was also observed between non-UCMS/ALM group versus UCMS/ALM group (2 p < 0.05).
(B) In the ventral hippocampus, the UCMS decreased the immature neurons immunoreactivity (non-
UCMS/VEH group versus UCMS/VEH group, p <0.01), which was reversed by FLX (UCMS/VEH
group versus UCMS/FLX, p < 0.01). Concerning ALM treatment, in addition to of the absence of
treatment effect in UCMS group (UCMS/FLX group versus UCMS/ALM group, p < 0.01), this
orexinergic antagonist decreased ventral hippocampal neurogenesis in non-UCMS mice (hon-
UCMS/VEH group or non-UCMS/FLX group versus gz non-UCMS/ALM group, p < 0.01). Data
represent mean + SEM; one symbol p < 0.05, two symbols p < 0.01, three symbols p < 0.001; n =8
mice/group.

We then focused on the newborn immature neurons by assessing the density of
DCX-expressing cells in the DG. We found that UCMS decreased hippocampal DCX-
positive cell density in the dorsal hippocampus (~ -35 %, non-UCMS/vehicle versus
UCMS/vehicle, p < 0.001; Figure 7A), and even more in ventral hippocampus (~ -56
%, non-UCMS/vehicle versus UCMS/vehicle, p < 0.001; Figure 7B). FLX treatment

clearly reversed this disruption, while no increase of DCX-positive cell density was
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seen in ALM-treated UCMS or non-UCMS mice. Furthermore, in the ventral
hippocampus, non-UCMS mice chronically treated with ALM had a decrease of DCX-
positive cell density (~ -41 %, non-UCMS/vehicle versus non-UCMS/almorexant, p <

0.001; Figure 7B).
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Figure 8. Effects of the Unpredictable Chronic Mild Stress (UCMS) and 7-weeks treatment with
fluoxetine (FLX, 20 mg/kg/day, p.o.) or almorexant (ALM, 100 mg/kg/day, p.o.) on the density of
mature neurons (4 weeks old) assessed by the number of NeuN-positive cells expressing BrdU
marker per mm?® of the Granule Cell Layer (GCL). (A) In the dorsal hippocampus, the UCMS
decreased the density of mature neurons (non-UCMS/VEH group versus UCMS/VEH group, p < 0.01),
whereas FLX treatment reversed this alteration (UCMS/VEH group versus UCMS/FLX group, p <
0.01). While no effect of ALM was observed (UCMS/FLX group versus UCMS/ALM group, p < 0.01),
FLX increased the proportion of mature neurons in non-UCMS mice (non-UCMS/FLX group versus aa
non-UCMS/VEH or oo non-UCMS/ALM or & UCMS/FLX groups, p < 0.01 or p < 0.05). A significant
difference was also observed between non-UCMS/ALM group versus UCMS/ALM group (## p < 0.01).
(B) In the ventral part of hippocampus, a UCMS-induced decrease of the density of mature neurons
was noticed (non-UCMS/VEH group versus UCMS/VEH group, p <0.01), reversed by FLX
(UCMS/VEH group versus UCMS/FLX, p < 0.01) but not by ALM (UCMS/FLX group versus
UCMS/ALM group, p < 0.01). Furthermore, the treatment with ALM decreased the neurogenesis in the
ventral hippocampus (## non-UCMS/VEH group versus non-UCMS/ALM group, p < 0.01), while the
UCMS further reduced the number of mature neurons (## UCMS/ALM group versus non-UCMS/ALM
group, p < 0.01). FLX treatment also increased neurogenesis in non-UCMS mice (nhon-UCMS/FLX
group versus aa non-UCMS/VEH or aa non-UCMS/ALM or sUCMS/FLX groups, p < 0.01 or p < 0.05).
Data represent mean £ SEM; one symbol p < 0.05, two symbols p < 0.01, three symbols p < 0.001; n
= 8 mice/group.

Finally, we examined the adult newborn neurons through double-labeled cells with
the neuronal marker NeuN and the cellular division marker BrdU (injected 4 weeks
before sacrifice). We observed that UCMS decreased hippocampal BrdU/NeuN-

positive cell density in the dorsal (~ -73 %, non-UCMS/vehicle versus UCMS/vehicle,
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p < 0.001; Figure 8A) and especially in the ventral part of hippocampus (~ -86 %,
non-UCMS/vehicle versus UCMS/vehicle, p < 0.001; Figure 8B), counteracted by
FLX treatment, but not by ALM treatment. This latter treatment also specifically
decreased the density of BrdU/NeuN-positive neurons in the ventral hippocampus in
non-UCMS mice (~ -51 %, non-UCMS/vehicle versus non-UCMS/almorexant, p <
0.001; Figure 8B). In addition, we found that in non-UCMS mice, FLX significantly
increased the proportion of mature neurons compared with other non-stressed
animals.

To summarize, ALM treatment was unable to counteract the UCMS effects on cell
proliferation and neurogenesis in the entire DG, and even decreased these two

phenomenons in the ventral hippocampus.
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Discussion

From the first studies that report a putative link between orexins and MD, there has
been little progress in understanding the importance of such neuropeptidergic system
in depressive-like and anxiety states. Indeed, the involvement of orexinergic system
in depressive-like and depressive states gave rise to conflicting results regarding
preclinical and clinical studies, balancing between hypoactivity (Taheri et al., 2001,
Allard et al., 2004; Brundin et al., 2007; Ito et al., 2008), or hyperactivity of
orexinergic signaling system (Salomon et al., 2003; Feng et al., 2007; Feng et al.,
2008; Mikrouli et al., 2011; von der Goltz et al., 2011). It has also been shown that
i.c.v. administration or amygdalar infusion of OX-A induces anxiety behaviors (Suzuki
et al., 2005; Avolio et al., 2011). Furthermore, Johnson and collaborators have
recently shown that orexin neurons, especially in the DMH-PFA, are necessary for
the occurrence of anxiety-like behavior in panic-prone rats since silencing
hypothalamic OX gene (Hcrt) or i.p. pre-treatment with OXR1 antagonists blocks the
panic responses (Johnson et al., 2010). In line with these latter results, we recently
reported that UCMS-subjected mice exhibited an increase of neuronal activation in
the DMH-PFA orexinergic neurons compared to LH orexinergic neurons and that this

effect was reversed by chronic fluoxetine treatment (Nollet et al., 2011).

In this study, our findings demonstrate for the first time a clear involvement of orexin
signaling in depressive states. One of our meaningful outcomes is the robust physical
and behavioral antidepressant-like effects of the dual orexin receptor antagonist

almorexant. The UCMS procedure induced a depressive-like state in mice regarding
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their physical condition, with a clear deterioration of coat state. Chronic fluoxetine
treatment reversed this deterioration, corresponding to previous works conducted in
our laboratory (Santarelli et al., 2003; Surget et al., 2008; Surget et al., 2009; Nollet
et al., 2011). In a similar way, chronic treatment with almorexant also reversed the
UCMS-induced worsening of the coat state. Additionally, we found a regular increase
of body weight during the entire protocol, while almorexant slackened the weight
gain, corresponding to the decrease of food-intake following orexinergic system
blockage by antagonists, since orexins are known to be involved in food and drug
reward (Cason et al., 2010). Concerning behavior, the UCMS regimen leaded to an
increase of agonistic behavior in the R-I test, of despair behavior in the TST, and of
anxiety in the EPM and the NSF test. These behavioral alterations were totally
reversed by chronic treatment with fluoxetine in accordance with previous studies
(Kurt et al., 2000; Surget et al., 2008; Surget et al., 2009; Nollet et al., 2011) and
more interestingly, similar effects were also observed following chronic treatment with
almorexant with one exception for the NSF test. Indeed, chronic almorexant
treatment increased the latency to eat the pellet in both non-stressed and stressed
mice. This effect could be attributed to a decreased motivation to eat in a novel
environment rather than a specific anorexigenic effect of the antagonist, since no
difference in the food consumption 5 minutes after the test was observed when mice
returned to their home cages. In addition, fluoxetine and almorexant treatments
exerted an effect in non-UCMS animals in the TST, accordingly with what is generally
observed when the TST is used as a bioassay for screening antidepressants drugs
(Kulkarni and Dhir, 2007), and also with what we have previously described in non-

stressed mice chronically treated with almorexant (Nollet et al., 2011).
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Since the restoration of the stress-induced HPA axis dysregulation have been linked
to the beneficial effects of antidepressant, we assessed the effect of chronic
almorexant treatment on the putative UCMS-induced disruption of the HPA axis
negative feedback loop through the DEX suppression test. Our findings show that
chronic stress induced a dysregulation of HPA axis through the decrease of the
response following the DEX suppression test. Both plasma corticosterone levels in
stressed animals and the Fos expression in parvocellular neurons of the PVN
indicated a strong decrease of the negative feedback regulation of the HPA axis. This
negative feedback control was restored after fluoxetine or almorexant chronic
treatments, suggesting that antidepressant effects obtained after both treatments
could be linked to the restoration of a normal and functional negative feedback loop
on HPA axis. These results corroborate the fact that, in most depressed patients with
altered HPA axis negative feedback, remission and decreased risk of relapse are
associated with the improvement of HPA axis functioning (Holsboer-Trachsler et al.,
1991; Appelhof et al., 2006; Kunugi et al., 2006; Ising et al., 2007). Here, we have
demonstrated that almorexant restored UCMS-induced HPA negative feedback
disruption, sustaining the interaction between the PVN and the orexinergic system
which are strongly linked with reciprocal innervations (Winsky-Sommerer et al., 2004;
Winsky-Sommerer et al.,, 2005; Spinazzi et al., 2006). Moreover, orexin receptor 2
(OXR2) is abundant in the PVN (Trivedi et al., 1998; Marcus et al., 2001), and it has
been shown that i.c.v. injection of selective OXR2 antagonist attenuates OX-A-
induced increase of adrenocorticotropic hormone (ACTH) level in rats (Chang et al.,

2007). Then, the mechanism through which the dual orexin receptor antagonist
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almorexant restored the negative feedback on the HPA axis could be mediated by
this OXR2 of neurons located in the PVN.

In the present study, we found that chronic stress suppressed cell proliferation (Ki67-
expressing cells) and neurogenesis (DCX- and BrdU/NeuN-labeled cells), confirming
previous reports (Czeh et al., 2001; Pham et al., 2003; Mineur et al., 2007).
Furthermore, this suppression affected more specifically the ventral part of
hippocampus, which strengthen evidences linking this region to stress and emotions
(Fanselow and Dong, 2010). Additionally, in accordance with what have been
formerly shown, chronic fluoxetine treatment reversed the UCMS-induced
hippocampal cell proliferation and neurogenesis suppression (Malberg et al., 2000;
Santarelli et al., 2003; Surget et al., 2008; Surget et al., 2011). Furthermore, while no
effect of fluoxetine was observed in non-stressed mice regarding cell expressing
immature neuronal marker doublecortin, these non-stressed animals treated with
fluoxetine exhibited a significant increase of mature neurons (4-week old) stained
with BrdU/NeuN markers. This suggests that fluoxetine treatment is able to
accelerate the maturation of new neurons in non-stressed animals (Wang et al.,
2008; Perera et al., 2011), without increasing cell proliferation (Ki67-labeled cells) or

immature neurons density (DCX-expressing cells).

In our study, chronic treatment with the dual orexin receptor antagonist almorexant
neither did increase hippocampal cell proliferation nor neurogenesis. This result
could be linked to the fact that, on the opposite, OX-A infusion increases cell
proliferation (probably through the release of the neuropeptide Y) without affecting

the percentage of DCX-positive cells (Ito et al., 2008). This is critical as it has been
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shown that hippocampal neurogenesis is not required for the reversal of the
behavioral and physical disruptions of UCMS by compounds targeting directly the
HPA stress axis response (CRF1 or Vasopressinlb antagonists) (Surget et al.,
2008). Intriguingly, the blockade of orexinergic system even reduced cell proliferation
and neurogenesis specifically in the ventral part of the hippocampus, without
inducing depressive-like states per se, in line with several (but not all, (Snyder et al.,
2011)) studies where no induced-depressive-like phenotypes have been observed in
hippocampal neurogenesis ablated mice (Santarelli et al., 2003; Surget et al., 2008;
Surget et al.,, 2011). Considering that the ventral hippocampus is more related to
emotional states and stress responses than its dorsal part, this result reinforces the
idea that orexins play a central role in regulating emotional states and psychological
stress (Furlong et al., 2009). Nevertheless, additional investigations will be necessary

to fully understand this process.

In this study, the antidepressant-like effect underpinned by orexinergic system was
obtained by blocking undifferentially both orexin receptors. Nevertheless, a
differential role of orexin receptors in depression has also been underlined by recent
researches. Deletion of OXR1 in mice have no effect in behavioral tests for anxiety,
but OXR1 knockout mice exhibited reduced depression-like behaviors, confirmed by
injection of a selective OXR1 antagonist (Scott et al., 2011). In contrast, OXR2-null
mice exhibit an increase of depression-like behaviors, without changes of anxiety
responses in behavioral tests (Scott et al., 2011). Interestingly, we have shown by
western blot analysis that OXR2 expression was higher in ventral hippocampus

compared to OXR1, and that UCMS induced a decrease of OXR2 expression in this
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area, without any effect of fluoxetine treatment (Nollet et al., 2011).These results

indicate the need for further studies to dissect the exact role of each orexin receptor.

Taken together, our findings open new perspectives regarding the implication of the
orexinergic system in depression. The fact that the dual orexin receptor antagonist
almorexant reinstates glucocorticoid feedback inhibition likely through the direct
modulation of the PVN, the main central regulator of the stress axis and
independently to the restoration of the hippocampal cell proliferation and
neurogenesis, strongly suggests that orexinergic system plays a significant role in

depressive disorders.
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Supplement 1

Experimental design

Unpredictable chronic mild stress (UCMS) regimen used in this study has been
previously presented in detail (Nollet et al., 2011) and is a variant of chronic mild
stress procedures described by Willner in rats (Willner, 1997). Briefly, mice were daily
subjected to various socio-environmental low intensity stressors according to an
unpredictable schedule for a total period of 9 weeks (Figure 1). UCMS-subjected
mice were maintained under standard laboratory conditions but were isolated in
individual cages (24 cm x 11 cm x 12 cm), while non-stressed controls (non-UCMS
mice) were group-housed (n = 4 mice/cage) in standard laboratory cages (42 cm x 27
cm x 16 cm) with shelters and tubes. Pharmacological treatment started two weeks
after the beginning of the UCMS protocol, and was always maintained until the end of
the experiment. Body weight and coat state were assessed weekly as markers of the
progression of the UCMS-evoked syndrome. Coat state, which represents an indirect
evaluation of grooming behavior, was evaluated by examining the coat on different
body parts (head, neck, dorsal area, ventral area, tail, front and hind paws, and
genital area). The total score resulted from the sum of scores (0 = well-groomed, 0.5
= moderate degradation, 1 = unkempt); a high score indicates that the coat is in poor
condition. Behavioral tests were performed in week 9 (n = 14-19 mice/group), at least
18 hours after last treatment. To label newborn adult cells in the dentate gyrus (DG),
the thymidine analogous 5-bromo-2’-deoxyuridine (BrdU, B-5002, Sigma-Aldrich) was

used as it can incorporate into DNA of proliferating cells (Kuhn and Cooper-Kuhn,
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2007). BrdU was dissolved in 0.9% NaCl and was administrated to mice
intraperitoneally (i.p.) 4 weeks before intracardiac perfusions, at the beginning of the
sixth week (4 injections of 75 mg/kg every 2 hours, during 2 days). At the end of the
UCMS protocol, all mice were subjected to dexamethasone-suppression test 2 hours
before being perfused. All measures were evaluated by trained experimenters blind

to the treatment.

Behavioral testing

Basal locomotor activity

An actimeter was used 2 hours (afternoon, i.e. during the dark phase of the cycle), 10
hours (night, i.e. during the light phase of the cycle) and 18 hours (morning, i.e. at the
beginning of the dark phase) after drug administration to assess the long-lasting
effects of UCMS and pharmacological treatments on basal locomotor activity of mice
in their home cage. Control animals were isolated 24 hours before the beginning of
the sessions. The cage was placed in the center of the device, which consisted of a
20 x 20 cm square plane with photobeam detectors crossing the plane. The
movement of the animal was automatically detected when it crossed the beam,
allowing a score to be established. Locomotor activity was measured during 2 hours

for each time point.

Resident-intruder test
The resident-intruder (R-1) test was performed as previously described (Nollet et al.,

2011) and consists of the introduction of a novel littermate (C57BL/6 male mice) in
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the cage in order to measure the aggressiveness of resident mice. Non-UCMS mice
were placed in individual cages 24 hours before the test, and the UCMS-mice litter
was changed 24 hours before the test in order to have all animals in the same
experimental conditions. The intruder was placed into the home cage of the test
animal (resident) in such a way that mice were in opposite corners. The latency of
the resident first attack and the number of resident attack(s) (data not shown) were
measured over a 6-mins period (latency of 360 seconds for non-attacking mice).
Attacking intruders were excluded, without excluding the resident. Depressive-like
animals are more agonistic and likely to attack more often and sooner than non-

stressed animals (Mineur et al., 2003).

Tail suspension test

The procedure of the tail suspension test (TST) followed in this study was derived
from the protocol previously described (Steru et al., 1985). Mice were suspended by
the tail (approximately 1 cm from the tip of the tail) using adhesive tape to a rod 60
cm above the floor. The trials were conducted for a period of 6 min and were video
recorded. The behavioral measure was the duration of immobility, interpreted as

behavioral despair. Mice were considered immobile only when they hung motionless.

Novelty-suppressed feeding test

The novelty-suppressed feeding (NSF) test used in this study has been formerly
described (Surget et al., 2008). It consisted of a 33 x 33 x 30 cm box whose floor was
covered with 2 cm sawdust. Twelve hours before the test, mice were fasted in

removing food from their cages. At the time of testing, a single pellet of food (regular
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chow) was placed on a white paper positioned in the box center. Mice were placed in
the corner, and the latency to manifestly chew the pellet was recorded within a 3-min
period. This test induced a conflicting motivation between the drive to eat the food
pellet and the fear of venturing into the arena. In addition, since drug treatments
could have various effects on appetite, the feeding drive of each animal was thus
assessed by returning it to their home cage immediately after the test and measuring
the amount of food consumed over 5 mins. No difference was observed (data not

shown).

Elevated plus maze

The elevated plus maze (EPM) consists in a plus-cross-shaped maze (27x5 cm)
originating from a central platform (5x5 cm) and elevated 38.5 cm above the floor.
Two opposite arms were enclosed by walls (15 cm) while two others were opened
and brightly lit. Mice were placed in the center area facing one of the closed arms
and their movements were tracked by video camera for 5 min. After each test, the
maze was cleaned with 2.0 % ethanol and dried to prevent interference of
subsequent tests by olfactory cues. The time spend in open and closed arms, as well
as the number of entries to open and closed arms (data not shown), were recorded
and analyzed using Ethovision XT 7.1 software (Noldus, Wageningen, The
Netherlands). The time spent in the open arms is associated with a reduction of

anxiety.
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Immunohistochemistry

Anesthetized mice (sodium pentobarbital, 40 mg/kg, i.p.) were transcardially perfused
through the heart with 80 ml of saline solution followed by 200 ml of 4%
paraformaldehyde in 0.1M phosphate buffer (PB) (pH 7.4). Brains were removed,
postfixed 2 hours in the same fixative, and cryoprotected in a 20% sucrose solution
overnight at 4°C before being processed. Coronal sections (35 um thickness) were
cut in a cryostat (Leica CM 3050S) and divided in four series (i.e. one section every
four sections per lot) allowing different immunohistochemical procedures. Neuronal
activity within the PVN of the hypothalamus was analyzed in labeling the c-Fos
protein. After a series of washes in 50% ethanol and 3% H,0,, free-floating sections
were incubated at room temperature (RT) in a rabbit anti-Fos antibody (Calbiochem,
PC38, 1:5000). Thirty-six hours later, sections were washed in 0.1M PB, incubated 2
hours in a biotinylated anti-rabbit IgG (1:500, Jackson Immunoresearch,) followed by
Elite avidin-biotin complex (ABC) kit (Vector Laboratories, PK-6100, 1:100) for 1
hour, and reacted with diamino-benzidine (DAB) (Sigma-Aldrich, D0426) in the
presence of cobalt and H,O,. Sections were rinsed, mounted on gelatinized glass
slides, dehydrated, cleared in Claral (Réactifs RAL) and coverslipped with Eukitt
mounting medium (O. Kindler GmbH, Freiburg). In order to assess the effects of
UCMS and pharmacological treatments on cell proliferation, the Ki67 protein marker
was used. Immunohistochemistry was performed as above with a rabbit anti-Ki67
primary antibody (abcam, ab15580, 1:1000) and biotinylated anti-rabbit 1gG (1:500,
Jackson Immunoresearch) secondary antibody. Sections were reacted with DAB
without metal enhancement (Sigma-Aldrich, D4293). Just before being dehydrated,

cleared and coverslipped, all sections were counterstained with cresyl violet (Santa
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Cruz, SC-214775). To assess the effects of the UCMS and the pharmacological
treatments on neurogenesis, we labeled immature newborn neurons with
doublecortin (DCX) protein immunostaining, and mature new neurons (4-weeks old)
by means of immunodetection of both the neuronal-specific nuclear protein NeuN
and the marker of cell division BrdU. Free-floating sections were denatured with 2N
HCI (30 min at RT) and incubated with primary antibodies for 24 hours followed by
fluorochrome-labelled secondary antibodies for 2 hours at RT and then mounted on
slides with Vectashield mounting medium (Vector Laboratories, H-1000). The primary
antibodies used were a mouse anti-NeuN (Millipore, MAB377, 1:500), a rat anti-BrdU
(Santa Cruz, SC-70441, 1:500), and a goat anti-DCX (Santa Cruz, SC-8066, 1:500).
The secondary antibodies were Alexa Fluor dyes (invitrogen) as follow: 647 nm anti-
mouse (A-31571, 1:500), 488 nm anti-rat (A-21208, 1:500), and 546 nm anti-goat (A-
11056, 1:500). Various negative controls were performed, omitting either the primary

or the secondary antibodies.

Image analysis and cell quantification

When staining was obtained with DAB, the number of positive cells was counted
using x10 and x20 objective lens with a Leica DM 2000 microscope, whereas with
fluorochrome-labeled secondary antibodies, the number of positive cells was counted
using a x20 and x40 objective lens with an epifluorescence microscope (Imager.Z2,
Zeiss) and AxioVision software (Zeiss). Activity of hypothalamic nuclei related to HPA
axis was assessed by analysis of Fos-labeled neurons in the parvocellular nuclei of
the PVN whose axons are known to release CRH. The nomenclature and nuclei

boundaries used were those defined by Franklin and Paxinos’s mouse brain atlas
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(Franklin and Paxinos, 2008). Fos-positive cells within each nucleus was counted
bilaterally in every fourth sections starting from bregma -0.22 to -1.22 mm.
Hippocampal cell proliferation and neurogenesis were assessed by analysis of Ki67-
labeled (cell proliferation), DCX-labeled (newborn immature neurons) and
BrdU/NeuN-labeled (newborn mature neurons) cells in the granular cell layer (GCL)
(defined as a two-cell soma-wide zone along the base of the GCL) every fourth
sections, spanning the entire hippocampus. Cell proliferation and neurogenesis were
examined separately in the dorsal (bregma -0.94 to -1.58 mm), intermediate (bregma
-1.70 to -3.28 mm) and ventral parts (bregma -3.40 to -3.88 mm) of the hippocampus
(Franklin and Paxinos, 2008). The GCL surfaces were determined with Axiovision
software from pictures obtained at x10 objective lens at corresponding levels on
cresyl violet or NeuN staining to express numbers of immunoreactive cells per square
millimeter of respective areas and finally per cubic millimeter by multiplying by the
thickness of sections (35 um). All quantifications were performed by an investigator

blind to stress and treatment history.
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Table 1. Complete multiple comparisons for coat state analysis

Mann-Whitney U tests (with Holm-Bonferroni correction)

Effects Comparisons p
Non-UCMS/VEH vs. UCMS/VEH p < 0.001***
UCMS effects [Non-UCMS/FLX vs. UCMS/FLX p < 0.001***
Non-UCMS/ALM vs. UCMS/ALM p < 0.001***
Treatments UCMS/VEH vs. UCMS/FLX ns
effects in UCMS/VEH vs. UCMS/ALM ns
UCMS mice |UCMS/FLX vs. UCMS/ALM ns
Treatments Non-UCMS/VEH vs. Non-UCMS/FLX |ns
effects in Non-UCMS/VEH vs. Non-UCMS/ALM |[ns
non-UCMS mice |Non-UCMS/FLX vs. Non-UCMS/ALM |ns
Non-UCMS/VEH vs. UCMS/VEH p < 0.001***
UCMS effects |Non-UCMS/FLX vs. UCMS/FLX p < 0.001***
Non-UCMS/ALM vs. UCMS/ALM p < 0.001***
Treatments UCMS/VEH vs. UCMS/FLX ns
effects in UCMS/VEH vs. UCMS/ALM ns
UCMS mice [UCMS/FLX vs. UCMS/ALM ns
Treatments Non-UCMS/VEH vs. Non-UCMS/FLX |[ns
effects in Non-UCMS/VEH vs. Non-UCMS/ALM |[ns
non-UCMS mice |Non-UCMS/FLX vs. Non-UCMS/ALM |[ns
Non-UCMS/VEH vs. UCMS/VEH p < 0.001***
UCMS effects [Non-UCMS/FLX vs. UCMS/FLX p < 0.001***
Non-UCMS/ALM vs. UCMS/ALM p < 0.001***
Treatments UCMS/VEH vs. UCMS/FLX ns
effects in UCMS/VEH vs. UCMS/ALM ns
UCMS mice [UCMS/FLX vs. UCMS/ALM ns
Treatments Non-UCMS/VEH vs. Non-UCMS/FLX |[ns
effects in Non-UCMS/VEH vs. Non-UCMS/ALM |ns
non-UCMS mice |Non-UCMS/FLX vs. Non-UCMS/ALM |ns
Non-UCMS/VEH vs. UCMS/VEH p < 0.001***
UCMS effects |Non-UCMS/FLX vs. UCMS/FLX p < 0.001***
Non-UCMS/ALM vs. UCMS/ALM p < 0.001***
Treatments UCMS/VEH vs. UCMS/FLX ns
effects in UCMS/VEH vs. UCMS/ALM ns
UCMS mice |UCMS/FLX vs. UCMS/ALM ns
Treatments Non-UCMS/VEH vs. Non-UCMS/FLX |ns
effects in Non-UCMS/VEH vs. Non-UCMS/ALM |[ns
non-UCMS mice |Non-UCMS/FLX vs. Non-UCMS/ALM |ns
Non-UCMS/VEH vs. UCMS/VEH p < 0.001***
UCMS effects |Non-UCMS/FLX vs. UCMS/FLX p < 0.001***
Non-UCMS/ALM vs. UCMS/ALM p < 0.001***
Treatments [UCMS/VEH vs. UCMS/FLX p < 0.001***
effects in UCMS/VEH vs. UCMS/ALM p <0.01**
UCMS mice |UCMS/FLX vs. UCMS/ALM ns
Treatments Non-UCMS/VEH vs. Non-UCMS/FLX [ns
effects in Non-UCMS/VEH vs. Non-UCMS/ALM |[ns

non-UCMS mice

Non-UCMS/FLX

VS.

Non-UCMS/ALM

ns

ns: non-significant
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Non-UCMS/VEH vs. UCMS/VEH p < 0.001***

UCMS effects [Non-UCMS/FLX vs. UCMS/FLX p < 0.001***

Non-UCMS/ALM vs. UCMS/ALM p < 0.001***

Treatments [UCMS/VEH vs. UCMS/FLX p < 0.001***

effects in UCMS/VEH vs. UCMS/ALM p < 0.05*

UCMS mice |UCMS/FLX vs. UCMS/ALM ns
Treatments Non-UCMS/VEH vs. Non-UCMS/FLX |ns
effects in Non-UCMS/VEH vs. Non-UCMS/ALM |ns
non-UCMS mice |Non-UCMS/FLX vs. Non-UCMS/ALM |ns

Non-UCMS/VEH vs. UCMS/VEH p < 0.001***

UCMS effects |Non-UCMS/FLX vs. UCMS/FLX p < 0.001***

Non-UCMS/ALM vs. UCMS/ALM p < 0.001***

Treatments |UCMS/VEH vs. UCMS/FLX p < 0.001***

effects in UCMS/VEH vs. UCMS/ALM p < 0.001***
UCMS mice |UCMS/FLX vs. UCMS/ALM ns
Treatments Non-UCMS/VEH vs. Non-UCMS/FLX |ns
effects in Non-UCMS/VEH vs. Non-UCMS/ALM |ns
non-UCMS mice |Non-UCMS/FLX vs. Non-UCMS/ALM [ns

Non-UCMS/VEH vs. UCMS/VEH p < 0.001***
UCMS effects [Non-UCMS/FLX vs. UCMS/FLX ns

Non-UCMS/ALM vs. UCMS/ALM p < 0.001***

Treatments [UCMS/VEH vs. UCMS/FLX p < 0.001***

effects in UCMS/VEH vs. UCMS/ALM p < 0.001***

UCMS mice |UCMS/FLX vs. UCMS/ALM p <0.05*

Treatments Non-UCMS/VEH vs. Non-UCMS/FLX |ns
effects in Non-UCMS/VEH vs. Non-UCMS/ALM |ns
non-UCMS mice |Non-UCMS/FLX vs. Non-UCMS/ALM [ns

Non-UCMS/VEH vs. UCMS/VEH p < 0.001***

UCMS effects [Non-UCMS/FLX vs. UCMS/FLX p < 0.001***

Non-UCMS/ALM vs. UCMS/ALM p < 0.001***

Treatments |UCMS/VEH vs. UCMS/FLX p < 0.001***

effects in UCMS/VEH vs. UCMS/ALM p < 0.001***
UCMS mice |UCMS/FLX vs. UCMS/ALM ns
Treatments Non-UCMS/VEH vs. Non-UCMS/FLX |ns
effects in Non-UCMS/VEH vs. Non-UCMS/ALM |ns

non-UCMS mice

Non-UCMS/FLX

VS.

Non-UCMS/ALM

ns

ns : non-significant
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Figure 1. Effects of the unpredictable chronic mild stress (UCMS) and 7-weeks treatment with
fluoxetine (FLX, 20 mg/kg/day, p.o.) or almorexant (ALM, 100 mg/kg/day, p.o.) on the cell proliferation,
generation of immature and mature neurons in the intermediate part of the hippocampus assessed by
the number of Ki67-, DCX- and BrdU/NeuN-positive cells per mm?® of the granule cell layer (GCL),
respectively. (A) The UCMS induced a decrease of cell proliferation (non-UCMS/VEH group versus
UCMS/VEH group, p < 0.05), while treatment with FLX counteract this reduction (UCMS/VEH group
versus UCMS/FLX group, p < 0.01). No effect of ALM was noticed in UCMS mice (UCMS/FLX group
versus UCMS/ALM group, p < 0.01). Furthermore, significant differences were observed between non-
UCMS/FLX versus UCMS/FLX groups (aa p < 0.01) and between non-UCMS/ALM versus UCMS/ALM
groups (## p < 0.01). (B) The UCMS induced a decrease of immature neurons genesis (hon-
UCMS/VEH group versus UCMS/VEH group, p < 0.01), while treatment with FLX counteract this
reduction (UCMS/VEH group versus UCMS/FLX group, p < 0.01) without effect of ALM in UCMS mice
(UCMS/FLX group versus UCMS/ALM group, p < 0.01). A significant difference was also seen
between non-UCMS/ALM group versus UCMS/ALM group (# p < 0.05). (C) The UCMS decreased the
amount of mature neurons (hon-UCMS/VEH group versus UCMS/VEH group, p < 0.01), whereas FLX
treatment reversed this alteration (UCMS/VEH group versus UCMS/FLX group, p < 0.01). No effect of
ALM was observed (UCMS/FLX group versus UCMS/ALM group, p < 0.01). FLX increased the
proportion of mature neurons in hon-UCMS mice (non-UCMS/FLX group versus @a non-UCMS/VEH
or oo non-UCMS/ALM or oo UCMS/FLX groups, p < 0.01). A significant difference was also seen
between non-UCMS/ALM group versus UCMS/ALM group (## p < 0.01). Data represent mean = SEM,;
one symbol p < 0.05, two symbols p < 0.01, three symbols p < 0.001; n = 14-19 mice/group.
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‘objectif de ce travail était de contribuer a la compréhension de la

physiopathologie de la dépression majeure en étudiant

I'implication fonctionnelle du systéme orexinergique a travers
'utilisation d’'un modeéle animal de dépression, le stress chronique
imprédictible modéré. Jusqu'a présent, les travaux cliniques ou
précliniques ayant essayé d’éclaircir ce réle s’étaient heurtés a des
résultats souvent contradictoires, tantét démontrant une augmentation
de l'activité du systéme orexinergique dans les états dépressifs, tant6t
le contraire (cf. Introduction § 3).

Ces données divergentes peuvent s’expliquer de diverses manieres.
Concernant les recherches cliniques, le principal outil de mesure utilisé
est le prélevement du liquide céphalo-rachidien (LCR) au niveau
lombaire afin de doser 'OX-A. En plus du relatif éloignement de la zone
de prélevement par rapport au site de libération, la présence d’0X-A au
sein du LCR n’est qu'une mesure indirecte de I'activité orexinergique et
n'est pas nécessairement le reflet exact de l'activité centrale des
neurones a orexines. De par la grande hétérogénéité clinique qui
caractérise la dépression majeure, il est également souvent difficile,
avec un nombre restreint de patients, de tirer des conclusions
totalement fiables quant aux corrélats biologiques susceptibles de sous-
tendre une partie des symptomes, d’autant plus que la présence de
troubles du sommeil chez les patients dépressifs testés est rarement
documentée. Quant aux données précliniques, la difficulté d’obtenir des
résultats cohérents concernant la dépression majeure tient souvent au
choix du modele animal. Lorsque l'on veut étudier un phénomene
pouvant participer a I'étiopathogenese du trouble dépressif, beaucoup
de paradigmes expérimentaux n’offrent pas les bases étiologiques
nécessaires a 'obtention de résultats fiables. C’est pour cette raison que
nous avons choisi d’utiliser le stress chronique imprédictible modéré,
sans doute le meilleur modele pour étudier les caractéristiques
physiopathogéniques de la dépression majeure. Enfin, les différences
observées dans les profils d’activation du systéme orexinergique des
données cliniques et précliniques peuvent étre mises en parallele avec
divers types de syndromes dépressifs que I'on peut observer et les
différences parfois spectaculaires qui les caractérisent, comme par
exemple le dysfonctionnement de l'axe HPA dans la dépression
mélancolique et atypique.
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1. Caractérisation de I'activation du systéeme
orexinergique lors d’un état dépressif-like

chez la souris

La premiere étude de cette these s’est attachée a mettre en évidence les
potentielles altérations du systeme orexinergique, dans notre modele
animal de dépression, en analysant I'activation des neurones a orexines
et I'expression des récepteurs a orexines dans plusieurs structures
cibles lors d'un état dépressif-like induit par 'UCMS. Nous avons
également analysé l'effet sur le systeme orexinergique d’un traitement
chronique avec un antidépresseur inhibiteur de recapture sélectif de
sérotonine (IRSS), la fluoxétine. Nous avons enfin réalisé un test
pharmacologique a l'aide d’'un bio-essai d’'un antagoniste des deux
récepteurs orexinergiques, I'almorexant.

Ce premier travail nous a permis de mettre en évidence que l'état
dépressif-like induit par I'UCMS, et confirmé par les tests
comportementaux, était associé a une augmentation de l'activité des
neurones a orexines, mesurée grace a 'expression de la protéine Fos,
dans la zone dorsomédiale et périfornicale de I'hypothalamus (DMH-
PFA). Ce résultat, en plus d’apporter un premier éclaircissement quant
aux précédentes données de la littérature alternant entre hypoactivité
et hyperactivité du systéme orexinergique dans les états dépressifs,
s’avere étre en cohérence avec plusieurs autres études portant sur les
spécificités de I'hypothalamus dorsomédial (DMH). En effet, cette
région hypothalamique est particulierement impliquée dans Ila
coordination des réponses neuroendocrines, autonomes et
comportementales de la composante émotionnelle du stress, en
activant I'axe HPA au travers de ses projection excitatrices vers le PVN,
et en régulant le systéeme cardiovasculaire par l'intermédiaire de
I'innervation sympathique du tronc cérébral, participant ainsi a
I'augmentation de I'état de vigilance de I'animal (DiMicco et al., 2002 ;
Fontes et al., 2011). De fait, lorsqu’un animal ou un individu se trouve
dans une situation jugée dangereuse, le DMH joue un role clef dans
I’établissement d’une réaction de défense, principalement caractérisée
par une augmentation du rythme -cardiaque, de la fréquence
respiratoire et de I'anxiété (Shekhar et al., 2002 ; Nascimento et al,
2010 ; Fontes et al, 2011). En accord avec ces dernieres données, il a
récemment été montré que les neurones a orexines dans le DMH-PFA
étaient particulierement sollicités lors d'une attaque de panique
(Johnson et al, 2010) et participe, d’'une part, a la régulation de I'axe
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HPA (cf. Introduction § 2.3.2), et d’autre part joue un role dans le
controle du systeme cardiovasculaire (Samson et al, 2005) et de la
respiration (Kuwaki, 2010). Comme nous avons pu le décrire
précédemment, la dépression majeure est en général caractérisée par
un stress excessif, des comportements de type anxieux et des troubles
cardiovasculaires. Les résultats de notre étude, qui démontrent une
forte activation des neurones a orexines situés dans les parties
dorsomédiale et périfornicale (DMH-PFA) de [I'hypothalamus,
renforcent donc l'idée du lien probable entre l'activation du systéme
orexinergique et les altérations physiologiques et comportementales
observées dans la dépression majeure.

De plus, la dépression est souvent dominée par des troubles
anhédoniques, sous-tendus par la perturbation de différents systemes
de neurotransmission au sein de structures clefs comme laire
tegmentale ventrale, le noyau accumbens ou le putamen (cf
Introduction § 1.4.3). Nos résultats concernant l'activité orexinergique
lors d'un état dépressif-like dans le DMH-PFA, mais également I'absence
d’activation dans la partie latérale de '’hypothalamus (LH), soutiennent
cette assertion. En effet, les neurones orexinergiques du LH sont connus
pour étre fortement impliqués dans la régulation du systéme de
récompense (Harris et Aston-Jones, 2006 ; Aston-Jones et al, 2010),
contrairement aux neurones orexinergiques localisés dans le DMH-PFA.
Nos résultats ont montré que les neurones du LH ne présentaient que
tres peu d’activation suite au protocole d’'UCMS. Or de précédentes
recherches ont montré qu’'aprés une phase d’extinction d'un
comportement actif de recherche de substance hédonique, le DMH
permettait d'inhiber et de prévenir la réapparition d’'un comportement
lié a I'addiction (Marchant et al., 2010), alors que le LH était nécessaire
pour la récupération de ce comportement (Marchant et al, 2009). Il
semblerait donc que l'activation du DMH soit davantage liée a des
réponses anhédoniques, alors que l'activation du LH sous-tendrait la
composante hédonique (Aston-Jones et al., 2010). Ces données sont en
adéquation avec ce que nous avons pu observer dans cette premiere
étude, puisqu’une suractivation des neurones a orexines du DMH-PFA
participerait a la fois aux réponses physiologiques et comportementales
du stress et a I'inhibition de la réponse hédonique, alors que 1'absence
d’activation des neurones du LH sous-tendrait la présence d’anhédonie
dans les états dépressifs-like. A 'instar de l'activation des neurones
orexinergiques du DMH-PFA, l'absence d’activité de ceux du LH
pourrait donc aussi étre une caractéristique de la physiopathogénie de
la dépression, et participer a expliquer le symptome d’anhédonie. Il sera
néanmoins nécessaire d’étayer cette hypothese par des études ciblant
cette population de neurones.
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Nous avons également pu mettre en évidence que le traitement
chronique avec un antidépresseur IRSS classique, la fluoxétine,
permettait de contrecarrer les effets néfastes du stress chronique sur le
comportement et sur le systéme orexinergique, en diminuant
'activation des neurones orexinergiques, la ramenant a des niveaux
proches des animaux contrdéles. Comme nous l'avions décrit dans
I'introduction de cette thése, la sérotonine est capable d’inhiber les
neurones a orexines au travers des récepteurs 5-HTia (Muraki et al,
2004 ; Kumar et al., 2007), et le traitement chronique a la fluoxétine
pourrait ainsi contribuer a la diminution de I'activation orexinergique.
Cependant, on peut penser que cette réduction d’activation n’est pas
uniquement due a l'augmentation de la neurotransmission
sérotoninergique, puisque cette réduction ne s’observe que chez les
individus ayant été soumis au protocole d’'UCMS. En revanche, en |’état,
il est difficile de savoir si la normalisation de 'activité des neurones
orexinergiques engendrée par le traitement antidépresseur précede ou
suit l'amélioration de I'état général de I'animal. Des études
complémentaires sont ici nécessaires pour mieux discerner
'interaction des neurotransmissions sérotoninergique et orexinergique
dans la dépression.

Une analyse de l'expression des récepteurs a orexines a également
permis de mettre en évidence que le stress chronique induit une
diminution de l'expression des récepteurs OX2 dans I'’hippocampe
ventral, le thalamus et I'hypothalamus. Dans ces deux dernieres
structures, le traitement chronique a la fluoxétine a rétabli I'expression
normale des récepteurs 0X2. Bien que I'implication différentielle des
récepteurs a orexines dans la dépression majeure soit encore tres mal
connue, il semblerait cependant que le blocage spécifique des
récepteurs OX1 et des récepteurs OX2 induise respectivement un effet
antidépresseur-like et dépressif-like comme cela a été montré a I'aide de
modeles génétiques chez la souris (Scott et al., 2011). Donc si le blocage
de la neurotransmission orexinergique au travers des récepteurs 0X2
induit un état dépressif, nos résultats permettent de renforcer
davantage le rodle clef de ces récepteurs dans les mécanismes
physiopathogéniques de la dépression. Cette derniere idée est de plus
corroborée par la mise en évidence d’'une diminution de l'expression
des récepteurs OX2 dans I’hippocampe ventral, qui est particulierement
impliqué dans la régulation des émotions (Fanselow et Dong, 2010).
Enfin, le fait que le blocage des récepteurs OX1 soit associé a un effet
antidépresseur-like pourrait expliquer l'absence de modification de
I'expression de ceux-ci que nous avons observée lors d'un état
dépressif-like.
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Nous avons également mis en évidence que les souris soumises a
I'UCMS et traitées avec la fluoxétine présentaient une augmentation de
I'expression des récepteurs OX2 au niveau du cortex préfrontal. Méme
si d’autres investigations seront nécessaires pour comprendre ce
phénomene, plusieurs études ont montré que 1'0X-A, la sérotonine mais
également la fluoxétine étaient capable de réguler les neurones
pyramidaux et les interneurones GABAergiques et glutamatergiques du
cortex préfrontal (Xia et al, 2005 ; Song et al, 2006 ; Liu et Aghajanian,
2008 ; Li et al, 2010 ; Andrade, 2011 ; Zhong et Yan, 2011) dont
I'implication dans les états dépressifs est maintenant clairement
documentée (Drevets et al., 2008).

En revanche, les données que nous avons recueillies concernant le
systeme MCH-ergique ne nous ont pas permis de mettre en évidence
son implication dans un état dépressif-like, ce que semble corroborer
d’autres études soulignant que la MCH serait davantage impliquée dans
les mécanismes sous-tendant les comportements anxieux plutot que
dans les comportements dépressifs-like (David et al., 2007 ; Mikrouli et
al,2011).

Nous avons enfin démontré, dans le test de suspension par la queue,
que seule l'injection chronique d’un antagoniste des deux récepteurs a
orexines, I'almorexant, avait un effet antidépresseur-like. Ce paradigme
comportemental est couramment utilisé pour tester les effets
potentiellement antidépresseurs de substances pharmacologiques.
L’absence de résultat suite a I'injection aigué de 1'almorexant souligne
un mécanisme d’action différent de celui des antidépresseurs
monoaminergiques, et qui pourrait s’expliquer par les spécificités des
systémes neuropeptidergiques comme nous le verrons plus loin dans
cette discussion générale. Malgré les limites inhérentes a ce type de bio-
essai (cf. Introduction § 1.6.2.2), et bien que testé sur des souris non
soumises a 'UCMS, ce résultat pilote a conforté le lien entre le systeme
orexinergique et la dépression, ouvrant la voie a de futurs travaux sur
les liens entre orexines et dépression.
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2. Etude de I'effet de la privation partielle de
sommeil sur le systeme orexinergique lors

d’'un état dépressif-like chez la souris

Dans notre deuxiéme étude, nous avons partiellement privé de sommeil
une partie des souris soumises ou non a un protocole d’'UCMS, et
traitées ou non de maniere chronique avec la fluoxétine, afin d’étudier
I'activation  orexinergique dans ces différentes conditions
expérimentales. Cette étude avait pour objectif de mieux caractériser
les effets de la perturbation du sommeil sur le systeme orexinergique
dans un état dépressif-like.

Dans un premier temps, nous avons confirmé que I'état dépressif-like
était associé a une augmentation de l'activation du systéme
orexinergique dans le DMH-PFA, qui était contrecarré par un traitement
chronique a la fluoxétine. Cependant, cette activation s’est avérée
beaucoup moins importante que lors de notre premiere étude, ce qui
pourrait s’expliquer par la différence de période du cycle nycthéméral
au cours de laquelle nous avons réalisé nos analyses. En effet, dans
notre premiere expérimentation, nous nous étions intéressés a
'activation des neurones orexinergiques correspondant au début de la
période de veille, or les données obtenues ici coincident a la fin de la
phase inactive des animaux, pendant laquelle ils se reposent
principalement, et durant laquelle lactivation du systéeme
orexinergique est a son plus bas niveau (Estabrooke et al, 2001 ;
Modirrousta et al., 2005).

Les données obtenues suite aux privations partielles de sommeil nous
ont permis de confirmer la dichotomie fonctionnelle existante entre les
neurones orexinergiques du LH et du DMH-PFA, ainsi que d’émettre de
nouvelles hypothéses de travail. En tout premier lieu, nos travaux ont
confirmé que, chez les souris non stressées, seul le DMH-PFA était
sollicité lors de la privation partielle de sommeil, corroborant
I'implication de cette zone dans la régulation du sommeil et de I'état de
veille (Harris et Aston-Jones, 2006). En revanche, chez les souris
stressées, l'augmentation de l'activité orexinergique suite aux
privations partielles de sommeil a concerné a la fois le DMH-PFA et le
LH et semble étre potentialisée par les effets du stress chronique. Cela
suggere que le stress chronique a pu induire une sensibilisation du
systéme orexinergique, qui de fait a réagi de maniere plus importante
aux privations partielles de sommeil. De plus, I'effet de cette privation
sur le LH, spécifiquement observé chez les animaux soumis a I'UCMS,
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pourrait étre considéré comme bénéfique puisqu’elle participerait a
activer plus fortement le systéme de récompense chez des animaux
dépressifs-like. Cette hypothese est soutenue par le fait que des
privations totales de sommeil paradoxal engendrent une augmentation
de la motivation a consommer du sucrose chez le rat (Andersen et al,,
2009). En extrapolant, ce phénomene pourrait donc s’insérer dans le
mécanisme thérapeutique de la privation de sommeil observé chez les
individus dépressifs, bien que d’autres analyses soient indispensables
pour consolider cette hypothese.

Il est également intéressant de noter que, au sein du DMH-PFA,
'activation des neurones orexinergiques des animaux soumis a 'UCMS
non privés de sommeil correspondait a celle observée chez les animaux
contrdles mais privés partiellement de sommeil, ce qui peut suggérer
que, méme modestement, cette augmentation de lactivité
orexinergique pourrait participer aux troubles du sommeil observés
dans la dépression majeure. Mais les limites méthodologiques liées a
l'utilisation de l'expression de la protéine Fos comme marqueur de
I'activation  neuronale, ainsi que I'absence de données
électrophysiologiques sur la présence ou non de troubles du sommeil
dans le modele animal de dépression utilisé dans notre étude, ne
permettent pas de tirer de conclusions claires et objectives quant aux
liens entre activation du systéme orexinergique et troubles du sommeil
associés a la dépression.

De maniére générale, le traitement chronique préalable avec la
fluoxétine a bloqué l'effet de 'UCMS et des privations partielles de
sommeil sur 'activation du systeme orexinergique. Si cet effet pourrait
étre attribué a augmentation de la neurotransmission sérotoninergique
qui inhiberait les neurones a orexines, il pourrait aussi étre di chez les
souris soumises a I'UCMS a une amélioration générale de l'état
dépressif-like, comme nous l'avions suggéré dans notre premiére étude.

En conclusion, une des principales limites de cette étude est
qu’actuellement, bien qu'’il soit possible de dire que notre dispositif de
privation de sommeil ait été en mesure de perturber durablement le
repos des animaux en fragmentant leur sommeil, on ne peut pas
qualitativement démontrer cet effet. Pour y remédier, il faudra
envisager des études complémentaires, en particulier en y associant des
mesures électroencéphalographiques pour caractériser précisément
ces privations partielles de sommeil. Des études d’enregistrements
d’'indices électrophysiologiques par radiotélémétrie sont actuellement
en développement au laboratoire.
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3. Implication fonctionnelle du systeme
orexinergique dans un état dépressif-like

chez la souris

Dans notre derniere étude, nous avons tenté de mieux comprendre
comment les orexines pouvaient participer aux dysfonctionnements
physiologiques et comportementaux associés a la dépression. Pour cela,
nous avons analysé les effets de linhibition chronique de Ia
neurotransmission orexinergique, a I'aide d’'un antagoniste des deux
récepteurs a orexines (I'almorexant), dans I'UCMS. L’almorexant,
développé par Actelion Pharmaceuticals pour lutter contre I'insomnie,
antagonise de maniere compétitive et transitoire le récepteur OX1, et de
maniére non compétitive et durable le récepteur OX2 (Malherbe et al,,
2009).

Nos résultats ont clairement confirmé que le blocage chronique du
systeme orexinergique avait un effet antidépresseur-like et anxiolytique
dans plusieurs tests comportementaux, au méme titre que la fluoxétine.
Ces données permettent d’asseoir I'importance de la neurotransmission
orexinergique dans la physiopathogénie de la dépression majeure,
puisque celle-ci s’avere capable de réguler 'ensemble des perturbations
engendrées par le protocole d'UCMS qui ont été mesurées dans notre
étude (a I'exception du test d’hyponéophagie induite par la nouveauté).
Nos résultats comportementaux ont permis également de confirmer
que l'augmentation de I'activation des neurones a orexines, observée
dans nos études précédentes en réponse a I'UCMS, constitue un trait
pathogénique de I'état dépressif-like.

Au-dela de I'aspect comportemental, les résultats obtenus grace a cette
expérimentation permettent d’entrevoir la maniére dont I'antagonisme
du systeme orexinergique induit ses effets antidépresseurs-like. En
effet, le blocage chronique du systéme orexinergique a permis de
contrecarrer le dysfonctionnement de I'axe HPA induit par le stress
chronique. Le mécanisme d’action de I'antagoniste orexinergique sur
I'axe HPA peut s’interpréter comme suit. Comme nous l'avons vu
précédemment, les orexines activent l'axe HPA en induisant la
libération de CRH (cf. Introduction § 2.3.2). Ainsi, I'action thérapeutique
de l'antagoniste orexinergique pourrait donc passer par l'inhibition
chronique de l'axe du stress, et en particulier par une moindre
activation des neurones du PVN libérant la CRH. Dans ce cas, lors d'un
état dépressif, 'hyperactivité orexinergique participerait directement a
entretenir les symptomes de la dépression en activant I'axe HPA de
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maniere excessive. Les effets des orexines sur I'axe du stress pourraient
étre modulés par les récepteurs OX2, que l'on sait tres présents au
niveau du PVN (Trivedi et al,, 1998 ; Marcus et al, 2001), et qui sont
fortement et durablement antagonisés par I'almorexant (Malherbe et
al, 2009). Cependant, cette hypothese ne rend pas totalement compte
du fait que la diminution des récepteurs 0X2 induise un état dépressif-
like (Scott et al, 2011). Des études complémentaires sont donc
nécessaires pour comprendre de quelle maniere le systéme
orexinergique régule précisément l'axe du stress, en prenant en compte
particulierement la présence des récepteurs OX1 dans le PVN (Hervieu
etal, 2001).

Puisque la neurogenése hippocampique est une composante
déterminante de l'effet thérapeutique des antidépresseurs
monoaminergiques classiques (Santarelli et al, 2003 ; Surget et al,
2008 ; Surget et al, 2011), nous avons cherché a savoir si l'effet
bénéfique du blocage de la neurotransmission orexinergique par
I'almorexant avait un lien direct avec une action sur la neurogenese
hippocampique. Nous avons pu constater que, non seulement
I'antagoniste orexinergique n’induisait pas d’augmentation de la
prolifération cellulaire et de la neurogenese dans I'’hippocampe que le
stress chronique avait été capable de supprimer, mais aussi que le
blocage du systeme orexinergique seul provoquait une diminution du
nombre de nouvelles cellules et de nouveaux neurones dans la partie
ventrale de l'hippocampe, zone qui est particulierement liée au
traitement de I'information a caractere émotionnel (Fanselow et Dong,
2010). Ces données nous ont permis de mettre en évidence que,
contrairement a la fluoxétine (Surget et al, 2011), la neurogenese
hippocampique n’était pas nécessaire au rétablissement du
fonctionnement de l'axe de stress induit par l'injection chronique de
I'almorexant. Ces résultats semblent faire écho aux effets
antidépresseurs-like des antagonistes CRH1 et V1B qui ne nécessitent
pas non plus de rétablissement de la neurogenese pour exercer leur
action thérapeutique (Surget et al, 2008). On connait encore tres peu
les liens directs ou indirects qui peuvent exister entre le systeme
orexinergique et l'’hippocampe, et l'effet de I'almorexant sur la
diminution de la neurogenese de I'hippocampe ventral est a préciser
par d’autres études. Néanmoins, de par la spécificité neuroanatomique
et fonctionnelle de I'hippocampe ventral (Fanselow et Dong, 2010), cela
renforce une fois encore le lien entre systeme orexinergique et
régulation des émotions.
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4. Intéréts des systemes neuropeptidergiques

Pour mieux comprendre I'importance des orexines dans le contexte des
troubles dépressifs, il est nécessaire de se pencher sur les spécificités
des systéemes de neurotransmission peptidergique. L’équipe de Gareth
Leng, de I'Université d’Edimbourg, a beaucoup travaillé sur la maniere
dont les neurones peptidergiques pouvaient communiquer, et par
conséquent sur la  différence  fondamentale entre les
neurotransmetteurs « classiques » et les neuropeptides (Ludwig et
Leng, 2006). Ces derniers sont en effet plus d’'une centaine, avec des
propriétés physiologiques et comportementales tres diverses, et sont
exprimés par des sous-ensembles de neurones dans l'ensemble du
cerveau (Hokfelt et al., 2000), en particulier dans I'hypothalamus ou de
nombreuses petites populations de neurones peptidergiques possedent
des phénotypes fonctionnels et biochimiques bien distincts.

Les neurotransmetteurs (comme le GABA ou le glutamate) sont stockés
dans les neurones au niveau présynaptique dans de nombreuses petites
vésicules, et libérés tres localement dans la synapse. Avec une demi-vie
d’environ 5 ms, ils vont étre rapidement dégradés ou recapturés dans
I'élément présynaptique, ce qui en minimise la dispersion. Ce
mécanisme d’action confere aux neurotransmetteurs « classiques » une
spécificité temporelle et spatiale restreinte au sein de la synapse.

Les neuropeptides, quant a eux, sont stockés dans des vésicules plus
larges et moins nombreuses. Leur demi-vie est plus longue que celle des
neurotransmetteurs. Par exemple, la demi-vie de I'ocytocine et de la
vasopressine est de l'ordre de 20 minutes dans le cerveau et de 2
minutes dans le sang (Mens et al, 1983). Concernant les orexines,
l'injection intracérébroventriculaire d’OX-A entraine I'augmentation du
niveau d’OX-A dans le liquide céphalo-rachidien pendant 4 heures
(Yoshida et al., 2003), suggérant une libération tres soutenue capable a
la fois d’exercer des effets centraux sur une longue durée, et d’atteindre
des cibles périphériques distantes par l'intermédiaire du systéme
circulatoire.

De plus, des travaux ont montré que la libération des neuropeptides
n’était pas restreinte a la terminaison axonale, et que les dendrites
pouvaient aussi secréter des peptides (Ludwig et Pittman, 2003). La
libération dendritique de peptides ou de co-neurotransmetteurs
permettrait de réguler le fonctionnement de la cellule d’origine (Ludwig
et Leng, 1997 ; Gouzenes et al, 1998). Les neurones a orexines co-
expriment les dynorphines et le glutamate (Chou et al,, 2001 ; Crocker
et al., 2005), et si I'on ne connait pas encore les possibles mécanismes
de libération dendritique des neurones a orexines, différents travaux
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suggerent l'existence de tels phénomenes de sécrétion dendritique.
Dans ce contexte, il a récemment été montré que les orexines pouvaient
directement activer les neurones orexinergiques au travers des
récepteurs 2 (Yamanaka et al, 2010), ou indirectement grace a la
libération présynaptique de glutamate (Li et al.,, 2002). Cette potentielle
libération dendritique des orexines pourrait donc étre essentielle pour
la régulation de nombreux effets physiologiques et comportementausx.

En plus de leur role dans la communication neuronale et cellulaire, les
neuropeptides sont en mesure d’influer sur leur propre libération pour
la potentialiser. En effet, les neuropeptides sont capables de préparer
les vésicules synaptiques pour une libération activité-dépendante par
un phénomeéne d’amorgage (Ludwig et Leng, 2006). De plus, certains
neuropeptides sont capables de réorganiser fonctionnellement le
réseau neuronal ciblé en fournissant le substrat pour I'établissement de
contacts prolongés en régulant la synaptogenese et les cellules gliales
(Ludwig et Leng, 2006).

[ apparait donc que les peptides, contrairement aux
neurotransmetteurs classiques, permettent la communication entre des
populations de cellules qui peuvent étre éloignées avec peu de précision
temporelle et spatiale. Les neuropeptides peuvent donc agir a grande
échelle, a la fois au sein du systéme nerveux central, mais également en
périphérie, en ayant toutefois des effets physiologiques et
comportementaux tres subtils et soutenus au cours du temps. Pour
preuve, l'injection périphérique ou centrale d’OX-A, sans spécificité
spatiale ou temporelle, peut avoir des conséquences fonctionnelles et
comportementales cohérentes et durables, comme I'augmentation de la
vigilance, de la prise alimentaire ou de I'anxiété (Suzuki et al, 2005 ;
Sakurai, 2007 ; Avolio et al, 2011). De fait, dans le cadre de la
dépression majeure, la possibilité de pouvoir réguler simplement et de
maniere précise certains systemes neuronaux, par l'intermédiaire de
neuromodulateurs orexinergiques, pourrait offrir de nombreux
avantages par rapports aux antidépresseurs classiques qui augmentent
de maniére générale, dans tout le systeme nerveux, la
neurotransmission monoaminergique. Ce dernier point pose d’ailleurs
certains problemes, puisque les antidépresseurs actuellement utilisés
sont pourvus de nombreux effets secondaires tels que des maux de téte,
des nausées, une nervosité, des insomnies, des difficultés sexuelles, une
prise de poids ou un risque plus élevé de diabete.
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5. Conclusion

L’« hypothese orexinergique » de la dépression développée dans cette
these s’inscrit donc parfaitement dans ce que I'on connait a présent de
I'étiologie des troubles dépressifs (Belmaker et Agam, 2008). Dans ce
cadre général, la neurogenese hippocampique serait davantage un
facteur de vulnérabilité, puisque son absence per se n’induit pas de
symptomes dépressifs. En particulier, la neurogénese hippocampique
participe, sous l'action des antidépresseurs classiques, au
rétablissement fonctionnel du rétrocontrole de 'axe HPA (Surget et al.,
2011). Par ailleurs, de nombreuses recherches se focalisent
actuellement sur le role exact des néoneurones de 'hippocampe et du
bulbe olfactif, et propose que cette neurogenése serait essentielle pour
«le pattern de séparation », c'est-a-dire la capacité a discriminer les
différences fines entre deux stimuli quasiment identiques (Sahay et al.,
2011a). Concretement, I'absence de neurogenése hippocampique peut
altérer le pattern de séparation, et pourrait induire, dans un contexte
dépressif, des difficultés d’interprétation des stimuli environnementaux
ambigus ainsi que des tendances a surgénéraliser ses souvenirs (c’est-
a-dire se rappeler préférentiellement des souvenirs portant sur des
événements répétés ou étendus), deux aspects qui sont tres liés a la
dépression majeure (Sahay et al, 2011b). Concernant la théorie
monoaminergique de la dépression, la diminution de Ia
neurotransmission sérotoninergique et noradrénergique ne ferait que
soutenir la suractivation des neurones a orexines, puisque ces
monoamines inhibent le systeme orexinergique (Yamanaka et al,
2003b ; Muraki et al, 2004 ; Sakurai et al, 2005 ; Yamanaka et al,
2006), sans que l'augmentation de la libération d’orexines ne soit
suffisante pour induire un accroissement de la sécrétion
monoaminergique. Enfin, l'activation soutenue du systeme
orexinergique pourrait sous-tendre I'’hyperactivité de I'axe HPA, en
premier lieu par I'activation directe du PVN et de la libération de CRH,
mais également par la libération de I'OX-A dans le systeme circulatoire
qui pourrait engendrer la libération excessive d’ACTH et de
glucocorticoides (cf. § 2.3.2).

Avec une telle implication dans les mécanismes qui sous-tendent
I'apparition des troubles dépressifs, il est plus aisé de comprendre de
quelle maniere le blocage de la neurotransmission orexinergique est
capable de rétablir I'’équilibre homéostatique perturbé dans les états
dépressifs. De plus, nos données permettent de mettre en lumiere les
possibles liens entre la suractivation spécifique du systéeme
orexinergique dans le DMH-PFA et certains troubles associés aux états
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dépressifs comme les perturbations du sommeil ou les troubles
anhédoniques.

L’ensemble de ces résultats nous permettent donc d’affirmer qu’'une
hyperactivité du systeme orexinergique fait entierement partie de la
physiopathogénie de la dépression. Cependant, la libération des
orexines varie au cours du cycle circadien, et méme si une étude a
montré que le pattern de variation circadienne des niveaux d’'OX-A était
le méme chez les dépressifs et les individus sains (Salomon et al.,, 2003),
il se peut que la libération des orexines lors d’'un état dépressif ne soit
plus en phase avec ce qui est normalement attendu pour un peptide
promoteur d’éveil (Estabrooke et al, 2001 ; Yoshida et al., 2001). Trop
d’activation durant la période de sommeil et trop peu d’activation
durant la période de veille pourrait peut-étre expliquer la fatigue
observée chez les dépressifs, leur hypovigilance durant la journée, et
leur difficulté d’endormissement. Nous n’avons mesuré l'activation
orexinergique qu’a la fin de la période de sommeil ou au début de la
période d’éveil, et d’autres données seraient nécessaires pour mieux
cerner le profil de libération circadienne des orexines dans les états
dépressifs.

6. Perspectives

Le travail de these ici présenté avait pour objectif principal d’étudier
I'implication fonctionnelle du systeme orexinergique dans la
physiopathogénie de la dépression majeure, a I'aide d’'un modeéle animal
de dépression, le stress chronique imprédictible modéré. Nos travaux
ont été initiés suite aux premieres études mettant en lien orexines et
dépression, au moment ou d’autres équipes entamaient également des
recherches sur ce sujet. Durant les quatre dernieres années, le nombre
de publications concernant le réle des orexines dans la dépression n’a
fait que croitre de maniere presque exponentielle, suggérant 'intérét
grandissant des chercheurs pour I'étude des systemes peptidergiques
dans les troubles psychiatriques (Belzung et al, 2006), un peu au
détriment des cibles classiques que sont les monoamines.

De nombreuses questions restent cependant en suspens, auxquelles de
futurs travaux devront tenter d’apporter des réponses. D'une part, il
sera neécessaire de déterminer si 1’élévation seule de Ila
neurotransmission orexinergique dans le cadre de la dépression peut
favoriser l'apparition d’anomalies de I'axe HPA, de Ila
neurotransmission monoaminergique ou du sommeil. D’autre part, il
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faudra poursuivre les investigations quant aux effets antidépresseurs-
like du blocage de la neurotransmission orexinergique.

Pour y parvenir, compte-tenu des récentes avancées sur la différence
fonctionnelle des récepteurs orexinergiques, I’étude du role exact de ces
derniers est un élément clef qui nous permettra de mieux comprendre
la réelle implication de la neurotransmission orexinergique dans les
états dépressifs. Pour ce faire, l'utilisation d’antagonistes spécifiques
des récepteurs OX1 et 0X2, ainsi que l'utilisation de souris knock-out
pour I'un des deux récepteurs, pourrait s’avérer tres utile.

La vérification du réel impact d’'un dysfonctionnement orexinergique
sur I'axe HPA dans les états dépressifs pourrait étre par exemple
réalisée par lintermédiaire d’injections ciblées d’antagonistes
spécifiques des récepteurs a orexines directement dans le PVN, ou par
I’étude de la réactivité de I'axe HPA suite a I'injection de dexaméthasone
chez des souris knock-out pour l'un ou lautre des récepteurs
orexinergiques.

De par les liens qui existent entre le systéme orexinergique et les
centres de libération des monoamines, il serait opportun de mieux
caractériser ces interactions dans le cadre de la dépression, et de
vérifier si I'effet antidépresseur-like du blocage de la neurotransmission
orexinergique est dépendant du rétablissement de la libération de
monoamines. Pour cela, il serait possible de déterminer si I'inhibition
génetique ou pharmacologique d'un type de récepteur induit des
changements électrophysiologiques au niveau des neurones
sérotoninergiques du noyau du raphé dorsal, des neurones
noradrénergiques du locus cceruleus, ou des neurones
dopaminergiques de l'aire tegmentale ventrale. Puisque les
monoamines sont impliquées a la fois dans la régulation de 'humeur et
du sommeil, cette étude pourrait fournir les bases physiologiques
permettant de mieux comprendre comment les orexines interagissent
avec ces deux entités dans les états dépressifs.

Il serait également intéressant d’approfondir I'examen des effets
dépressifs-like ou antidépresseurs-like du blocage pharmacologique ou
génetique de l'un ou l'autre des récepteurs orexinergiques chez des
souris soumises a un protocole d’'UCMS. L’analyse du phénotype
comportemental et des enregistrements électroencéphalographiques
de ces animaux pourrait permettre de caractériser I'importance d'un
type de récepteur pour contrecarrer les effets déléteres du stress
chronique sur le comportement et le sommeil.

Ces quelques exemples de travaux futurs mettent en exergue la
nécessité de mieux comprendre le fonctionnement du systéme
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orexinergique, et en particulier du role des deux récepteurs, au sein des
états dépressifs. Cela pourrait a la fois permettre de substantielles
avancées quant aux multiples mécanismes de régulation exercés par les
orexines sur '’ensemble du systéme nerveux, de mieux appréhender la
physiopathogénie de la dépression, et de servir d’assise au
développement de nouvelles molécules thérapeutiques plus efficaces,
plus spécifiques et donc moins génératrices d’effets secondaires.

kskskokkkk
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n-3 Polyunsaturated fatty acid supplementation reverses
stress-induced modifications on brain monoamine levels
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Abstract The aim of this study was to examine the effects
of supplementation with n-3 polyunsaturated fatty acids
(PUFAs) on stress responses in mice subjected to an un-
predictable chronic mild stress (UCMS) procedure. Stress-
induced modifications in coat and aggressiveness were
evaluated, and phospholipid PUFA profiles and mono-
amine levels were analyzed in the frontal cortex, hippo-
campus, and striatum. The results showed that repeated
exposure to mild stressors induced degradation in the
physical state of the coat, lowered body weight gain, and
increased aggressiveness, without any effect of n-3 PUFA
supplementation. The UCMS induced a significant decrease
in the levels of norepinephrine in the frontal cortex and
striatum, and a nonsignificant decrease in the hippocam-
pus. The tissue levels of serotonin (5-HT) were 40% to 65%
decreased in the three brain regions studied. Interestingly,
the n-3 PUFA supplementation reversed this stress-
induced reduction in 5-HT levels.Bf These findings showed
that supplementation in n-3 long-chain PUFAs might re-
verse certain effects of UCMS in cerebral structures in-
volved in stress-related behaviors.—Vancassel, S., S. Leman,
L. Hanonick, S. Denis, J. Roger, M. Nollet, S. Bodard, L.
Kousignian, C. Belzung, and S. Chalon. n-3 Polyunsaturated
fatty acid supplementation reverses stress-induced modifi-
cations on brain monoamine levels in mice. J. Lipid Res.
2008. 49: 340-348.

Supplementary key words chronic mild stress * omega 3 * docosahex-
aenoic acid

The mammalian brain is particularly rich in docosahex-
aenoic acid (22:6n-3, DHA), the main n-3 polyunsaturated
fatty acid (PUFA). DHA is provided directly by the diet
from aquatic sources and, after endogenous synthesis in
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the liver, from its vegetable dietary precursor a-linolenic
acid (18:3n-3, ALA) by successive desaturation and elon-
gation. ALA is present in the brain at very low concen-
trations, whereas DHA can represent half of the total
PUFAs inserted into phospholipids that constitute the
structure of neuronal membranes. Accumulation of DHA
in brain membranes is particularly high during the peri-
natal period, coinciding with the formation of synapses (1).
It has been shown that the accumulation of DHA in the
human infant brain during the first 6 months of life is half
that of the total amount in the body, around 5 mg per day (2).

A diet deficient in ALA results in changes in the
composition of cells, organelles, and synaptic membranes
in the central nervous system and leads to reduced
learning ability. Several animal studies have therefore
focused on the effects of dietary n-3 PUFA deficiency on
behavioral functions, showing reduced performance in
spatial memory and discrimination tasks (as reviewed in
Ref. 3). Moreover, rodents subjected to diets deficient
in DHA or its precursor show reduced attention and
reduction in locomotor responses to novelty, habituation,
and anxiety (4-6). n-3 PUFA-deficient animals also exhibit
aggressive behavior and increased symptoms of depression
in a forced swim test (7). However, most of these effects
were reversed by dietary supplementation with long-chain
n-3 PUFAs (8-10).

It has been shown that these behavioral impairments
may be the result of changes in the release of neurotrans-

Abbreviations: ALA, a-linolenic acid; DA, dopamine; DHA, doco-
sahexaenoic acid; DOPAC, dihydroxyphenyl acetic acid; EPA, eicosa-
pentaenoic acid; 5-HIAA, 5-hydroxyindole acetic acid; 5-HT, serotonin;
HVA, homovanillic acid; NE, norepinephrine; NSF, novelty suppres-
sion of feeding; PE, phosphatidylethanolamine; SFA, saturated fatty
acid; TFA, total fatty acid; UCMS, unpredictable chronic mild stress.
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mitters and in interactions with corresponding receptors
(11, 12). In particular, we showed that the presynaptic
dopamine (DA) vesicle compartment was reduced in the
frontal cortex of deficient rats, resulting in reduced cortical
inhibition in ventral areas, particularly in the nucleus
accumbens (13-15). These neurochemical changes may be
responsible for inattention and inefficient reward process-
ing, contributing to learning impairment and to slowing of
extinction (16, 17). Changes in serotonergic neurotrans-
mission were also reported in rats fed a chronic ALA-
deficient diet, and these changes were potentially reversible
by an adequate diet, depending on when the intervention
occurred (18). In particular, weaning seems to be a pivotal
period, after which any recovery is impossible, high-
lighting the importance of adequate supply of n-3 PUFAs
during the developmental window (19).

In light of these findings, it can be suggested that early
deficiency in n-3 PUFAs, particularly DHA, may resultin a
cascade of suboptimal development of neurotransmitter
systems, especially in limbic structures, leading to im-
paired emotional and cognitive responses to subsequent
environmental challenges. In addition, it has been
suggested that DHA may be involved in the regulation of
stress responses in rats, inasmuch as DHA intake com-
pletely reversed anxiety-like behavior in the elevated plus-
maze caused by an n-3 PUFA-deficient diet and attenuated
freezing behavior in conditioned fear-stress responses
(20). It has also been shown that n-3 fatty acid-deficient
mice were more vulnerable to stress, inasmuch as they
behaved similarly to mice fed an adequate diet under
normal conditions in the elevated-plus maze but were
significantly more anxious under stressful conditions (3).
In humans, it has previously been reported that adminis-
tration of fish oil rich in DHA improved resistance to the
mental stress of exams in students (21). Moreover,
prevention of stress-induced aggression and hostility by
DHA supplementation has been demonstrated in clinical
trials (22, 23). The authors concluded that DHA influ-
ences a possible adaptive mechanism during stress by
lowering norepinephrine levels.

There is currently some evidence regarding the involve-
ment of dietary n-3 PUFA in mood disorders, particularly
depression. Cross-national epidemiological analyses have
suggested that lower n-3 PUFA levels are related to higher
prevalence rates of major and postpartum depression (24,
25) and that there is a significant negative correlation
between fish consumption and the prevalence of depres-
sion (26). In addition, several clinical studies have de-
scribed abnormally low levels of DHA in the plasma and/
or erythrocytes of depressed patients (27, 28).

To understand further the potential relationships
between n-3 PUFA and depression, we examined the
effects of n-3 PUFA supplementation on various responses
induced by chronic stress exposure in mice. Animals were
subjected to a chronic mild stress procedure that
represents a well-known animal model of depression (29,
30). The consequences of n-3 PUFA supplementation on
behavioral parameters and on monoaminergic levels and
fatty acid profiles in several brain areas (i.e., the frontal

cortex, hippocampus, and striatum) were compared in
normal and stress conditions.

MATERIALS AND METHODS

Animals

Fifty-five male BALB/cBy]@R] mice (Centre d’Elevage Janvier;
Le Genest Saint Isle, France) were used in this study. The mice
were aged 6 weeks on their arrival and were housed in groups of
three to four. They were maintained in a temperature- (22°C)
and humidity- (40%) controlled room on an inverted light-dark
cycle (light from 20:00 to 8:00) with free access to food (regular
chow, Ext M20, SDS; Essex, England) and water. Mice were first
acclimatized to the laboratory for 1 week before the start of the
experiment. Experiments were conducted in accordance with
the European Communities Council Directive of November 24,
1986 (86/609/EEC).

Mice were initially distributed into four groups. Mice of two
groups were subjected to an unpredictable chronic mild stress
(UCMS) procedure for 8 weeks, until the end of the behavioral
tests. At the start of the experiment, stressed mice were
maintained under the same standard conditions, but they were
isolated in individual home cages (8.5 X 22 cm) and had no
physical contact with the other mice. Animals from the two
nonstressed groups were housed in groups of three or four, with
a shelter and some tubes placed in their home cages. Several
variables were used to assess the stress-induced effects, i.e.,
condition of coat, body weight, behavior in the novelty sup-
pression of feeding (NSF) test, and behavior in the resident-
intruder test. Condition of the coat and body weight were
recorded weekly for all mice. The behavioral tests commenced
from the seventh week. Mice were euthanized at the end of
the behavioral tests (i.e., 8 weeks after the beginning of the
UCMS procedure).

UCMS procedure

The stress protocol used was based on the UCMS procedure
described by Willner, Muscat, and Papp (30), and adapted to
mice by our laboratory (31-34). This animal model of depression
consists of chronic exposure to various mild social and
environmental stressors, none of which is sufficient alone to
induce long-lasting effects. The stressors used vary, and they were
applied in a different sequence each week to avoid any
habituation. We excluded nociceptive stressors and food/water
deprivation for ethical reasons. The emphasis in this model is on
the chronic and variable nature of the stressors.

The stressors used consisted of removal of bedding, wetting
the bedding, several repeated changes of bedding, tilting cages
by 45° for varying times, placing ~2 cm of water in the home cage
(after removing the bedding), exposure to rat bedding for
15 min, social stress 1 (placing a mouse in a cage that had pre-
viously belonged to another mouse), social stress 2 (placing a
mouse in another animal’s cage and then returning it to its own
cage, where it would find that the cage had been occupied by
another mouse), restrained stress in small tubes for varying
times, lights on during the dark phase, lights off during the light
phase, a succession of light and dark periods for 30 min, and
switching the light/dark cycle for varying durations.

Parameters measured

Two parameters were measured throughout the UCMS
procedure, i.e., condition of the coat and body weight. The
condition of the coat was evaluated each week by examining the
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coat on different parts of the body (head, neck, dorsal area,
ventral area, tail, front and hind paws, and genital area). For each
area, a score of 0 was applied if the coat was in good condition,
and a score of 1 if it was in very poor condition (disordered,
piloerection). The total score was the sum of the score for each
area; thus a high score indicated that the coat was in poor
condition. This method has been validated in a number of recent
studies (31, 32, 35). Body weight was also measured each week
until the end of the UCMS procedure.

n-3 PUFA supplementation

n-3 PUFA (léroDNV, Laboratoire léro; France) or vehicle
devoid of n-3 PUFA (Frial oil; Lesieur, France) was administered
daily at 1:30 PM by force feeding at a volume of 0.15 ml
throughout the UCMS procedure. 1éroDNV contained 70% n-3
PUFA (w/w). Mice in the supplemented groups were thus re-
ceiving a dose of approximately 80 mg/day n-3 PUFA [6.1 mg
DHA and 9.2 mg eicosapentaenoic acid (EPA)], corresponding
to the dose that has been previously shown to allow maximal
DHA incorporation in brain membranes (36).

Four groups of mice were formed: a nonstressed group re-
ceiving the vehicle (NS-V, n = 13), a stressed group receiving the
vehicle (S-V, n = 14), a nonstressed group receiving n-3 PUFA
(NS-PUFA, n = 14), and a stressed group receiving n-3 PUFA
(S-PUFA, n = 14).

Behavioral tests

NSF test. The NSF test is a modified version of that used by
Santarelli et al. (32). The testing apparatus consisted of a wooden
30 cm X 30 cm X 20 cm box with an indirect red light. The floor
was covered with 2 cm sawdust. Twelve hours before the test, food
was removed from the cages. At the time of testing, a pellet of
food (regular chow) was placed on a white paper platform
positioned in the center of the box. An animal was placed in a
corner of the maze. The latency to manifestly chew the pellet was
recorded within a 3 min period. This test induced conflicting
motivation between the drive to eat the food pellet and the fear
of venturing into the center of the arena. This test was performed
at 10 AM.

Resident-intruder test. The resident-intruder test consisted of
the introduction of an unknown animal into the home cage of
test mice to measure their aggressiveness. The intruder was a
naive male C57BL/6J@Rj mouse, known for its high passivity and
lack of aggression. When done in nonstressed mice, the animals
were isolated 24 h before the test to become familiar with their
novel environment. The bedding of the isolated stressed mice
was changed 24 h before the test to standardize conditions
between nonstressed and stressed mice. The test started when the
intruder was placed in the home cage of the resident animal and
lasted for 5 min. Two parameters were measured: the latency of
the first attack and the frequency of attacks on the intruder. This
test was performed at 3 PM.

Fatty acid analysis of phospholipid classes

Mice (n = 6 for each group) were euthanized by decapitation
at the end of the behavioral tests. Brains were quickly removed,
and the frontal cortex, hippocampus, and striatum were
dissected out on ice, weighed, and frozen in liquid nitrogen.
Total lipids were extracted by a modification of the method of
Folch, Lees, and Sloane Stanley (37). Phosphatidylethanolamine
(PE) was separated from total lipids on an aminopropyl-bonded
silica gel cartridge (BAKERBOND spe™ Amino; Baker, USA) by
the method of Alessandri and Goustard-Langelier (38). The fatty
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acids were methylated with BF3, and the fatty acid methyl esters
were analyzed by gas liquid chromatography (Carlo Erba) (39)
and identified by comparison with commercial standards of
equivalent chain lengths. The results were expressed as mg fatty
acids/100 mg total fatty acids (TFAs; wt %).

Monoamine analysis

Mice (n = 6-8 for each group) were euthanized by decap-
itation at the end of the behavioral tests. Brains were quickly
removed, and the frontal cortex, hippocampus, and striatum
were dissected out on ice and weighed. Each cerebral region was
homogenized in 1 ml of a buffer containing 12 mM HCIOy,
0.1 mM EDTA, 0.5 mM NaySoO5, 3 mM octanesulfonic acid, and
3 mM heptanesulfonic acid with an Ultraturrax T25 at 4°C. After
centrifugation at 30,000 g for 20 min at 4°C, 100 pl of the su-
pernatant was stored at —80°C until use. Contents of norepi-
nephrine (NE), DA, dihydroxyphenyl acetic acid (DOPAC),
homovanillic acid (HVA), serotonin (5-HT) and 5-hydroxyindole
acetic acid (5-HIAA) were measured in each supernatant by HPLC,
with electrochemical detection on a Concorde apparatus (Waters;
St. Quentin-Yvelines, France). Samples were injected using a
Rheodyne 7725i injector valve with a 20 pl injection loop. The
mobile phase, consisting of 7% acetonitrile, 3% methanol, 90%
20 mM citric acid, 10 mM monobasic phosphate sodium, 3.25 mM
octanesulfonic acid, 3 mM heptanesulfonic acid, 0.1 mM EDTA,
2 mM KCl, 6 ml/1 o-phosphoric acid, and 2 ml/] diethylamine,
pH 3, was pumped at 0.3 ml/min using a Gold 118 system
(Beckman; Fullerton, CA). Separation was performed with a 3 um
C18, 3.2 X 100 mm reversed phase column (LC-22C, BAS; West
Lafayette, IN). A glassy carbon working electrode set at 610 mV
with reference to an in situ Ag/AgCl reference electrode was used
to detect compounds. Signals were recorded and quantified with
a Beckman Gold 118 integrator. Amounts of NE, DA, DOPAC,
HVA, 5-HT, and 5-HIAA were calculated by comparing peak
levels from the supernatant samples with those of external
standards. Results are expressed as nmol/mg tissue.

Statistical analyses

All data are expressed as mean = SEM. For monoamine assays
and fatty acid analyses, means were compared by two-way ANOVA
(PUFA supplementation X stress factors), followed by the posthoc
Bonferroni test in case of significance. For behavioral studies and
body weight follow-up, results were compared using nonparamet-
ric ANOVA from Kruskal-Wallis, followed by the posthoc Mann-
Whitney U test in case of significance. Differences with P < 0.05
were considered significant. Statistical analyses were performed
using Statistica 7.0 software (StatSoft®, Inc.; Tulsa, OK).

RESULTS

State of the coat and body weight

Coat state. Kruskal-Wallis test revealed significant differ-
ences in the state of the coat after 1 week of UCMS (P <
0.001) until the end of UCMS (P < 0.001) (Fig. 1A). The
coat state of both stressed groups (groups S-V and S-PUFA)
continued to deteriorate, and there was a significant
difference compared with nonstressed mice after 1 week
UCMS (P<0.001) until the end of UCMS (P < 0.001). No
effect of n-3 PUFA treatment was observed in stressed mice
(groups S-V and S-PUFA), from week 1 until week 5.
Deterioration was greater during weeks 5 and 7 in the
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Fig. 1. Effects of unpredictable chronic mild stress (UCMS) on the state of the coat (A) and body weight
(B). A: The condition of the coat was evaluated each week on eight different body areas and scored from 0
(good condition) to 1 (very poor condition). The total score represents the sum of each area. a—c,
significantly different between groups (P < 0.05; ANOVA); B: *Significantly different between nonstressed
groups and stressed groups (P < 0.05; ANOVA). Values are means = SEM (n = 12 for each group). NS-V,
nonstressed receiving vehicle; S-V, stressed receiving vehicle; NS-PUFA, nonstressed receiving n-3 PUFA;

S-PUFA, stressed receiving n-3 PUFA.

stressed supplemented mice (group S-PUFA) than in the
stressed unsupplemented mice (group S-V, P= 0.0501 and
P = 0.0568, respectively), but the difference only reached
statistical significance during week 6 (P < 0.03).

Body weight. No difference in body weight appeared
among the four groups throughout the UCMS regimen
(Fig. 1B), except during week 7, when the body weights
of both nonstressed groups (NS-V and NS-PUFA) were
significantly higher than those of the stressed groups (S-V
and S-PUFA; P < 0.03 and P < 0.001, respectively).

Behavioral analyses

NSF test. The Kruskal-Wallis test showed significant
differences between the four groups in latency to chew
the pellet (P < 0.001) (Fig. 2A). n-3 PUFA supplementa-

tion resulted in increased latency to chew the pellet (P <
0.02 for S-V vs. SSPUFA and P < 0.005 for NS-V vs. NS-
PUFA). UCMS had no effect in either test.

Resident-intruder test. The Kruskal-Wallis test showed
significant differences between the groups in latency to
attack the intruder (P < 0.005) (Fig. 2B). The UCMS
procedure resulted in a significant effect, inasmuch as it
reduced the latency of agonistic behaviors (P < 0.05 for
NS-V vs. S-V). Similar effects were observed for frequency
of attack (data not shown). n-3 PUFA supplementation
had no effect in this test.

Fatty acid profile of brain membranes

The major fatty acids in the PE of frontal cortex, hippo-
campus, and striatum are shown in Tables 1, 2, and 3,
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Fig. 2. Effects of UCMS and n-3 PUFA supplementation in the
novelty suppression of feeding test (A) and in the resident-intruder
test (B). A: ** P < 0.02; *** P < 0.005; B: * P < 0.05 (ANOVA).
Values are means = SEM (n = 12 for each group).

respectively. In the four groups of mice, saturated fatty
acid (SFA) and PUFA accounted for the highest levels of
fatty acids. The total SFA and total n-6 + n-3 PUFAs thus
accounted for nearly 30% and 45% of the TFAs in each
cerebral region, respectively.

Effect of UCMS in nonsupplemented mice

The UCMS procedure resulted in a slight but significant
reduction in the 22:5n-6 content in the three cerebral
areas studied (20% in the frontal cortex and hippocam-
pus, 28% in the striatum), leading to a significantly
reduced 22:5n-6/22:6n-3 ratio in the hippocampus and
striatum (P < 0.05).

Effects of n-3 PUFA supplementation in nonstressed mice

Daily n-3 PUFA supplementation did not affect the SFA
or the MUFA contents of brain membranes, but signifi-
cantly increased the 22:6n-3 (DHA) levels in the frontal
cortex (+9% in NS-PUFA compared with NS-V, P < 0.05)
and hippocampus (+17%, P < 0.05). However, no
incorporation of 20:5n-3 (EPA) was detected, despite the
high content in the supplement. This resulted in
significantly higher levels of total n-3 PUFA (P < 0.05).
The n-3 PUFA supplementation induced a reduction of
total n-6 PUFA levels in the three cerebral regions, i.e.,
20% in the frontal cortex, 15% in the hippocampus, and
12% in the striatum, mainly owing to the decrease in
20:4n-6 and 22:5n-6 (decreased by almost 60% in the
three regions, P < 0.05). These changes resulted in a sig-
nificant reduction of the 22:5n-6/22:6n-3 ratio (P < 0.05),
without affecting the total n-6 + n-3 PUFAs.

Interaction between stress and supplementation

In mice subjected to UCMS, n-3 PUFA supplementation
resulted in only a 5-6% increase in 22:6n-3 (DHA) levels in
the hippocampus and in frontal cortex (P < 0.05), whereas
no change was observed in the striatum. Moreover, low
levels of incorporation of 20:5n-3 (EPA) appeared in the
three cerebral structures. The reduction in 22:5n-6 was
much less in stressed than in nonstressed mice; levels were
decreased by 50% in the frontal cortex, 35% in the
hippocampus, and unchanged in the striatum. It should
be noted that the reduction in levels of 20:4n-6 (arachi-
donic acid) was greater in the hippocampus and striatum of
stressed mice (S-PUFA group) than in corresponding
structures in nonstressed mice (NS-PUFA group).

Monoamine levels in brain tissues

Effects of UCMS. A number of reductions in tissue levels
of monoamines were observed in stressed animals (group
S-V) compared with controls (group NS-V) in the three
brain regions studied. In the frontal cortex (Table 4),
significantly reduced levels of NE were observed (51%, P<
0.05).1In the hippocampus (Table 5), a 44%), although non-
significantly reduced, level of NE was observed, whereas
amounts of 5-HT and 5-HIAA were decreased 2-fold (P <

TABLE 1. Main fatty acid contents of PE in the frontal cortex

Fatty Acid” mg/100 mg faity acids
Group SFA MUFA 20:4n-6 22:5n-6 n-6 PUFA” 20:5n-3 22:6n-3 n-3 PUFA® n-6+n-3 PUFA  22:5n-6/22:6n-3
NSV 269+ 0.6 10.2*0.6 9.5 *03° 0.7=*0.0° 149 * 0.4° nd 29.3 = 0.8° 29.6 = 0.8° 446 *1.0  0.02 = 0.00"
SV 26.6 = 0.7 11.0 0.6 9.4 *03° 05=*0.0"° 148 * 0.4" nd 29.3 = 0.6 295+ 0.5 443 0.5  0.02 = 0.00°
NSPUFA 263 *0.7 11.2+09 78 +02° 03=*0.0° 11.9* 0.4’ nd 31.7 = 0.6° 324 *+06° 443 *0.8  0.01 = 0.00
SPUFA 265 +1.0 11.0*+03 7.7+05" 03+0.0° 120=*0.6" 01*01 30.8=+17" 381.6+17" 435+23 0.0l +0.00"

MUFA, monounsaturated fatty acid; NS-PUFA, nonstressed mice receiving n-3 fatty acids; NS-V, nonstressed mice receiving vehicle; PE,
phosphatidylethanolamine; PUFA, polyunsaturated fatty acid; SFA, saturated fatty acid; S-PUFA, stressed mice receiving n-3 fatty acids; S-V, stressed
mice receiving vehicle; nd, not determined. Values are means * SEM.

“For each fatty acid, values with different superscripts (*°°) were significantly different between groups (two-way ANOVA; P < 0.05); n = 6 for
all groups.

’1n-6 PUFA = sum of 18:2n-6, 18:3n-6, 20:3n-6, 22:4n-6, and 22:5n-6.

‘n-3 PUFA = sum of 18:3n-3, 18:4n-3, 20:4n-3, 20:5n-3, 22:5n-3, and 22:6n-3.
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TABLE 2. Main fatty acid contents of PE in the hippocampus

Fatty Acid” mg/100 mg fatty acids
Group SFA MUFA 20:4n-6 22:5n-6 n-6 PUFA” 20:5n-3 22:6n-3 n-3 PUFA* n-6+n-3 PUFA  22:5n-6/22:6n-3
NSV 256 +1.4%° 11.0 1.0 122 *1.0° 0.7 =0.1° 19.1 + 1.4° nd 241 * 1.7° 244+ 1.7 435*+30  0.03 * 0.00°
SV 95.1 = 0.6%° 10.2 + 0.4 12.4 =0.3° 0.5 = 0.0° 19.5 + 0.3° nd 95.0 £ 0.7° 25.3 = 0.7 448 =05  0.02 = 0.00°
NS-PUFA 263 = 12° 109 *0.9 10.8+0.6° 0.3 *+0.0° 162 * 0.6 nd 283+ 14" 291 +14" 453+18  0.01 = 0.00°
SPUFA 249 * 0.6 107 =04 102 +0.2° 0.3 +0.0° 161 *0.9° 0.1 *0.1 264 =08 27.3+09° 434=*15 0.0l = 0.00°

Values are means = SEM.

“For each fatty acid, values with different superscripts (™) were significantly different between groups (two-way ANOVA; P < 0.05); n = 6 for

all groups.

’1n-6 PUFA = sum of 18:2n-6, 18:3n-6, 20:3n-6, 22:4n-6, and 22:5n-6.

‘n-3 PUFA = sum of 18:3n-3, 18:4n-3, 20:4n-3, 20:5n-3, 22:5n-3, and 22:6n-3.

0.05). A significant 60% decrease in NE and 45% decrease
in HVA levels were measured in the striatum (Table 6).

Effects of n-3 PUFA supplementation. Supplementation
with n-3 PUFA resulted in significant increases in the
tissue levels of several monoamines in stressed mice, in
both frontal cortex and hippocampus. Increased amounts
of 5-HT were observed in S-PUFA compared with S-V
groups in the frontal cortex (120%, P < 0.05, Table 4),
and increased amounts of DOPAC were observed in
nonstressed animals (97%, P < 0.05). In the hippocam-
pus, n-3 PUFA supplementation also increased the levels
of 5-HT and 5-HIAA in the stress condition (+93% and
+60%, respectively, P < 0.05; Table 5). No effect of the
supplementation was seen in the striatum (Table 6).

DISCUSSION

The purpose of the present study was to evaluate the
effects of UCMS on several aspects of behavior and brain
phospholipid fatty acid profiles and monoamine levels
in mice receiving either a control diet or a diet supple-
mented with n-3 long-chain PUFAs throughout the stress
procedure. The supplementation comprised daily admin-
istration of a mixture of DHA and EPA by force feeding,
allowing precise control of the dose. It had been previously
shown that n-3 PUFA, particularly DHA, can have an
antistress effect in conditioned fear-induced freezing
(20). Moreover, positive effects of EPA have been demon-
strated on symptoms of depression in humans, whereas
low n-3 PUFA plasma status has been reported to be asso-

ciated with an increased risk of depression (as reviewed in
Ref. 40).

We have previously shown in animal models that
chronic diet deficiency in ALA was able to act on the
release of monoamines and acetylcholine in brain regions
involved in stress-related behavior (mainly the hippocam-
pus and frontal cortex) (15, 16, 18, 39). 5-HT and
acetylcholine release was greater in the basal state in the
hippocampus but was reduced under neuronal activation
in deficient rats. In addition, it appeared that seroto-
nergic and muscarinic receptor binding might also be
affected by the n-3 PUFA content of the diet (11, 41, 42).

On the basis of these findings, we hypothesized that n-3
PUFA supplementation could improve resistance to stress
through action on monoaminergic neurotransmission.
We used a model of UCMS in the mouse that had been
shown to induce a depression-like state, which becomes
apparent through deterioration in coat state (31-35). As
expected, repeated exposure to mild stressors in the
present study resulted in deterioration in the state of the
coat that could be explained by a decrease in the mouse’s
grooming behavior related to conservation of resources in
favor of coping behaviors toward the stress situation (31).
The UCMS effect was also observed in the decrease in
body weight gain during the last week. A clear effect of
the UCMS procedure was also observed in the resident-
intruder test, in which the decrease in latency to attack the
intruder confirmed the increased level of aggressiveness
in stressed animals (33). We observed that n-3 PUFA sup-
plementation did not reduce coat deterioration in this
model, or the aggressiveness in the resident-intruder test
in stressed mice. Further, the coat state of stressed-

TABLE 3. Main fatty acid contents of PE in the striatum

Fatty Acid” mg/100 mg fatty acids
Group SFA MUFA 20:4n-6 22:5n-6 n-6 PUFA” 20:5n-3 22:6n-3 n-3 PUFA¢ n-6+n-3 PUFA  22:5n-6/22:6n-3
NSV 243+ 1.0 13.1 +£2.0° 11.6 =0.8° 0.6 +0.1° 18.0 = 1.0 nd 232+ 1.6 236+ 1.6 41.5=*25°  0.03 = 0.00"
SV 231+ 1.2 14.0 +0.8° 11.2 0.3 0.4 *+0.1° 17.2 0.7 nd 235+ 1.0 238+ 1.1 41.0=0.7%" 0.02 + 0.00°
NS-PUFA 23.6 +1.3 157 *=2.0% 11.4 +1.1° 03 *0.0° 158 + 1.4° nd 25219 259=*18 41.6*+26° 0.0l +0.00°
SPUFA 241 +19 137=12" 91+0.2° 04=+0.1"° 143+05 01=*0.1 231*24 241+27 384=23"  0.02*0.01°

Values are means = SEM.

“For each fatty acid, values with different superscripts (*°°) were significantly different between groups (two-way ANOVA; P < 0.05); n = 6 for

all groups.

’1n-6 PUFA = sum of 18:2n-6, 18:3n-6, 20:3n-6, 22:4n-6, and 22:5n-6.

‘n-3 PUFA = sum of 18:3n-3, 18:4n-3, 20:4n-3, 20:5n-3, 22:5n-3, and 22:6n-3.
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TABLE 4. Monoamine levels in the frontal cortex

Monoamine®

nmol/mg tissue

Group NE DA DOPAC HVA 5-HT 5-HIAA

NS-V? 1.95 + 0.29¢ 2.45 + 0.79 0.68 * 0.15° 1.75 + 0.76 1.05 = 0.13%° 1.18 = 0.45
SV* 0.95 * 0.21° 1.71 = 0.77 0.63 * 0.22° 0.89 =+ 0.68 0.64 + 0.27° 0.88 + 0.31
NS-PUFA’ 2.18 + 0.34“ 2.63 + 0.67 1.34 + 0.36" 1.83 + 0.50 1.98 + 0.78%" 0.89 + 0.12
S-PUFA® 1.28 + 0.30° 2.81 = 1.39 0.88 =+ 0.28° 1.98 + 0.4 1.41 + 0.25° 1.13 = 0.28

Values are means = SEM.

“For each monoamine, values with different superscripts (*~)were significantly different between groups (two-way ANOVA; P < 0.05).

’n=6.
‘n=17.

supplemented mice was sometimes worse than that of
their matched controls (stressed-vehicle mice). The sole
effect of supplementation was seen in the NSF test, which
involves food motivation and fear in a novel environment:
in this situation, n-3 PUFA supplementation resulted in
greater latency to chew the pellet in the novel environ-
ment, and this effect was unexpectedly independent of the
UCMS procedure. In fact, we observed that in both stressed
and nonstressed groups, the mice subjected to n-3 PUFA
supplementation were more reluctant to accept the force-
feeding procedure than were mice receiving the vehicle.
This may be a consequence of the odor and/or taste of the
PUFA-enriched mixture (fish and sea food odors), to
which the mice seemed to have an aversion, resulting in
reduction in their motivation to take food in the NSF test.

We measured the tissue levels of monoamines in several
brain areas in the four experimental groups. In mice that
did not receive n-3 PUFA supplementation, the UCMS
induced a significant 50% to 60% decrease in the levels of
NE in the frontal cortex and striatum, and a 44%
(nonsignificant) decrease in the hippocampus. The tissue
levels of 5-HT were also 40% to 65% decreased in the three
brain regions studied, although this reduction was only
statistically significant in the hippocampus. The levels of
the 5-HT metabolite 5-HIAA were also significantly
reduced in the hippocampus of stressed animals. The
levels of DA and its metabolites, DOPAC and HVA, had a
tendency to be slightly reduced in the regions where it was
detectable (i.e., the frontal cortex and striatum), but no
statistically significant difference was detected, except for
the levels of HVA in the striatum. It has previously been
shown that exposure to stressful stimuli increases the
extracellular release of 5-HT in the hippocampus (43) and
frontal cortex (44). It has been suggested that this type of

consequence is a neuroadaptative process in response to
stress, aimed at attenuating the adverse effects on
behavior, and that a failure of this process may be involved
in the occurrence of depression (45). In rat models of
chronic mild stress, different results have been reported
with regard to the function of monoaminergic systems,
such as an increase in dopaminergic activity in the
prefrontal cortex (46) or a decrease in the tissue levels
of 5-HT (47). However, discrepant data have also been
reported (48). In all conditions, these neurochemical
modifications were improved by the administration of
antidepressive drugs such as imipramine (46) or fluoxe-
tine (47). With regard to the neurochemical findings, the
reductions in tissue levels of 5-HT and NE detected at the
end of the UCMS procedure may be related to signs of
depression-like behavior observed in these animals.

The main finding of the present study was that sup-
plementation with n-3 PUFA seemed to have a reversing
effect on the reduced 5-HT levels that were induced by the
UCMS. As previously noted, tissue levels of 5-HT were 40%
to 656% decreased in the three brain regions studied of
unsupplemented stressed animals, although this reduction
was only statistically significant in the hippocampus. Under
n-3 PUFA supplementation, these levels were rather similar
(frontal cortex and striatum) or increased (hippocampus)
between stressed and nonstressed mice. Although this
“reversal” was proven for 5-HT levels, it was less clear for NE,
which was also reduced in S-PUFA versus NS-PUFA mice in
the frontal cortex, but very similar between both groups in
the hippocampus. For DA and metabolites, it was also
difficult to observe clear effects of the n-3 supplementation
on the consequences of stress. Thus, in the frontal cortex,
we obtained a nonsignificant 30-40% reduction in the
levels of DA and HVA in stressed animals, and similar levels

TABLE 5. Monoamine levels in the hippocampus

Monoamine”

nmol/mg tissue

Group NE DA DOPAC HVA 5-HT 5-HIAA
NS-V? 2.32 + 0.31 nd nd nd 2.05 + 1.32¢ 2.93 * 0.83%¢
SV° 1.29 + 1.08 nd nd nd 1.10 + 0.40° 1.40 + 0.44°
NS-PUFA’ 1.93 + 0.69 nd nd nd 1.39 + 0.40%" 1.70 + 0.29%¢
S-PUFA°® 1.90 + 0.93 nd nd nd 2.12 + 0.63“ 2.94 + 0.61°

Values are means = SEM.

“For each monoamine, values with different superscripts (*) were significantly different between groups (two-way ANOVA; P < 0.05).

’n=6.

‘n=17.
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TABLE 6. Monoamine levels in the striatum

Monoamine” nmol/mg tissue
Group NE DA DOPAC HVA 5-HT 5-HIAA
NS-V? 2.03 = 1.00“ 35.82 = 12.60 10.82 + 4.70 9.92 + 4.31° 4.00 = 2.81 273 + 1.37
Sve 0.83 *+ 0.66" 29.00 = 6.90 6.43 £ 1.22 5.47 = 0.95” 1.41 = 1.13 1.64 = 0.46
NS-PUFA’ nd 35.565 = 9.18 8.27 = 1.81 10.61 + 4.43“ 3.81 = 0.86 1.70 = 0.52
S-PUFA* nd 35.43 = 11.87 8.96 = 1.93 5.86 = 2.99” 3.15 £ 2.00 1.95 = 0.80

Values are means = SEM.

“For each monoamine, values with different superscripts (*") were significantly different between groups (two-way ANOVA; P < 0.05).

’n=6.
‘n=17.

were observed between stressed and nonstressed animals
under n-3 PUFA supplementation. In the striatum, the
levels of HVA were significantly reduced in stressed
compared with nonstressed animals, in unsupplemented
as well as in supplemented groups. As mentioned above,
these neurochemical effects of supplementation were not
associated with effects on the physical or behavioral
signs resulting from the stress procedure, indicating
dissociation between the stress-induced modifications in
monoaminergic parameters and the stressed-induced
modifications in physical and behavioral parameters.
Supplementation with n-3 PUFA was also associated with
several changes in the fatty acid composition of brain
phospholipid membranes, inasmuch as it increased the
incorporation of DHA in a range of variations specific to
each cerebral region according to the stress condition.
The increase in DHA in nonstressed mice was between
9% and 17%, the maximum observed in the hippocampus.
In stressed conditions, there was no increase in DHA in
the striatum, and it reached only 6% in the hippocampus
and in the frontal cortex. However, n-3 PUFA supplemen-
tation resulted in low levels of incorporation of EPA in
cerebral membranes in stressed mice but not in non-
stressed animals. These findings suggest that the UCMS
procedure might prevent the incorporation of DHA into
phospholipid membranes. It has previously been shown
that psychological stress increases lipid peroxidation
activity in the mouse (49) and rat (50, 51) brain, in a cere-
bral region-specific manner. DHA has a highly oxidation-
prone chemical structure, and this could contribute to
the lower DHA levels incorporated into brain phospho-
lipids of UCMS-subjected mice. However, the appearance
of EPA also suggested higher retroconversion of DHA.
The UCMS imposed on nonsupplemented mice for
8 weeks resulted in a reduction in the 22:5n-6 levels in the
PE of the frontal cortex, hippocampus, and striatum. Al-
though this PUFA was present at very low concentrations
in cerebral phospholipids, there may be stress-induced
consequences on brain membrane properties. The differ-
ences in DHA content of cerebral structures observed in
unsupplemented nonstressed mice were exacerbated by
n-3 PUFA supplementation, illustrating the previously
described differences in accretion (9, 39, 52). Incorpora-
tion of DHA in supplemented mice was higher in the
frontal cortex than in the striatum and the hippocampus.
As expected, n-3 PUFA supplementation induced a reduc-
tion in n-6 PUFA. In particular, we showed that 22:5n-6

levels, which were already low in brain membranes in un-
supplemented animals, were substantially changed in sup-
plemented nonstressed mice.

In conclusion, the present findings showed that UCMS
resulted in depression-like behavior in mice associated
with changes in brain phospholipid fatty acid composition
and monoamine levels. Daily n-3 PUFA supplementation
reversed the 5-HT stress-induced effects but without im-
pact on the on the physical state or behavior of the ani-
mals. This suggests that n-3 long-chain PUFAs can improve
resistance to stress through attenuation of the impact of
the UCMS on specific aspects of cerebral function.fif§
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Thése de Mathieu Nollet (directeurs de recherche : Philippe Gaillard et Samuel Leman)

Etude de I'implication fonctionnelle du systéme orexinergique dans les
mécanismes physiopathogéniques de la dépression majeure

La dépression majeure fait partie des troubles psychiatriques les plus répandus, et bien gu’elle soit I'une des
principales causes d’invalidité et I'un des plus sérieux problemes de santé dans le monde, les mécanismes
neurobiologiques qui sous-tendent cette maladie psychiatrique restent encore méconnus. Cependant, au-
dela des facteurs psychosociaux souvent a I'origine de I'apparition de la maladie, il est maintenant admis que
la dépression majeure se caractérise par un déséquilibre de la neurotransmission monoaminergique, une
perturbation de I'axe du stress (hypothalamic-pituitary-adrenal, HPA), et/ou une altération de la
neuroplasticité. Cependant, ces processus étiopathogéniques ne suffisent pas a expliquer I'ensemble des
troubles observés dans la dépression majeure, et différentes pistes ont été étudiées pour permettre de
discerner d’autres facteurs physiopathogéniques. Dans le cadre de ces recherches, les systemes
neuropeptidergiques ont particulierement attiré I'attention des scientifiques, de par leurs nombreux effets
physiologiques et comportementaux. Parmi ces neuropeptides, les orexines pourraient participer de maniere
importante aux troubles associés a la dépression majeure, voire en étre un facteur étiogénique. De fait, un
nombre grandissant d’études s’intéresse particulierement aux liens entre ces neuropeptides et les troubles
dépressifs, avec cependant de nombreuses contradictions et questions qui restent en suspens quant a
I'implication des orexines dans la physiopathogénie de la dépression majeure. Ce travail de thése avait donc
pour objectif d’étudier précisément le role du systeme orexinergique dans la dépression majeure.

Pour réaliser nos objectifs, nous avons utilisé le stress chronique imprédictible modéré (unpredictable chronic
mild stress, UCMS) chez la souris, un modele de dépression majeure chez I'animal qui permet de reproduire
le role des stress socio-environnementaux dans I'apparition d’un épisode dépressif. Nous avons dans un
premier temps examiné I'implication des orexines dans les états dépressifs en étudiant les effets de I’'UCMS
et d’un antidépresseur sur I'activation du systeme orexinergique. Etant donné que les troubles du sommeil
font partie des symptomes les plus communément observés chez les individus dépressifs, et que des
privations de sommeil engendrent des effets antidépresseurs, nous avons ensuite tenté de savoir si le
systéme orexinergique pouvait sous-tendre ces processus, en analysant I'effet de privations partielles de
sommeil sur 'activation des neurones a orexines chez des souris soumises a un protocole d’'UCMS. Enfin,
nous avons directement analysé I'importance de la neurotransmission orexinergique dans les mécanismes
physiopathogéniques de la dépression majeure en étudiant, chez des souris exposées a 'UCMS, I'effet du
blocage pharmacologique du systeme orexinergique sur le comportement, I'axe HPA et la neurogenese
hippocampique.

Nos résultats ont montré que I'état dépressif-like induit chez la souris par 'UCMS était associé a une
augmentation de |'activation des neurones orexinergiques dans la partie dorsomédiale et périfornicale de
I’hypothalamus (DMH-PFA), sans induire de changements dans la partie latérale de I’hypothalamus (LH).
Nous avons également mis en évidence des changements de I'expression du récepteur OX2 dans plusieurs
zones corticolimbiques. Le traitement chronique avec I'antidépresseur a été en mesure de contrecarrer
I’hyperactivité des neurones a orexines et certaines des altérations d’expression des récepteurs OX2. Nous
avons ensuite montré que les perturbations partielles de sommeil induisaient une augmentation de
I'activation orexinergique spécifiguement dans le DMH-PFA, alors qu’associées au stress chronique, ces
privations de sommeil sollicitent les neurones orexinergiques du DMH-PFA et du LH. Enfin, nous avons
démontré que le blocage pharmacologique du systéme orexinergique chez des souris soumises a 'UCMS
induit des effets comportementaux antidépresseurs-like qui semblent étre sous-tendus par le rétablissement
du rétrocontrole négatif de I'axe HPA indépendamment d’une augmentation de la neurogenése
hippocampique.

L’ensemble de ces résultats montrent qu’une hyperactivité du systeme orexinergique, particulierement dans
le DMH-PFA, participerait directement a la physiopathogenése des troubles dépressifs, et que son inhibition
induit des effets antidépresseurs. Ces travaux ouvrent de nouvelles perspectives de recherche quant a la
compréhension du lien entre systéme orexinergique et physiopathogenése de la dépression majeure.
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