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RESUME

Le MPH est le médicament le plus prescrit pour le traitement du trouble
déficitaire de l'attention/hyperactivité (TDA/H). Sa prescription de I'enfance a I'age
adulte et notamment chez les femmes en age de procréer souleve des questions sur
les effets a long terme d’un tel traitement sur le cerveau en développement. A ce
jour, aucune information n’est disponible concernant la présence ou non de
modifications neurobiologiques a I'age adulte consécutives a une exposition
prénatale au MPH. Nous avons utilisé un modéle d'exposition prénatale au MPH
chez le rat pour étudier les conséquences d'un tel traitement sur le fonctionnement
du cerveau adulte.

L'imagerie scintigraphique a été réalisée pour comparer les profils
métaboliques cérébraux des rats exposés en prénatal au MPH vs témoins. L'aspect
structural de leur systeme dopaminergique a été évalué avec un immunomarquage
de la TH et laspect fonctionnel a laide de microdialyse in vivo et
d'immunohistochimie c-Fos dans des conditions basales et apres stimulation
dopaminergique. Parallelement, I'évaluation comportementale de ces animaux vis-a-
vis de récompense naturelle ou synthétique ainsi que leur réactivité vis-a-vis de I'effet
locomoteur de la cocaine a été étudiée.

Les animaux exposés en prénatal au MPH affichent des altérations
neurobiologiques  structurales et fonctionnelles associées au systeme
dopaminergique et a sa réactivité suite a une administration de cocaine. Nos
résultats montrent aussi que ces animaux présentent une altération de la préférence
et de la motivation au sucre (renforcateur naturel) alors qu'aucune différence de
motivation pour s'auto-administrer de la cocaine (renforcateur synthétique) n'a été
décelée. Cependant, ces animaux montrent une baisse de sensibilité aux effets
locomoteurs de la cocaine.

A notre connaissance, notre étude préclinique est la premiére qui rapporte des
modifications neurobiologiques a long terme aprés une exposition prénatale au MPH.
Sur un plan plus fondamental, ces données devraient permettre de mieux
comprendre comment des perturbations dopaminergiques transitoires au cours du
développement cérébral peuvent induire des altérations cérébrales a long terme.
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| - Histoire du Méthylphénidate

Le méthylphénidate (MPH) est une phénylisopropylamine substituée et le
principe actif de la Ritaline®. Ce médicament a été synthétisé pour la premiere fois
en 1944 a Béle par le Dr. Leandro Panizzon (cf Figure 1), chimiste dans les
laboratoires de recherche pharmaceutique Ciba (Ciba-Geigy Pharmaceutical
Company). Avec sa femme Marguerite, il découvrit I'effet stimulant de cette molécule
dans le cadre d'un essai effectué sur eux-mémes. Pour l'anecdote, Marguerite
prenait volontiers du MPH avant d'aller pratiquer le tennis. En honneur de sa femme

gu'il surnommait Rita, Panizzon appela cette substance la Ritaline.

Figure 1 : Photographie de
Leandro Panizzon (1878-1967) qui
synthétisa le premier le MPH en
1944, entouré de ses colléegues

de chez Ciba-Geigy.

Dés 1954, la Ritaline® a été utilisée pour le traitement de nombreuses
pathologies (fatigue chronique, états léthargiques et confusionnels, psychoses
séniles, overdose aux barbituriques, dépression, narcolepsie) mais son efficacité n’a
jamais été aussi importante que dans le traitement du trouble de déficit de
I'attention/hyperactivité (TDA/H) (Chiarello et Cole, 1987; Challman et Lipsky, 2000;
Kirby et al, 2002; Kappeler, 2007). Actuellement, les deux indications de la Ritaline®
sont la narcolepsie et le TDA/H, c’est d’ailleurs le médicament psychostimulant le

plus prescrit pour traiter les patients TDA/H (Fone et Nutt, 2005).
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Il - Utilisations du Méthylphénidate

Al Le TDA/H

Le TDA/H a été découvert il y a plus dun siecle. C'est en 1845 qu'un
psychiatre allemand, Heinrich Hoffman (1809-1894), fait la premiére description de
cette maladie dans un de ses poémes ou il décrit I'histoire de Philip Fidgety (cf
Figure 2) : "Permettez-moi de voir si Philip peut étre un gentil jeune homme" dit le
pére avec sérieux ; "permettez-moi de voir s'il est capable de s'asseoir correctement
a table" ajoute la mére dans un ton trés grave, tout en regardant Philip continuer &
faire le pitre [...] Ce vilain enfant s'agite et devient de plus en plus agressif et
sauvage, et ceci jusqu'a ce que sa chaise se renverse. Philip se met ainsi a hurler de
toutes ses forces [...] Les verres, le pain, les couteaux et fourchettes tombent au sol.
Pauvre papa et pauvre maman, qui dépités, se demandent comment ils vont faire
pour diner maintenant (adapté de : http://www.vaxa.com/fidgety-philip.cfm). C'est
ainsi que ce poéme écrit il y a pourtant plus de 160 ans rapporte le comportement

typique d'un enfant atteint de TDA/H.

Figure 2 : |lllustration de "Die Geschichte vom Zappel-Philipp" tirée du livre "Der

Struwwelpeter" datant de 1845 caractérisant un enfant souffrant de TDA/H.

22



Le DSM-IV (1994) distingue trois sous-types de TDA/H : (i) le sous-type
inattentif (TDA/H-PI) se manifeste surtout par des troubles de I'attention, la personne
est alors percue comme non motivée et passive, (ii) le sous-type hyperactif et
impulsif (TDA/H-HI) qualifie les individus qui sont dans un état d’agitation
permanente et réagissent de maniere tres impulsive, (iii) le sous-type combiné
(TDA/H-C) rassemble les caractéristiques des deux premiers sous-types. Le
diagnostic du TDA/H est réalisé a partir d'un questionnaire type (d'aprés le DSM-IV-
TR) (cf Figure 3). Un nombre minimal de criteres est nécessaire pour le diagnostic

de chaque sous-type.

Questionnaire diagnostic

v N

Inattention (PI) Hyperactivité/Impulsivité (HI)

(au moins 6 symptémes sur 9) (au moins 6 symptémes sur 9)
1/ Fait beaucoup de fautes d’'inattention 1/Ala bougeotte
2/ Difficulté & soutenir son attention au travail 2/ Difficulté a rester assis
ou dans les jeux 3/ Court ou grimpe de maniére excessive
3/ N'écoute pas 4/ Difficulté a jouer calmement
4/ Difficulté a respecter les consignes 5/ Agit comme s’il était « monté sur
5/ Difficulté a organiser les taches ressorts »
6/ N'aime pas ou évite les tdches requérant 6/ Parle trop
de I'attention 7/ Laisse échapper des réponses
7/ Perd des objets 8/ Difficulté & attendre son tour
8/ Aisément distrait 9/ Interrompt ou s’immisce souvent dans les
9/ Distrait dans les activités quotidiennes conservations

Combiné (C)

(critéres Pl et HI présents depuis au
moins 6 mois)

Figure 3 : Questionnaire diagnostic de TDA/H chez I'enfant (d'aprés le DSM-IV-TR).

Il est également nécessaire que ces symptomes provoquent une géne
fonctionnelle et qu'ils soient présents avant 'age de 7 ans ; les symptomes doivent
étre observés dans au moins deux types d’environnement différents (par exemple
école, travail, maison) ; et ne doivent pas pouvoir étre expliqués par une maladie

mentale comme la dépression, l'anxiété ou un autre trouble de la personnalité.
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La nouvelle édition du DSM, communément intitulée DSM-5, est actuellement
en préparation. Quelques modifications sont a prévoir avec notamment des
changements au niveau du critere de diagnostic des symptdmes (d'apres

www.dsmb5.org).

Le TDA/H est une affection neurodéveloppementale diagnostiquée chez
5,29% des enfants (Polanczyc et al, 2007) et qui persiste dans 70% des cas a l'age
adulte (Biederman, 1998). Il est estimé que 2,5% de la population adulte est atteinte
de TDA/H (Faraone et al, 2000 ; Simon et al, 2009). Récemment, une étude
épidémiologique a été réalisée sur un échantillon représentatif de la population
pédiatrique francaise de 1012 foyers comprenant au moins un enfant agé entre 6 et
12 ans. Les résultats ont montré une prévalence pour le TDA/H de 3,5%, dont la
répartition est de 46,5% de type TDA/H-PI, 40% de type TDA/H-HI et 13,5% de type
TDA/H-C (Faraone et al, 2012). Par ailleurs, il a été constaté que 36,5% des enfants
diagnostiqués TDA/H recevaient un traitement médicamenteux pour cette affection.
Le taux de prévalence a été corrigé a 5,6% en prenant en compte cette donnée. Les
garcons sont trois a six fois plus affectés que les filles (Murphy et al, 1996). D'aprés
Wolraich et al (1996), les garcons sont plus nhombreux a avoir le sous-type TDA/H-HI
gue les filles a hauteur d'un ratio de 4:1 et également plus nhombreux a hauteur d'un

ratio de 2:1 pour le sous-type TDA/H-PI.

Les causes du TDA/H demeurent mal connues, elles seraient a la fois
génétiques et environnementales. En effet, il a été montré que quand un jumeau est
TDA/H, il y a 80% de risque que l'autre le soit aussi (Barkley, 1998). De méme, si un
parent est TDA/H, il y a 57% de risque que ses enfants aient la maladie (Barkley,
1998). Une étude suggere que la génétique contribuerait a 76% des cas de TDA/H
(Mick et al, 2008) avec des genes impliqués codant des protéines synaptiques et des
protéines engagées dans les systemes de neurotransmissions monoaminergiques (cf
Tableau 1).
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Genes impliqués dans Genes impliqués dans les neurotransmissions
la neurotransmission monoaminergiques
et la neuroplasticité Systeme DA Systeme NE Systéme 5-HT
SNAP25 DRDA4 NET1/SLC6A2 5-HTT/SLC64A
CHRNA4 DRD5 ADRA2A HTR1B
NMDA DAT1/SLC6A3 ADRA2C HTR2A
BDNF DDC DBH TPH2
NGF
NTF3
NTF4/5
GDNF

Tableau 1 : Liste des génes impliqués dans le TDA/H, codant des protéines synaptiques (de la
neurotransmission et de la neuroplasticité) et des protéines de la neurotransmission
monoaminergique (d'apreés Mick et al, 2008). (SNAP25 : Synaptosomal-associated protein 25;
CHRNA4 : Cholinergic receptor, nicotinic, alpha 4; NMDA : N-methyl-D-aspartate ; BDNF :
Brain-derived neurotrophic factor ; NGF : Nerve growth factor ; NTF3 et NTF4/5 : Neurotrophin-
3 et Neurotrophin-4/5; GDNF: Glial cell-derived neurotrophic factor; DRD4 et DRD5:
Dopamine receptor 4 et Dopamine receptor 5; DAT1/SLC6A3 . Dopamine transporter gene ;
DDC : DOPA decarboxylase ; NET1/SLC6A2 : Norepinephrine transporter gene ; ADRA2A et
ADRAZ2C : alpha-2A adrenergic receptor et alpha-2C adrenergic receptor ; DBH : Dopamine
beta-hydroxylase ; 5-HTT/SLC64A : Serotonin transporter gene; HTR1B et HTR1B : 5-
hydroxytryptamine receptor 1B et 5-hydroxytryptamine receptor 2A; TPH2: Tryptophan
hydroxylase 2)

La Ritaline® est le psychostimulant le plus prescrit dans le traitement du
TDA/H (Fone et Nutt, 2005) en plus de dérivés damphétamine
(Lysdexamphétamine), de médicaments non psychostimulants (Atomoxetine) et de
thérapies comportementales. En général, la posologie est de 1 mg/kg/jour en 2 ou 3

prises jusqu’a une dose maximale de 60 mg/jour.
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B/ La narcolepsie

La narcolepsie est un trouble de la régulation des états de veille et de
sommeil. Elle est décrite pour la premiére fois par Carl Friedrich Otto Westphal
(1877) (Schenck et al, 2007) (cf Figure 4). Elle est peu reconnue et souvent sous-

diagnostiquée.

Figure 4 : Photographie de Carl
Friedrich Otto Westphal (1833-1890).

Elle se caractérise par une somnolence diurne excessive, une cataplexie, la
survenue d’hallucinations lors de I'endormissement et de paralysie pendant le
sommeil (Kappeler, 2007). Ce syndrome tend & persister toute la vie avec des
symptémes pergus comme treés inquiétants au début et qui peuvent étre source d’une
grande frustration pour le patient sans entrainer malgré tout de maladie grave. La
prévalence de la narcolepsie est estimée entre 2 et 3 pour 10000 habitants en
France (www.orpha.net), soit environ 0,05 % de la population (Akintomide et
Rickards, 2011). L’age d’apparition de cette maladie est variable avec des
symptémes qui surviennent dés les premieres années de vie jusqu'a environ 50 ans
et touchant aussi bien les hommes que les femmes. Les personnes atteintes de
narcolepsie sont habituellement en bonne santé et normales a tous les autres égards
avec une espérance de vie identique a celle des personnes non atteintes. Aucune
anomalie physique ni Iésionnelle n'a jamais été associée a ce trouble (Vecchierini,
2004). Il a été émis I'hypothése que la narcolepsie serait consécutive a une baisse
importante de la concentration en hypocrétine, neuropeptide impliqué dans la
régulation de I'état d’éveil (Nishino et al, 2000). Cette baisse pourrait étre due a des
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mutations du géne codant I'hypocrétine, a un déréglement du systéme immunitaire
qui pourrait s’attaquer aux cellules produisant ce neuropeptide ou a I'exposition a des

infections, toxines ou traumatismes cérébraux (www.orpha.net).

Le traitement le plus répandu pour la narcolepsie est le Modiodal®. Son
principe actif, le modafinil, stimule I'éveil chez un certain nombre d'espéces animales
ainsi que chez I'nomme (revue Prescrire, 1999). Le MPH n'est utilisé qu'en cas
d'échec avec le modafinil, c'est a dire dans environ 20 % des cas (d'apres :

www.anc-narcolepsie.com).

C/ Utilisation illicite

Du fait de la prescription croissante de MPH (de moins de 2 millions de
prescriptions en 1991 vs plus de 22 millions en 2001 dans le monde (Greenhill et al,
2002)) et de ses propriétés psychostimulantes, de plus en plus de cas d’utilisations
de MPH hors indication ont été rapportés ces derniéres années (Kollins et al, 2001;
Svetlov et al, 2007). Ce type dutilisation est particulierement présent chez les
adolescents et jeunes adultes qui recherchent les effets euphorisants, anorexigenes
et psychostimulants (augmentation des capacités attentionnelles pendant les
périodes de révisions d’examen (Revue Prescrire, 2012)). Une étude américaine a
révélé qu'environ 10,4% des étudiants utilisent ou ont déja utilisé de maniére illicite
un psychostimulant prescrit sur ordonnance. Pour 93,5% d'entre eux, c'était une aide
a la concentration (Herman et al, 2011). D'apres Bogle et Smith (2009), I'estimation

de la consommation annuelle illicite de MPH aux USA est d'environ 4%.

Ce type de consommation n’est cependant pas récente et a débuté dans les
années 70 aux USA, le MPH étant alors surnommé «kiddy coke», «vitamin R»,
«pineapple», «skippy» ou encore «R-ball» (www.dailymail.co.uk/news/article-
494862/Ritalin-The-scandal-kiddy-coke.html; http://www.casapalmera.com/articles/si
gns-and-effects-of-the-methylphenidate-a-drug-also-known-as-ritalin). De nombreux
rapports concernant les abus de MPH ont été redigés par le NIDA (National Institute
on Drug Abuse) et ceux-ci ont augmenté de 6 fois entre 1990 et 1995
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(www.drugabuse.gov). Dans ce contexte, le MPH est administré le plus souvent par
voie orale ou intranasale méme si des cas d'administration intraveineuse ont aussi
été décrits (Parran et Jasinski, 1991). Les doses absorbées sont aussi difficilement
guantifiables, méme si certains rapports d'expériences décrivent des doses de 20 et
150 mg par prise unique ou répétée simplement sur quelgues heures
(http://www.erowid.org/pharms/methylphenidate). La consommation répétée de MPH
par voie orale induit rarement une dépendance au contraire de ce qui est observé

pour les administrations intranasale ou intraveineuse (Parran et Jasinski, 1991).

lll - Effets du Méthylphénidate

A/ Chez lI'animal

Des études ont montré qu'une administration de MPH induit une augmentation
de l'activité locomotrice chez I'animal similaire a ce qui est observé pour d’autres
psychostimulants (McNamara et al, 1993 ; Kankaanpaa et al, 2000). En général, une
dose supérieure ou équivalente a 2,5 mg/kg, administrée par voie intrapéritonéale
(i.p.) ou sous-cutanée (s.c.) provoque une augmentation de l'activité locomotrice de
animal (Browne et Segal, 1977, Gaytan et al, 1996; Crawford et al, 1998;
Eckermann et al, 2001) qui peut durer pendant 40 a 90 minutes aprés une injection
s.c. (Askenasy et al, 2007).

A doses plus élevées, le MPH induit chez le rat des stéréotypies dont
I'intensité varie en fonction de la dose administrée (Scheel-Kriiger, 1971 ; Gaytan et
al, 1996). Ces stéréotypies sont des mouvements répétitifs de la téte, du corps et des
extrémités, ou encore un reniflement incessant associé a du léchage. Il a été montré
que I'administration d’'une dose élevée de 40 mg/kg chez le rongeur produit un profil
d'activité en trois phases : (i) une phase d'hyperactivité locomotrice, (ii) une phase
dominée par des comportements stéréotypés, et (i) une deuxiéeme période

d’'hyperactivité locomotrice (Gaytan et al, 1997).
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B/ Chez 'homme

Le sujet sain n’est pas censé étre exposé au MPH qui est une substance
répertoriée par la convention sur les substances psychotropes de 1971, ce qui en fait
un produit contrélé dans la plupart des pays comme la France, ou le MPH fait partie
des substances réglementées assimilées aux stupéfiants. Ceci signifie que le MPH
ne peut étre délivré que sur ordonnance initialement hospitaliere par des médecins
spécialisés en neurologie, psychiatrie et pédiatrie et renouvelée ensuite sur
ordonnance sécurisée par le médecin généraliste. Néanmoins, certains cas de
consommation de MPH hors indication ont été rapportés et ont permis de déterminer
les effets d’'une administration aigiie de MPH. Ceux-ci surviennent avec une latence
de quelques minutes a 30 minutes en fonction de la voie d’administration (intra-
veineuse ou per-0s, respectivement) et incluent dans un premier temps une
sensation d’euphorie, une augmentation de I'activité locomotrice, des capacités de
concentration, de la motivation, une baisse de la sensation de fatigue, de I'appétit et
une résistance a I'endormissement. Sur le plan physiologique, ceci s’accompagne
d’'une élévation du rythme cardiaque et de la pression artérielle. Dans un second
temps, le sujet ressent une sensation de bien étre et de relaxation qui est suivie de
I'atténuation progressive des effets précédemment cités accompagnée d’'insomnies,
de vertiges et de nausées/vomissements en cas de consommation de nourriture. Des
conséquences a long terme en cas d’abus répétés de MPH hors prescription ont été
décrites incluant notamment une importante perte de poids, la survenue d’insomnie,
de dépression et de paranoia (http://www.erowid.org/pharms/methylphenidate). Cette
consommation chronique peut aussi s'accompagner de conséquences
physiologiques comme la survenue d’emphyséme, de toxicité pulmonaire, de
rétinopathies, et de dysfonctionnements hépatiques (Sherman et al, 1987 ; Schmidt
et al, 1991).

Chez le patient TDA/H, la prise de MPH induit des effets similaires,
notamment une élévation des capacités de concentration et d’attention, une baisse
de I'impulsivité et de I'hyperactivité et ceci dans les 60 minutes suivant la prise (Silva
et al, 2006). Des effets secondaires sont aussi présents suite a la prise de MPH par

les patients TDA/H incluant la survenue d’insomnie, de vertiges, d'irritabilité,
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d’anxiété, de migraine, de perte d’appétit et occasionnellement I'apparition de tics
moteurs (Klein-Schwartz, 2002). Au niveau physiologique, des augmentations du

rythme cardiaque et de la pression artérielle peuvent survenir.

A la suite d'un surdosage ou d'une intoxication au MPH, les sujets peuvent
présenter des symptomes allant de l'euphorie jusqu'a de la tachycardie pour une

toxicité légere du MPH, des hallucinations ou des palpitations pour une toxicité plutot

modéreée et jusqu'au coma pour les cas les plus extrémes (cf Tableau 2).

Toxicité légere

Toxicité modérée

Toxicité sévere

Euphorie
Hypervigilance
Bruxisme
Etat de conscience altéré
Tachycardie
Hypertension artérielle

Agitation franche
Paranoia
Hallucinations
Diaphorése
Vomissement
Douleur abdominale
Palpitations
Douleur rétrosternale

Hyperthermie
Acidose métabolique
Rhabdomyolyse
Hyperkaliémie
Insuffisance rénale aigle
Coma
Convulsions

Tableau 2 : Signes et symptdmes d'une intoxication au MPH (ou aux amphétamines) (d'apres :

TOXINZ, septembre 2011).

IV - Pharmacocinétique et métabolisme du Méthylphénidate

Le MPH est un dérivé pipéridinique, qui posseéde deux centres chiraux d’ou

'existence de quatre énantioméres comprenant des formes dextrogyres et Iévogyres,

chacune thréo ou érythro (cf Figure 5).
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ﬁ I H Figure 5 : Structure des quatre
0 . L
OH,C—C I énantiomeres du MPH.
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H
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d-(2R:2'8) erythro 1-(28:2'R)

Seules les formes thréo sont présentes dans la Ritaline® car il a été montré
gue les formes érythro n'entrainaient que tres peu d'effets stimulants (Patrick et al,
1987). De plus, il a été montré in vitro et in vivo que le D-thréo-MPH est I'isomeére qui
est majoritairement responsable des effets pharmacologiques (Patrick et al, 1987,
Eckerman et al, 1991; Ding et al, 1997; Quinn, 2008).

Aprés administration orale, le MPH est rapidement et presque totalement
absorbé. Cependant, suite a leffet de premier passage, sa biodisponibilité
systémigue n'est que d'environ 30% de la dose administrée et il existe de grandes
variabilités individuelles (11 a 53%) (Chan et al, 1983). La prise simultanée
d'aliments accélére l'absorption, mais n'a aucun effet sur la quantité de produit
résorbée. Chez I'enfant et l'adulte, des pics de concentration plasmatique de 10,8
ng/ml et de 7,8 ng/ml respectivement ont été observés en moyenne deux heures
aprés l'administration d'une dose orale de 0,3 mg/kg. Ces concentrations
plasmatiques maximales présentent de fortes variations interindividuelles. Qu'il
s'agisse d'une administration aigiie ou répétée de MPH, le profil des concentrations
plasmatiques est équivalent. Les effets, suite a la prise de MPH, surviennent assez
rapidement compte tenu de sa demi-vie plasmatique courte (2,4 heures chez I'enfant
et 2,1 heures chez l'adulte), la durée des effets étant de 1 a 4 heures. Aprés une
administration par voie intraveineuse, les concentrations plasmatiques des deux

énantiomeéres sont identiques jusqu'a 1,5 heures aprés l'injection et difféerent apres.
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Quelque soit la voie d'administration, la biodisponibilité du D-thréo-MPH est de 23%
alors que celle du L-thréo-MPH est de 5%. Dans le sang, le MPH et ses métabolites
se répartissent entre le plasma (57%) et les érythrocytes (43%). La liaison aux
protéines sériques est plus faible (15% environ). Le volume de distribution apparent

est d'environ 13,1 I/kg.

Dans les 48 a 96 heures aprés l'administration orale, 78 a 97% de la dose
administrée sont éliminés sous forme de métabolites dans l'urine, et 1 & 3% dans les
feces. On ne retrouve dans l'urine que de faibles quantités de MPH non métabolisé
(< 1%). La majeure partie de la dose administrée est éliminée dans l'urine sous
forme d'un composé inactif, I'acide ritalinique ou acide a-phényl-2-pipéridine-acétique
(60 a 86%) (Patrick et al, 1987 ; Aoyama et al, 1994). Le métabolisme est
énantiosélectif puisque la demi-vie du D-thréo-MPH est plus longue et ses
concentrations plasmatiques plus élevées que le L-thréo-MPH (Srinivas et al, 1993).
L'absorption d'autres drogues peut interagir avec le MPH et peut conduire a la
formation de métabolites tel que I'éthylphénidate. Ce dernier a été identifié chez des
patients ayant fait une overdose (Markowitz et al, 1999).

8% de MPH traverse la barriere hémato-encéphalique par diffusion passive
pour atteindre le cerveau aprés une administration intraveineuse avec un pic de
concentration présent au niveau cérébral entre 4 et 10 minutes apres l'administration.
La pharmacocinétique par prise orale est plus lente puisque la survenue du pic de
MPH dans le cerveau arrive 60 minutes ou plus apres I'administration (Volkow et al,
1995).

V - Mécanismes d'action du Méthylphénidate

Le mécanisme d'action du MPH n'est pas encore totalement élucidé mais ses
effets sont liés a différents neurotransmetteurs que sont la dopamine (DA) et la
norépinephrine (NE) (Challman et Lipsky, 2000). Le MPH est un agoniste indirect des
systemes dopaminergique et norépinéphrinergique : il blogue le transporteur de la
DA (DAT) et de la NE (NET) (Sadasivan et al, 2012). Il a été montré que le MPH a
une meilleure affinité pour le DAT (IC50 = 84+33 nM) par rapport au NET (IC50 =
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514+74 nM) et ne se lie que tres modestement au transporteur de la sérotonine
(SERT) (IC50>50000 nM) (Gatley et al, 1996). L'imagerie nucléaire a tomographie
par émission de positons (TEP) ainsi que l'utilisation de MPH radiomarqué au
carbone 11 ont permis de mettre en évidence que la distribution du MPH au niveau
cérébral est relativement hétérogene, a savoir que la plupart du MPH se fixe dans le
striatum et qu'il est retrouvé dans une moindre mesure au niveau du thalamus, du
cortex et du cervelet (Volkow et al, 1995). Il a été montré chez I'homme et chez le
babouin qu'alors que le L-thréo-MPH s'accumule de fagcon homogene dans tout le
cerveau, le D-thréo-MPH s'accumule préférentiellement au niveau du striatum et du

noyau accumbens (Nac) (Volkow et al, 1995 ; Ding et al, 1997) (cf Figure 6).

%g. et

. - .
» . _

[11C]d-threo-METEYLPHENIDATE

[11C]1-threc-METEYLPHENIDATE

Figure 6 : Images TEP d'un cerveau humain aprés une injection de *'C D-thréo-MPH (en haut)
ou de C L-thréo-MPH (en bas). De gauche a droite, partie supérieure du cerveau a la base du
crane. Ces images montrent I'accumulation de la radioactivité dans les ganglions de la base
pour le *'C D-thréo-MPH (d'aprés Ding et al, 1997).
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A/ Sur la neurotransmission dopaminergique

Le MPH exerce une action "cocaine-like" et ses effets thérapeutiques seraient
liés a une facilitation de la neurotransmission dopaminergique (Froimowitz et al,
1995). Dans le cerveau humain, le MPH occupe et bloque le DAT (Volkow et al,
1999), amplifiant ainsi le signal dopaminergique (Volkow et al, 2002). C'est un
inhibiteur de la recapture de la DA (Patrick et al, 1987) (cf Figure 7). Chez 'homme,
une dose utilisée en thérapeutique bloque plus de 50% de DAT au niveau cérébral
(Volkow et al, 1998). Le MPH entre en compétition avec la DA pour la liaison au DAT
prolongeant ainsi la durée de vie de la DA au niveau de la fente synaptique, ce qui
induit une augmentation de la stimulation pré- et post-synaptique (Volkow et al,
1995). Par imagerie TEP, il a été montré que lI'administration par voie orale de MPH
induit une augmentation de la DA extracellulaire au niveau du striatum (Volkow et al,
2001).

Figure 7 : Schéma du blocage du
DAT par le MPH, amplifiant le
signal dopaminergique. (DA
dopamine ; DAT : transpoteur de

la dopamine)
/

s 803680 %DA

Récepteurs W\
dopaminergiques

L'activité des neurones dopaminergiques est en partie régulée par des
récepteurs pré-synaptiques ou autorécepteurs présents sur membranes des axones
et des dendrites. Ces récepteurs dopaminergiques de type 2 (RD2) interviennent

dans le mécanisme de rétrocontréle négatif de la synthése et de la libération de la
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DA (Grace, 1991 ; Gioanni et Pirot, 2009). La libération de la DA est réalisée de
maniére pulsatile et en bouffées durant l'influx nerveux, on parle alors d'activité
phasique de la DA. En dehors des influx, l'activité dopaminergique basale est dite
tonique. Le blocage du DAT inhibe la recapture de DA, résultant donc en une
accumulation de DA dans l'espace extraneuronal, ce qui déclenche une cascade

d'événements médiée par ces récepteurs dopaminergiques.

L'utilisation de I'imagerie TEP pour étudier la liaison du *'C-raclopride sur les
RD2 dans le cerveau de 11 adultes en bonne santé montre que le traitement au
MPH diminue significativement la liaison de ce radioligand dans le striatum, en raison
de la compétition croissante exercée par la DA extracelullaire endogéene et de la
disponibilité de RD2 (cf Figure 8), comme indiqué par des mesures de Bmax/Kd qui
suggerent une réduction de la liaison d'environ 20% + 12% aprés une dose orale de
0,8 mg/kg de MPH (Volkow et al, 2001).

7R

Témoin

Figure 8 : Images de distribution du *C-raclopride au niveau du striatum et du cervelet avant et
aprés administration de 60 mg de MPH per os. Celui-ci réduit la fixation du *C-raclopride dans
le striatum ou il est en compétition avec la DA pour se lier aux récepteurs D2, mais pas dans le

cervelet ou laliaison est essentiellement non spécifique (d'aprés Volkow et al, 2001).
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A faible dose (0,5 mg/kg), il a été émis I'hypothése que I'accumulation de la DA
striatale aprés le blocage du DAT par le MPH augmente l'activation des RD2 pré-
synaptiques, réduisant ainsi la libération de la DA suite & un nouvel influx nerveux, et
ayant donc pour conséquence une moindre activation post-synaptique des
récepteurs D1 (RD1) et RD2. L'ensemble de ces phénoménes a pour conséquence
la réduction de I'hyperactivité dans un contexte de TDA/H (Seeman et Madras, 1998)
(cf Figure 9). Il a aussi été proposé que l'accumulation de DA a la suite d'un blocage
du DAT par le MPH pourrait induire une amélioration de l'attention et une diminution
du caractere impulsif de lindividu en augmentant le rapport signal/bruit de la
signalisation dopaminergique au niveau des neurones striataux, notamment en
diminuant le bruit de fond de l'activité dopaminergique tonique (Volkow et al, 2001 ;
Rosa-Neto et al, 2005). Néamnoins, il a été récemment montré dans des études
utilisant le MPH et I'atomoxétine (ATX) (un inhibiteur de la recapture de la NE), que
cette action du MPH sur lattention et limpulsivité n'était pas exclusivement
dopaminergique, la NE ayant aussi son influence (Engert et Pruessner, 2008 ;
Economidou et al, 2012). A des doses plus élevées de MPH (supérieures a 1 ou 2
mg/kg), la concentration de DA extracellulaire basale est augmentée de 14 a 35 fois
(Sharp et al, 1987 ; Kuczenski et Segal, 1989) et celle de la DA phasique de 7 fois
(Seeman et Madras, 1998). Ces doses sont associées a la stimulation généralisée
du systéme nerveux, liée a la trés forte concentration de DA dans la fente synaptique

au repos et apres libération.
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Figure 9 : Pharmacologie cellulaire de l'action d'une faible dose de MPH au niveau pré-
synaptique. (A) La concentration normale de repos de la dopamine extracellulaire est de I'ordre
de 4 nM. (B) La hausse transitoire de la concentration de DA extracellulaire au cours de I'influx
nerveux normal (60 fois) revient a un niveau de repos par la diffusion et la recapture de la DA
par les DAT. (C) En présence de MPH, le DAT est bloqué (étape 1) et le niveau de repos de la
DA extracellulaire est augmenté d'environ 6 fois. (D) La concentration élevée de repos de DA
agit sur les RD2 pré-synaptiques situés sur les terminaisons nerveuses (étape 2) pour réduire
l'augmentation relative (seulement 2 fois) de DA additionnelle a la suite d'un nouvel influx
nerveux (étape 3). Cette plus basse augmentation de la DA va ensuite agir essentiellement au
niveau des RD2 post-synaptiques et ainsi induire une diminution de I'activité motrice du sujet

(d'apres Seeman et Madras, 1998).
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La Figure 10 illustre le mode d'action supposé du MPH sur le systéeme
dopaminergique. Le MPH agit indirectement comme un agoniste dopaminergique en
augmentant I'accumulation de DA par le blocage du DAT. De plus, l'action du MPH
sur les autorécepteurs D2 va induire une augmentation de la densité des VMAT2
(vesicular monoamine transporter 2) au niveau des veésicules pré-synaptiques isolées
(Brown et al, 2001 ; Sandoval et al, 2002). Le résultat global est I'amplification de
l'activité dopaminergique striatale ainsi que la réduction de la fréquence de l'activité
de bruit de fond des neurones qui peuvent cliniquement conduire a I'amélioration de

I'attention et a la réduction de la distraction du sujet (Rosa-Neto et al, 2005).
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Figure 10 : Modéle d'action du MPH sur le systéme dopaminergique. Le schéma de gauche
représente une synapse entre deux neurones chez un individu TDA/H avant le traitement au
MPH. Il montre des niveaux relativement faibles de DA et des niveaux plutdt élevés de DAT.
Les autorécepteurs D2 sont actifs. Les concentrations de NET sont soupgonnées étre faibles
dans le striatum (mais plus hautes dans la région corticale, ou ils peuvent servir également au
transport de la DA, voir chapitre V-B). Le schéma de droite représente une synapse apreés le
traitement au MPH. Le neurone pré-synaptique montre le blocage des DAT et l'augmentation de
DA dans l'espace extracellulaire. L'activité du MPH est potentiellement d'augmenter la
concentration de DA extracellulaire via de multiples mécanismes. Le MPH bloque le DAT et son
action sur les autorécepteurs D2 au niveau du neurone pré-synaptique entraine une
amplification de l'activité dopaminergique et une amélioration des déficits attentionnels, du

fonctionnement cognitif et de I'hyperactivité motrice (d'aprés Wilens, 2008).

Bien que le blocage du DAT striatal soit considéré comme le principal mode
d'action du MPH dans le traitement du TDA/H, de nouveaux arguments provenant
d'études chez l'animal suggérent une implication des RD1 et des récepteurs a-2

adrénergigues post-synaptiques. Chez le rat, il a été montré que le MPH administré

39



par voie orale (1-2 mg/kg) améliore les performances lors d'une tache de mémoire de
travail spatiale qui fait intervenir le cortex préfrontal (CPF). Cet effet bénéfique du
MPH est bloqué par un antagoniste dopaminergique des RD1 ainsi que par un
antagoniste des récepteurs a-2 adrénergiques (Arnsten et al, 2005). Il a également
été montré chez le rat que le MPH augmentait |'excitabilité des cellules corticales et
que cet effet pouvait étre bloqué par I'application d'un antagoniste des récepteurs a-2
adrénergiques mais pas par un antagoniste des RD1 (Andrews et al, 2006). Ces
résultats suggerent que les effets corticaux ou cognitifs du MPH sont médiés par des
changements de la neurotransmission norépinéphrinergique et/ou dopaminergique
dans le CPF. Il reste a déterminer si ces RD1 et adrénorécepteurs post-synaptiques
ont aussi un role dans les effets locomoteurs du MPH (Wilens et al, 2008).

B/ Sur la neurotransmission norépinéphrinergique

Une étude récente a montré l'implication du NET dans le TDA/H (Kim et al,
2006). En effet, il a été identifié un polymorphisme fonctionnel dans le géne humain
du NET, a savoir une diminution de la fonction du promoteur qui est associée de

facon significative avec le TDA/H.

Il a été découvert que le MPH pouvait potentiellement inhiber le NET chez
I'hnomme et chez la souris (Han et Gu, 2006). Une association génétique a été
identifiée entre la réactivité au MPH et le géne codant le NET chez des enfants
chinois atteints de TDA/H (Yang et al, 2004). En effet, le polymorphisme G1287A du
gene du NET est associé significativement avec la réponse au MPH (évaluée par la
ADHD Rating Scale V). Ces résultats suggérent que les effets du MPH peuvent étre
médiés en partie par le systeme norépinéphrinergique. Des données chez I'animal
corroborent l'idée de cette participation de la NE dans les effets du MPH. Une étude
démontre que de faibles doses de MPH (0,25-1 mg/kg) administrées chez le rat
exercent un effet double sur la fonction cognitive et sur les taux de DA et de NE
(Berridge et al, 2006). Des tests comportementaux ont montré qu'un traitement au
MPH améliorait I'attention soutenue ainsi que la mémoire de travail spatiale, alors

gue des études de microdialyse ont montré que ce traitement augmentait la
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concentration de NE et dans une moindre mesure de DA spécifiquement dans le
CPF (115-280% et 75-130% pour NE et DA, respectivement). Dans une autre étude
de microdialyse chez le rat, une administration i.p. de MPH a provoqué une
augmentation des niveaux extracellulaires de NE dans I'hippocampe et de DA dans
le striatum (Kuczenski et al, 2001). Ces études suggerent un réle important de la NE

dans la réponse au MPH.

Il existe plusieurs mécanismes par lesquels les systemes dopaminergique et
norépinéphrinergique peuvent interagir dans le cadre du TDA/H. Dans le CPF, ou
contrairement au striatum, les concentrations de DAT sont relativement faibles
comparées aux NET, il a été montré que le NET participe et est méme
majoritairement responsable de la recapture de la DA (Madras et al, 2005). Il existe
également des hétérorécepteurs au niveau pré-synaptigue, permettant les
interactions entre les deux systemes. En effet, diverses études chez l'animal
suggerent que les monoamines dans le cortex frontal sont sous le contréle
d'hétérorécepteurs (appelés ainsi car ils modulent la libération d'un neuromédiateur
tout en étant activés par d’autres). Par exemple, l'utilisation de la microdialyse chez
le rat vigile a permis d'étudier les interactions entre la DA et la NE dans le CPF
(Gobert et al, 1998). L'administration locale d'agonistes des récepteurs a-2
adrénergigues a pour conséquence une augmentation des taux de DA dans le CPF,
alors que l'administration d'antagonistes de ces récepteurs a l'effet inverse. Une
étude a rapporté les mémes résultats dans la partie médiale du CPF mais pas dans
le striatum (Gresch et al, 1995). Ces résultats sont cohérents avec un possible
mécanisme dans lequel la NE se lie & des hétérorécepteurs dans le CPF et donc
diminue la libération de DA. Cette région corticale, impliquée dans les fonctions
cognitives comme l'attention, est altérée chez les patients TDA/H (Bush, 2010). Ces
fonctions sont dépendantes de la DA et de la NE. En augmentant leurs
concentrations, le MPH améliore la mémoire de travail via une stimulation indirecte
des RD1 et des récepteurs a-2 adrénergiques dans les cellules pyramidales du CPF
(Arnsten, 2011). En fait, les effets de la DA et de la NE sont complémentaires : la DA
agit sur les RD1 fagonnant ainsi les décharges neuronales afin de réduire le rapport
signal/bruit de la neurotransmission dopaminergique tandis que la NE stimule la

fréquence grace a une activation des récepteurs a-2 adrénergiques. L'ensemble de
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ces travaux sont compatibles avec un possible double réle de la DA et de la NE dans

les effets corticaux du MPH.

C/ Sur la neurotransmission sérotoninergique

Jusqu'a présent, il était suggéré que la sérotonine (5-HT) ne jouait aucun role
précis dans le mécanisme d'action du MPH. En effet, il a été montré qu'une
administration aigtie ou chronique de MPH chez la souris n'induisait pas de variation
de concentration de 5-HT au sein du striatum, du CPF et de I'hnippocampe (Kuczenski
et Segal, 2001 ; Koda et al, 2010) et que le MPH a trés peu d'affinité pour le SERT
(Gatley et al, 1996).

Il a été montré tres récemment qu'une administration aigiie ou répétée de
MPH modulait 'activité des neurones des noyaux du raphé appartenant au systeme
sérotoninergique (Tang et Dafny, 2013). D'autres études devront confirmer cette

récente découverte.

VI - Efficacité du Méthylphénidate et risques associés

A/ Chez 'adulte

De nombreuses études ont relaté l'efficacité et la sureté du MPH comme
traitement chez I'adulte atteint de TDA/H.

Une étude a montré que le traitement par deux dosages de MPH (10 mg, 3
fois par jour ou 15 mg, 3 fois par jour) pendant deux semaines présente de meilleurs
résultats dans la lutte contre la symptomatologie du TDA/H chez 30 patients atteints
de ce syndrome comparé au placebo (Bouffard et al, 2003). D'autres symptémes
psychiatriqgues dont l'anxiété et la dépression sont également améliorés par ce

traitement. Il n'a pas été constaté de différences entre les effets des deux dosages
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de MPH. De plus, le MPH a été bien toléré, sans effet sur les mesures
physiologiques telles que la pression artérielle, le pouls et le poids et également sans
effet secondaire grave. Une étude sur 45 adultes souffrant de TDA/H a montré que le
MPH, administré pendant trois semaines (de 0,5 mg/kg la premiére jusqu'a 1 mg/kg
la troisieme) a permis aux sujets d'avoir de meilleurs résultats aux tests de QI (38 a
51% vs 7 a 18% de réponses positives, respectivement pour les sujets et les
témoins) (Kooij et al, 2004). De nouveau, dans cette étude, les effets secondaires du
MPH étaient rares et bénins. Le MPH se révele donc étre un traitement efficace et

bien toléré pour les symptdémes du TDA/H chez I'adulte dans le court terme.

D'autres études ont testé l'efficacité du MPH sur une période un peu plus
longue (1 & 2 mois). Un essai a porté sur 401 adultes atteints de TDA/H (218
hommes) agés de 18 a 63 ans (Medori et al, 2008). Trois doses différentes de MPH
ont été testées (18, 36 et 72 mg/jour) pendant cinq semaines. Des tests (scores de
CAARS (Conners' Adult ADHD Rating Scale)) ont été utilisés afin d'évaluer les effets
du traitement & la fin des cing semaines. Les trois doses de MPH ont été associées a
une amélioration beaucoup plus importante des symptomes du TDA/H comparé au
placébo. Les effets indésirables les plus fréquents incluaient la diminution de l'appétit
(25% des cas) et des céphalées (21%). La pression artérielle et le pouls étaient
augmentés durant la premiére semaine puis restaient stables par la suite jusqu'a la
cinquieme semaine. Une autre étude (Adler et al, 2009) a comparé l'effet de
plusieurs doses de MPH sur sept semaines : 36, 54, 72, 90 et 108 mg/jour sur 226
patients agés de 18 a 65 ans (110 sujets traités au MPH et 116 sujets-placebo). Pour
cela, des questionnaires ont été utilisés (Adult ADHD Investigator Symptom Report
Scale) et les sujets traités au MPH ont montré une nette amélioration de leur
symptomatologie. Quelques effets secondaires ont été rapportés mais ils n'étaient en
aucun cas tres sérieux. Une autre étude a également évalué l'innocuité et la
tolérance du MPH dans un schéma a doses flexibles (18 a 90 mg/jour) chez 370
adultes souffrant de TDA/H (Buitelaar et al, 2009) sur sept semaines. Des effets
secondaires ont été signalés chez 68% des patients et la plupart étaient d'intensité
Iégere ou modérée. Le plus fréquemment, il a été rapporté des maux de téte (17%
des cas), une perte d'appétit (13%) et de l'insomnie (11%). Ces effets indésirables
étaient rarement graves (< 1%, 2 sujets/370). De petites augmentations de pression

artérielle ainsi que de légeres pertes de poids ont été observées. Ces résultats
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fournissent des arguments supplémentaires pour la sécurité et la tolérance du MPH

chez l'adulte a moyen terme.

La qualité de vie des patients sous MPH a aussi été évaluée par
I'intermédiaire d'une échelle de score, la AAQoL (Adult ADHD Quality of Life Scale).
Chez 60 patients atteints de TDA/H (age moyen : 31 ans), ce score a été calculé
apres 12 semaines de traitement et a confirmé une trés nette amélioration de la
qualité de vie des sujets (P<0,0001) et aucun effet secondaire grave n'a été
répertorié (Mattos et al, 2012). Il a été également conduit une étude de 34 semaines
pour étudier I'efficacité a long terme du MPH chez 223 sujets TDA/H. Dans cet essali,
les réponses cliniques ont été significativement meilleures chez les patients traités.
Cependant, des insomnies, des pertes d'appétit, des états nerveux, une sécheresse
des muqueuses et des symptbmes neurologiques ont été associés a la prise du
MPH.

B/ Chez I'enfant et I'adolescent

De nombreuses études ont présenté l'efficacité et I'innocuité du MPH dans le
traitement du TDA/H.

Dans l'une des premieres études contrélées pour l'efficacité de la Ritaline®,
menée a Chicago sur 30 enfants atteints de TDA/H, le MPH a eu des effets
bénéfiques sur 68% d'entre eux au bout de trois semaines. Des tests
neuropsychologiques ont montré des ameéliorations de I'apprentissage, de la
mémoire visuelle et de la coordination ceil-main des enfants (Millichap et al, 1968).
Un peu plus tard, un rapport réalisé sur un total de 337 enfants issus de 7 études
différentes a montré un effet bénéfique du MPH dans 83% des cas (Millichap, 1973).
Des rapports ultérieurs sur le MPH et autres stimulants du systéeme nerveux central,
incluant prés de 5000 enfants, ont continué a démontrer des effets positifs chez plus
de 70% des sujets. Chez ces enfants, le comportement hyperactif a été réduit, leur
estime de soi, l'apprentissage, les relations sociales et familiales ont été améliorés
(Spencer et al, 1996). D'aprés des études plus récentes, I'administration orale de

doses cliniques de MPH améliore la mémoire de travail, le contrdle inhibiteur, la
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flexibilité et d'autres fonctions cognitives dépendantes du cortex préfrontal (Bedard et
al, 2003 ; Mehta et al, 2004 ; Turner et al, 2005 ; Hanwella et al, 2011 ; Treuer et al,
2013). Au total, plus de 200 essais cliniques ont confirmé I'efficacité du MPH chez 70
a 80% des patients en 2005 (Fone et Nutt, 2005).

A plus long terme, un essai clinique de 14 mois regroupant 579 enfants
atteints de TDA/H-C et agés de 7 a 10 ans a été mené (The MTA Cooperative
Group, 1999). Les enfants ont été répartis en quatre groupes : (i) traitement au MPH,
(ii) thérapie comportementale (a I'école, par les parents et par des médecins), (iii)
traitement combiné : traitement au MPH et thérapie comportementale, (iv) soins a
domicile. Les quatre groupes ont montré des réductions importantes des symptémes
au fil du temps, avec des degrés différents de changements entre eux. Les enfants
qui ont recu le traitement au MPH ainsi que ceux qui ont recu le traitement combiné
ont montré une amélioration significativement plus importante des différents
symptdomes que les autres sujets. Le traitement combiné ainsi que la simple
prescription de MPH n'a pas présenté de différence entre les effets. Cependant, ces
traitements au MPH ont de bien meilleurs résultats comparativement au traitement
sans MPH en ce qui concerne les symptdomes agressifs, les relations avec les
parents ou les enseignants et l'aptitude a lire. Les stratégies thérapeutiques avec
meédication ont donc de bien meilleurs résultats pour le traitement des symptdmes du
TDA/H. Une étude plus récente (Silva et al, 2008) menée chez 82 enfants agés de 6
a 12 ans a également mis en avant les effets bénéfiques sur les symptémes d'un
traitement par du MPH a libération prolongée. Dans cette étude, aucun effet

indésirable grave n'a été signalé.

L’arrét de la prise du MPH coincide avec la résurgence des symptémes chez
la plupart des sujets souffrant du TDA/H (Rosenfeld, 1979 ; Bolea-Alamanac et al,
2013).

Ces études ont présenté l'efficacité et I'innocuité du MPH dans le traitement du
TDA/H que ce soit chez l'adulte ou chez I'enfant. Cependant, I'absence de toxicité

apparente ou d'effets secondaires conséquents associés a la prise de MPH n'indique
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pas nécessairement une absence totale de danger pour la santé (Morris et al, 2012).
D'autres études cliniques sont nécessaires pour conclure sur l'efficacité et surtout sur
la sureté de la prise de MPH et comprendre l'impact réel a long terme de cette
pharmacothérapie. En effet, le TDA/H est une maladie qui perdure a I'age adulte
(Robinson et al, 2002 ; Biederman et Spencer, 2002 ; Safren et al, 2005), ce qui peut
amener chez les patients une prise de MPH sur le long terme et peut conduire a une

exposition prénatale au MPH en cas de grossesse.

VIl - Le Méthylphénidate au cours du développement

La plupart des études précliniques réalisées lors du développement cérébral
modélisent une exposition au MPH durant l'adolescence et étudient les effets

comportementaux et les neuroadaptations biochimiques cérébrales a long terme.

L'adolescence est la période de transition entre I'enfance et la vie adulte.
Pendant l'adolescence, de profonds changements hormonaux et physiques se
produisent. Le cerveau de l'adolescent subit des changements et des remaniements
notamment au niveau des systémes de neurotransmetteurs, y compris le systéme
dopaminergique. En outre, un répertoire comportemental particulier est observé chez
les humains et chez les rongeurs dans une période largement identifiée comme leur
adolescence, c'est a dire pour ces derniers entre les jours postnataux 28 et 50

(Laviola et al, 2003) comme le présente la Figure 11.

Naissance
Homme 0 3 6 9 12 15 18 Années
Rongeur 0 718 15 21 28 35 42 4950 Jours
postnataux
Naissance
Début Milieu Fin Début Milieu Fin
ENFANCE ADOLESCENCE AGE ADULTE

Figure 11 : Comparaison des périodes de vie de I'enfance et de I'adolescence entre

I'nomme et le rongeur (d'aprés Marco et al, 2001).
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Un intérét particulier a été consacré a I'étude du systeme dopaminergique, et
des difféerences notables entre les animaux adolescents et adultes ont été décrites
aprés un traitement au MPH. En effet, le profil de développement spécifique du
systeme dopaminergique pendant l'adolescence peut contribuer a certains
comportements au cours de cette période (Andersen et al, 2002). De nombreux
remodelages des circuits corticaux et limbiques ont été identifies comme une
caractéristique biologique de l'adolescence. Des phénomenes de prolifération des
terminaisons axonales et des synapses et de plasticité surviennent au niveau de ces
circuits (Chechik et al, 1999). L'expression des RD1 et RD2 dans le striatum chez le
rat, est au plus haut a l'adolescence entre P28 et P40 (Tarazi et al, 1998 ; 1999). Des
particularités dans la maturation des systemes de neurotransmetteurs
dopaminergique et sérotoninergiqgue ont également été rapportées chez les rongeurs
adolescents, pouvant conduire a des discontinuités dans les fonctions méso-limbique

et fronto-corticale (Chambers et Potenza, 2003).

En raison de son profil pharmacologique et de son réle thérapeutique dans le
TDA/H, les études précliniques sur le MPH ont également porté sur le circuit limbique
cortico-striatal, une boucle impliguée dans le traitement de l'information émotionnelle
et comportementale. Diverses régions de ce circuit ont été particulierement
considérées comme le CPF, le striatum dorsal et ventral ainsi que I'hippocampe. Le
Nac est une partie du striatum ventral essentielle dans le systtme de récompense
qui recoit entre autre des informations du CPF, du cortex enthorinal, de
'hippocampe, de lI'amygdale baso-latérale, du thalamus et de l'aire tegmentale
ventrale (VTA) et se projette au niveau du pallidum ventral, de la substance noire
(SN), de la VTA et de I'hypothalamus (Noori et al, 2012) (cf Figure 12).
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Figure 12 : Schéma représentant les noyaux clés (carrés verts) du systeme limbique sur une
coupe sagittale de cerveau de rat : amygdale, hippocampe, CPF, hypothalamus, Nac, pallidum
ventral et VTA. Les neurones dopaminergiques issus de la VTA (fleches rouges), les voies
glutamatergiques (fléches bleues) reliant le CPF, I'hnippocampe et les ganglions de la base et les
neurones inhibiteurs GABAergiques (fleches vertes) constituent les circuits neuronaux

principaux du systéme dopaminergique mésolimbique (d'apres : www.sites.sinauer.com).

A/ Effets spécifiques du MPH sur le cerveau adolescent

Plusieurs études ont montré que le MPH et autres psychostimulants comme la
cocaine et I'amphétamine affectent differemment les rats adolescents comparés aux
rats adultes (Bolanos et al, 1998 ; Laviola et al, 1995). Une étude récente d'imagerie
par résonnance magnétique (IRM) chez le rat a étudié les différences neuro-
fonctionnelles et de réponses cérébro-vasculaires a la suite d'une administration de
MPH chez une population de rats adolescents comparée a une population adulte
(Canese et al, 2009). Les résultats ont montré que l'administration aigie de MPH
provogque des changements dans l'intensité du signal BOLD en fonction des régions.
Le signal BOLD en réponse au MPH est détecté dans un certain nombre de régions,
mais l'ampleur, la direction (positive ou négative) et le profil temporel de ces

variations de signaux sont nettement différents chez les adolescents comparés aux
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rats adultes. Chez les rats adultes, le MPH induit une augmentation de l'intensité du
signal BOLD spécifiguement dans le Nac et dans le CPF. Ces deux régions ont une
activation simultanée apres l'administration du MPH, avec un profil temporel
similaire. Au contraire, dans la population d'adolescents, une baisse généralisée de
I'intensité du signal BOLD a été observée. Une fois de plus, les profils temporels du
signal BOLD des deux régions sont similaires pour le CPF et le Nac, avec des
changements qui ont lieu peu de temps apres l'injection de MPH (cf Figure 13).
D'autres études sur le MPH (Hewitt et al, 2005) ainsi que des travaux utilisant la
cocaine (Febo et al, 2005), 'amphétamine (Dixon et al, 2005) ou la guanfacine
(Easton et al, 2006) ont également rapporté des réponses BOLD similaires dans CPF
et Nac. Ces résultats sont en accord avec les réarrangements et remodelages (liés a
'age) des systémes monoaminergiques centraux qui sont ciblés par le MPH, et
provoguent donc une réponse neuronale et/ou cérébrovasculaire au MPH différente

au sein l'adolescence.
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Témoin

Adolescent *

Adulte Adolescent < Adulte

Adolescent ©

Adulte

Figure 13 : Effets du MPH sur les cerveaux de rat adolescent et adulte visualisés en IRM
fonctionnelle. Les cartes de signal BOLD (en échelle de couleur) sont superposées sur un
template IRM anatomique de rat (échelle de gris) : (a) CPF (+2,7/Bregma), (b) Nac
(+1,0/Bregma), (c) Hippocampe (-4,8/Bregma). Les rats anesthésiés a l'isoflurane ont été
examinés (IRM 4,7 T) pendant 30 minutes avant (état basal) et 30 minutes aprés |I'administration
de MPH (0 ou 4 mg/kg i.p.). Les échelles de couleur représentent le niveau de significativité
(test t de Student, seuil P<0,05), obtenu pour chaque pixel lorsque l'intensité du signal en

réponse au MPH est supérieure ou inférieure a la valeur basale (d'aprés Canese et al, 2009).
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Avec linattention et I'hyperactivité, l'impulsivité est un symptédme clé du
TDA/H. Ce comportement impulsif peut étre défini de plusieurs manieres, et I'un des
paradigmes les plus largement adoptés suppose que les sujets impulsifs sont
intolérants a des situations ou la récompense est retardée : les petits renforcements
immédiats sont préférés a des récompenses plus importantes qui viennent
seulement aprées un délai (Evenden, 1999). L'exposition au MPH pendant
l'adolescence a pour conséquence d'augmenter la préférence pour une récompense
plus grande mais retardée, dans une tache d'intolerance-to-delay, autrement dit de

réduire I'impulsivité de I'animal (Adriani et Laviola, 2004).

Les effets de Il'administration chronigue de MPH chez des animaux
adolescents different des animaux adultes. En effet, I'administration chronique de
MPH induit un phénoméne de sensibilisation chez les rats adultes, caractérisé par
'augmentation progressive des réponses locomotrices a la suite d'une administration
répétée de MPH (Yang et al, 2003). Cette sensibilisation n'est pas retrouvée chez les
rats adolescents (Yang et al, 2006). Par conséquent, I'age de I'animal joue un rble
déterminant dans les effets chroniques du MPH.

B/ Conséquences moléculaires et métaboliques a long terme de I'exposition
au MPH chez l'adolescent

L'exposition répétée de cocaine ou d'amphétamine provoque des
changements stables dans l'expression des génes et des altérations persistantes
dans la morphologie dendritique au sein du systeme mésocorticolimbique
dopaminergique, la voie principale du circuit de la récompense, particulierement au
sein du striatum (Canales et al, 2005). Des études moléculaires ont suggéré que des
changements similaires pourraient également se produire avec une exposition au
MPH, surtout pendant l'adolescence (Yano et Steiner, 2007). Les effets d'une
exposition aigtie ou chroniqgue au MPH sur les molécules de signalisation neuronale
et de plasticité synaptique, y compris les facteurs de transcription, les neuropeptides
et les composants des cascades de signalisation ont été réecemment évalués, et ces

effets moléculaires sont comparables a ceux produits par la cocaine et
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'amphétamine (Banerjee et al, 2009 ; Brandon et al, 2003 ; Shen et Choong, 2006).
Certains changements moléculaires, comme ceux sur les génes d'activation précoce,
sont également similaires & ceux observés avec la cocaine et les amphétamines
(Brandon et Steiner, 2003). D'autres effets, notamment sur I'expression de molécules
neuronales post-synaptiques (comme homerla) ou de peptides opioides, different
entre les traitements au MPH, & la cocaine et a I'amphétamine. Ces différences
supportent la notion que le MPH induit des neuroadaptations en parties différentes
gue celles induites par la cocaine et I'amphétamine (Yano et Steiner, 2007). Les
effets sur I'expression des génes/protéines au sein du striatum de I'administration

aigle (Tableau 3) ou chronique (Tableau 4) de MPH sont répertoriés ci-dessous.

Des changements de comportements durables causés par une exposition
répétée aux drogues psychoactives, comme la sensibilisation, sont susceptibles
d'entrainer des changements dans I'expression des genes des voies mésocorticale et
meésolimbigue dopaminergiques. L'ensemble du complexe striatal a été choisi pour
les expériences de puce & ADN comme une zone cible représentative du circuit de la
récompense depuis que des changements moléculaires induits par le traitement au
MPH ont été observés dans les régions du caudé putamen ou striatum dorsal chez le
rat (Yano et Steiner, 2007). Quelques 700 genes montrent des changements
significatifs dans leur expression striatale a la fin de I'exposition au MPH chez des

animaux adolescents (Adriani et al, 2006 ; 2006).

Références Geéne/Protéine | Espéce| Age Dose (mg/kg) | Administration Effet
Adriani et al, 2006 . . .
Brandon et Steiner, 2003 c-fos rat P35, P46 2a10 i.p. Augmentation
Chase et al, 2003 . .

Chase et al, 2003 c-fos rat P38 1a20 S.C. Augmentation
Penner et al, 2002 . N .
Hawken et al, 2004 c-fos souris P3-45 5a40 S.C. Augmentation
Brandon et Steiner, 2003 . N . .
Cotterly et al, 2007 zif268 rat P35 2a1l0 i.p. Augmentation
Chase et al, 2003 FosB rat P38 2etl0 s.C. Augmentation
Adriani et al, 2006 Cotterly . .
et al, 2007 homerla rat P35, P46 2eth i.p. Augmentation
Chase et al, 2007 arc rat P38 2et10 S.C. Augmentation
Chase et al, 2007 arc rat P26 2a1l0 p.o. Augmentation
Banerjee et al, 2009 arc rat P25 2 i.p. Augmentation
Chase et al, 2007 BDNF rat P38 2etl10 s.C. Pas d'effet

Tableau 3 : Effets a long terme d'une administration aigiie de MPH chez le rat adolescent sur
I'expression des genes/protéines au sein du striatum (i.p. : intrapéritonéale ; s.c. : sous-cutanée

; p.0. : par voie orale).



Basal ou

Références Géne/Protéine | Espéce Age Dose Challenge Adm!nls- Effet
(mg/kg) tration
(mg/kg)
Augmentation
Chase et al, 2003 N R ;
Chase et al, 2005 c-fos rat P25-37 1a10 1a10 S.C. momdr.e / MPH
aigu
Augmentation
Hawken et al, 2004 c-fos souris | P26-38 5et40 5et40 S.C. moindre/ MPH
aigu
Augmentation
Cotterly et al, 2007 zif268 rat P35-41 10 5 i.p. moindre / MPH
aigu
Chase et al, 2005 FosB rat pP25-37 2et10 2et10 S.C. Augmentgnon /
MPH aigu
Pas de
Adriani et al, 2006 CREB rat P30-45 2 2 i.p. changement /
témoin
Pas de
Adriani et al, 2006 homerla rat P30-45 2 2 i.p. changement /
témoin
Cotterly et al, 2007 homerla rat P35-41 10 5 i.p. ldemlilij;u/ MPH
Augmentation
Chase et al, 2007 arc rat P25-37 2et10 2et10 S.C. moindre / MPH
aigu
Chase et al, 2007 arc rat | P25-37 7.5 7,5 p.o. 'de”t'c;‘:;u’ MPH
Augmentation
Chase et al, 2007 BDNF rat P25-37 2et10 2et10 S.C. moindre / MPH
aigu
Brandon et Steiner, . . Augmentation /
2003 Dynorphine rat P35-41 10 basal i.p. témoin
Pas de
Adriani et al, 2006 Dynorphine rat P30-45 2 basal i.p. changement /
témoin
. Pas de
Brandogotztgstemer, Enképhaline rat P35-41 10 basal i.p. changement /
témoin

Tableau 4 : Effets a long terme d'une administration répétée de MPH chez le rat adolescent sur

I'expression des genes/protéines au sein du striatum (adapté de Yano et Steiner, 2007) (i.p. :

intrapéritonéale ; s.c. : sous-cutanée ; p.o. : par voie orale ; basal ou challenge : taux basal ou

apres un challenge au MPH avec le méme mode d'administration que pendant le traitement

chronique).

D'autres travaux ont étudié les conséquences a long terme d'une exposition

au MPH durant l'adolescence en détectant les changements fonctionnels au niveau

du striatum dorsal et du Nac, ainsi qu'au niveau du CPF (Adriani et al, 2007). En

utilisant de la spectroscopie & résonnance magnétique (SRM) au *H chez des rats
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anesthésiés, il a été constaté que la créatine et la taurine, deux métabolites
impliqués dans l'apport d'énergie aux cellules musculaires et dans [I'efficacité
synaptique respectivement, sont modulées de maniere opposée au sein du striatum
dorsal et du Nac, a savoir une augmentation dans le premier et une diminution dans
le second apres une exposition au MPH durant I'adolescence (cf Tableau 5) (Adriani
et al, 2007). Les niveaux de taurine dans une région donnée seraient un indice de

réactivité régionale aux influx nerveux synaptiques et donc de la fonctionnalité

cérébrale locale.

Métabolite | Témoin |  MPH
Striatum dorsal
choline 0,35+0,02 | 0,40 £ 0,01*
créatine 1,42 +0,05 | 1,53 + 0,04*
glutamine 1,03+£0,09 | 0,99 £ 0,09
glutamate 1,65+0,09 | 1,77 £0,03
taurine 1,25+0,09 | 1,47 £0,07*
inositols 1,24 +0,06 | 1,38+0,04
Nac
choline 0,41 +£0,02 | 0,38 +£0,02
créatine 1,75+0,06 | 1,50 + 0,07*
glutamine 1,12+ 0,06 | 1,30+ 0,08
glutamate 1,73+0,09 | 1,75+0,11
taurine 1,35+0,10 | 1,05+ 0,08*
inositols 1,06 £0,05 | 0,99 +0,13

Tableau 5 : Effets métaboliques a long terme d'une exposition au MPH au cours de

I'adolescence dans deux régions du systeme dopaminergique : le striatum dorsal et le Nac.
Les parametres métaboliques ont été mesurés par SRM chez des rats males adultes qui ont
subi une exposition au MPH (2 mg/kg, i.p.) durant leur adolescence (P30-44), *P<0,05 (d'aprés
Adriani et al, 2007).

C/ Effets comportementaux a long terme d'une exposition au MPH chez
l'adolescent

Les données provenant d'études chez les rongeurs rapportent que I'exposition
aiguie ou chronique au MPH durant I'adolescence induit des changements neuronaux
au sein du CPF, du Nac, du noyau caudé ou de la VTA (Brandon et al, 2001 ;
Brandon et al, 2003 ; Prieto-Gémez et al, 2005 ; Yang et al, 2006 ; Claussen et
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Dafny, 2011 ; Chong et al, 2012 ; Salek et al, 2012) aboutissant & des changements

comportementaux durables qui sont encore présents a I'age adulte.

Ces changements touchent en particulier les réponses émotionnelles et
motivationnelles plus tard dans la vie, a I'age adulte. En effet, I'exposition au MPH (2
mg/kg, i.p.) durant lI'adolescence rend les animaux adultes moins sensibles a des
récompenses naturelles comme le sucre. De plus, ces animaux sont plus sensibles a
des situations stressantes, affichant des signes d'anxiété et une augmentation des
taux de corticostérones plasmatiques (Bolanos et al, 2003). Des tests de nage forcée
ont également montré des états de dépression chez ces animaux (Carlezon et al,
2003). En outre, une augmentation des réponses psychomotrices ainsi qu'une
vulnérabilité a l'auto-administration a la cocaine ont été décrites chez des rats ayant
eu une exposition répétée au MPH (1 a 10 mg/kg, i.p.) durant l'adolescence
(Brandon et al, 2001 ; Harvey et al, 2011). Ces résultats, ainsi que ceux répertoriés
dans le tableau 6 suggerent que I'exposition a des doses relativement faibles de
MPH durant I'adolescence peut augmenter la prise de renforcateurs et donc avoir
des conséquences sur la sensibilité des animaux adultes a I'auto-administration de

cocaine.

D'autres études ont rapporté que I'exposition au MPH durant I'adolescence
induisait des adaptations comportementales et neurobiologiques, qui perduraient a
I'age adulte et qui sont compatibles avec une sensibilité accrue aux effets aversifs de
la cocaine (Andersen et al, 2002). En utilisant le conditionnement de préférence de
place (CPP), il a été montré que I'exposition au MPH (P20 a P35) augmente les
propriétés aversives de la cocaine et réduit la sensibilité a cette recompense chez
l'animal adulte (Carlezon et al, 2003). Une augmentation de la sensibilisation
locomotrice a la cocaine a également été rapportée chez des rats administrés au
MPH durant I'adolescence (de P30 a P46) (Adriani et al, 2006).

Des rats adultes exposés au MPH au cours de I'adolescence sont caractérisés
par une diminution de leur niveau basal d'impulsivité (Adriani et al, 2007). Un tel
résultat est en accord avec l'action thérapeutique du MPH sur les patients atteints de
TDA/H.
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Références

Exposition au MPH

Tests
comportementaux

Effets observés al'age
adulte

Brandon et al, 2001

5 et 10 mg/kg, pendant 5 ou 7
jours, a partir de P35

2 mg/kg, pendant 7 jours, a
partir de P35

Réponses motrices

Auto-administration

Augmentation réponses
psychomotrices a la cocaine

Augmentation de l'auto-
administration a la cocaine

Andersen et al, 2002

2 mg/kg, 2 fois par jour, de P20

CPP a la cocaine

Sensibilité accrue aux effets
aversifs de la cocaine et
moindre aux propriétés

aP35 stimulantes locomotrices de la
cocaine
Bolanos et al, 2003 2 mg/kg, 2 fois par jour, de P20 Interaction sociale Pas d'effet

a P35

Préférence au sucre

Réponse locomotrice & un
nouvel environnement

Croix sur-élevée et
toilettage

Comportement sexuel

Nage forcée

Taux de corticostérone en
réponse a un stress de
contention

Diminution de la préférence
au sucre

Exploration moins spontanée

Augmentation de l'anxiété et
du toilettage

Diminution du comportement
sexuel

Tendance pour des réponses
de type dépressif

Augmentation du taux de
corticostérone

Carlezon et al, 2003

2 mg/kg, 2 fois par jour, de P20
a P35

CPP a la cocaine

Nage forcée

Activité locomotrice

Sensibilité accrue aux effets
aversifs de la cocaine

Tendance pour des réponses
de type dépressif

Phase d'habituation atténuée

Adriani et al, 2006

2 mg/kg, de P30 a P46

Réponses motrices

Probabilistic delivery task

Augmentation des effets
psychomoteurs de la cocaine

Augmentation de I'efficacité
et/ou flexibilité

Adriani et al, 2007

2 mg/kg, de P30 a P44

Delay discounting task

Tolérance accrue au délai
avant la récompense

Tableau 6 : Conséquences comportementales a long terme de I'administration chronique de MPH a

I'adolescence. Toutes les expérimentations ont été réalisées chez le rat et le MPH a été administré

en i.p. (d'aprés Marco et al, 2011). (CPP : conditionnement de préférence de place)
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Au total, un certain nombre de travaux démontrent que des expositions au
MPH pendant l'adolescence conduisent a long terme a des modifications dans le
systeme de récompense ainsi que des comportements d'anxiété et de l'impulsivité
chez les rongeurs males adultes. De plus, plusieurs études avec des protocoles
similaires d'exposition au MPH ont également démontré que l'administration de ce
psychostimulant durant I'adolescence induisait des changements moléculaires liés au

réseau de la DA et des noyaux gris centraux.

VIl - Le Méthylphénidate et la grossesse / lactation

A/ Etudes cliniques

Les conséquences d'une exposition prénatale et d'une exposition durant
l'allaitement au MPH ne sont pas encore bien établies. La décision de continuer la
prise de MPH pendant la grossesse ou l'allaitement doit étre prise par la femme et
son partenaire sur les conseils du médecin. Il est en effet essentiel pour les cliniciens
d'informer la femme et sa famille de I'état actuel des connaissances, y compris les
incertitudes relatives aux conséquences de la prise du MPH pendant cette période
(d'apres : http://www.mothersmatter.co.nz/Medications/Other/Methylphenidate.asp).
Quelgques études ont suggéré une exposition, certes faible, du nourrisson pendant
l'allaitement en cas de traitement maternel. Un rapport a en effet montré une trace de
MPH dans le sang de l'enfant aprés l'allaitement (0,2% de la dose maternelle)
(Fortinguerra et al, 2009). Une autre étude a également détecté une dose infantile de
0,16% de la dose maternelle chez une mére qui a repris du MPH dans la période du
post-partum (Spigset et al, 2007). Ainsi, la décision d'allaiter pendant le traitement

devrait faire I'objet d'une analyse risques - bénéfices (Hackett et al, 2005).

En régle générale, pendant la grossesse, il est préférable que tout traitement
médicamenteux soit stoppé. Cependant, certaines patientes continuent de prendre

leur traitement car les risques de résurgence des symptomes du TDA/H sont trop
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importants et peuvent étre trop invalidants. L'étude de cas suivante en est la parfaite

illustration (Bolea-Alamanac et al, 2013) (cf Figure 14).

La patiente de 21 ans a été diagnostiguéee TDA/H al'dge de 12 ans.
Elle souffrait de dépression et de trouble de la personnalité. Les
traitements sans médicament n'ont eu aucun effet sur elle durant
son adolescence.

A 18 ans, anxieuse et déprimée, elle a commencé a s’automutiler.
Dés lors, elle a été dingée vers un spécialiste du TDA/H et a
commencé un ftraitement fluoxétine (40 magfjour) et MPH (72
mg/jour). Pendant 2 ans, ses symptomes TDA/H ont été réduits et
contréles.

A 20 ans, elle est tombée enceinte et elle a décidé de continuer de
prendre le traitement MPH et fluoxétine durant le 1% timestre de
grossesse. La patiente a estimé que les risques de détérnioration de
sa santé mentale étaient trop importants et 'emportaient sur les
risques potentiels surle fostus.

A la 13%me semaine de grossesse, les doses du traitement ont été
réeduites (MPH : 54 mag/jour) mais le traitement a &té maintenu. 6
semaines avant I'accouchement, la dose a été de nouveau réduite
(MPH : 18 mg/jour) puis stoppee 1 semaine avantle terme.

Le bébeé est né a 38 semaines. Ses résultats au score d'Apgar
étaient un peu faible, il a donc été placeé sous assistance respiratoire
pendant 6 heures. Il n'a pas eu d'autres complications périnatales.

5 semaines aprés I'accouchement, la santé mentale de la patiente
s'est détériorée. Elle a été diagnostiquée en dépression postnatale
et elle était alors incapable de s'occuper de son enfant. La décision
a été de reprendre du MPH et de continuer a allaiter.

Les tests n'ont montré aucun probléme chez le bébé (a4 14
semaines, 6 mois et 1 an). De plus, aucune trace de MPH n'a été
trouvée dans le lait maternel ou dans le sang du bébé. La santeé de
la patiente s'est amélioréee et elle a pu élever son enfant
normalement.

Figure 14 : Etude de cas d'une femme sous traitement MPH pendant la grossesse (adapté de

Bolea-Alamanac et al, 2013).
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Parmi la population adulte TDA/H, des femmes pourraient donc nécessiter
d'un traitement au MPH pendant leur grossesse. Or, jusqu'a aujourd'hui, trés peu
d'informations sont disponibles sur les conséquences d'une exposition au MPH au
cours du développement. En outre, il est montré que 66% des femmes TDA/H ont
des grossesses prématurées ou non désirées (Barkley et al, 2008), il y a donc des
risques d'expositions accidentelles a ce médicament. Seulement quelques études
cliniques ont étudié la tératogénicité et les conséquences de cette exposition au
MPH en début de grossesse chez I'hnumain. Humphreys et ses collaborateurs (2007)
ont répertorié 63 cas d'exposition prénatale au MPH. Une vaste étude sur les
drogues durant la gestation regroupant 50282 femmes (Heinonen et al, 1977) est la
premiére a mettre en avant 11 cas d'expositions prénatales au MPH durant le
premier trimestre de grossesse. Ces 11 expositions au MPH qui font partie au total
de 96 grossesses exposees a des sympathomimétiques ont été analysées et aucune
augmentation significative des malformations n'a été observée (Golub et al, 2005).
Un second groupe de 13 nouveau-nés exposés en début de grossesse au MPH a
été examiné dans le cadre d'une étude de surveillance des bénéficiaires de Michigan
Medicaid. Une malformation majeure et un défaut cardiaque ont été observés dans
ce groupe (Briggs et al, 2005). Une étude rétrospective a examiné les effets d'une
administration intraveineuse abusive de MPH et de pentazocine (opioide de la classe
des analgésiques) chez 38 femmes enceintes (Debooy et al, 1993). Parmi ces 39
enfants exposés (dont deux jumeaux), 21% sont nés prématurément, 31% ont eu un
retard de croissance et 28% avaient des symptdmes de sevrage mais aucun effet
tératogéne ou sévere retard développemental n'a été observé. Les deux jumeaux
présentaient des malformations compatibles avec le syndrome d'alcoolisme fcetal et
des malformations majeures ont été observées chez deux autres enfants. De plus,
un retard intellectuel a été observé chez 4 des 21 enfants qui ont été suivis pendant
leur croissance. Cependant, cette étude n'avait pas de groupe témoin. En outre,
'administration concomitante de pentazocine et l'abus simultané de cigarettes,
d'alcool et d'autres drogues au cours des grossesses n'ont pas permis de conclure
véritablement sur les effets spécifiques du MPH. Une revue récente a répertorié
I'ensemble des cas d'expositions prénatales durant le premier trimestre de grossesse
en essayant de s'affranchir de ces abus (Dideriksen et al, 2013). Sur 180 enfants
exposes, 4 enfants sont nés avec une malformation. L'exposition prénatale au MPH

pY

ne semble pas associée a un risque accru de malformations congénitales.
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Cependant, la qualité et la quantité des données disponibles ne permettent pas une
évaluation précise des risques. Il est donc trés complexe de mener des études
cliniques et de contrbler I'ensemble des facteurs environnementaux qui viennent
interférer avec les résultats. Dans ce contexte, l'utilisation de modeéeles animaux

représente I'occasion de dépasser ces limites.

B/ Etudes précliniques

Seulement deux études préclinigues ont exploré les conséquences a long
terme de l'exposition prénatale au MPH chez la souris (McFadyen-Leussis et al,
2004 ; Lloyd et al, 2013), toutes deux comportementales. Le but de la premiere étude
a été d'observer si l'administration de MPH pendant la gestation pouvait étre néfaste
pour le foetus et de détailler les changements comportementaux qui résultent de
cette administration a des moments distincts au cours du développement
embryonnaire (McFadyen-Leussis et al, 2004). Le MPH a été injecté par voie sous-
cutanée a la dose de 5 mg/kg a des souris femelles CD-1. Le psychostimulant a été
administré quotidiennement sur trois périodes de trois jours : G8 a G10, G12 a G14
et G16 a G18 (G : jour de gestation) qui correspond a I'apparition précoce de la DA
et de la NE pour G8 a G10, et de I'épinéphrine et la 5-HT pour G12 a G14. Pour la
derniére exposition (G16-G18), le systeme dopaminergique est la plupart du temps
en place. Comme le MPH est plus facilement métabolisé chez la souris par rapport a
I'hnomme (Faraj et al, 1974), la dose de 5 mg/kg est a peu pres équivalente a une
dose clinique chez 'homme, qui varie de 0,3 a 1 mg/kg (Gerasimov et al, 2000 ;
Solanto, 2000). Les changements physiques et moteurs ainsi que le comportement
des animaux ont été évalués entre P3 et P11 (P : jour postnatal). A 'age adulte (>
P60), les souris ont été testées dans différentes expériences comportementales :
open-field, croix surélevée, water maze ainsi qu'aprés un challenge aigu au MPH afin
de déterminer si I'exposition prénatale a modifié ou non la réponse au MPH a cet
age. Tres peu d'effets de I'exposition au MPH ont été observés sur les variables
développementales (seulement pour la période d'exposition de G16 a G18, avec des
résultats plutét incohérents). Par contre, a I'age adulte, les souris exposées au MPH

durant la période G8 a G10 présentaient une diminution générale du comportement
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d'anxiété et de peur et une augmentation concomitante du comportement
exploratoire. Cependant, I'exposition prénatale au MPH n'a pas eu d'effet sur la
réponse au challenge aigu de MPH. Ce paradigme expérimental de I'exposition
prénatale au MPH a modélisé les effets a long terme du MPH lorsqu'il est administré
pendant des périodes restreintes liées au développement des neurones

dopaminergiques, norépinephrinergiques et sérotoninergiques.

Dans I'étude la plus récente (Lloyd et al, 2013), le MPH a été administré chez
la souris par voie i.p. & la dose de 10 mg/kg de G8 au jour de mise bas, soit durant
toute la période de développement des systemes dopaminergique et
norépinéphrinergique. L'analyse comportementale des animaux adultes a été
effectuée a I'age de 3 mois a l'aide d'un test mesurant l'attention et l'impulsivité ("5-
Choice Serial Reaction Time Task"). Les animaux exposés au MPH ont montré des
augmentations de leur impulsivité et motivation pour une récompense par rapport
aux témoins. Cependant, dans cette étude, la dose administrée est supérieure aux
doses cliniques (McNamara et al, 1993 ; Gerasimov et al, 2000) et les modifications
comportementales observées sont la conséquence d'altérations neurobiologiques qui

n‘ont pour l'instant pas été identifiées.

Ces 2 études se sont focalisées sur les effets comportementaux a long terme
d'une exposition prénatale au MPH. Ainsi, il n'y a toujours pas de données
précliniques relatives a la modélisation d'une exposition prénatale au MPH et ses

consequences sur le fonctionnement cérébral a I'age adulte.
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Le MPH est utilisé depuis des décennies pour traiter les symptomes
narcoleptiques et surtout du TDA/H. Sa prescription qui va de I'age de 6 ans a l'age
adulte est en constante augmentation (Robinson et al, 2002). Par conséquent, les
risques d'exposition pendant la grossesse le sont également. Cependant, il n'y a
encore aucune information concernant les modifications neurobiologiques
conseécutives a une exposition prénatale au MPH. Ainsi, l'objectif de cette étude est
de mieux comprendre les conséquences a long terme d'une exposition prénatale au
MPH. Pour cela, nous avons utilisé un modele animal qui permet d'avoir un
environnement contrélé et des méthodes d'investigation complémentaires telles que
l'imagerie cérébrale en TEP chez Ilanimal vivant, limmunohistochimie, la

microdialyse et le comportement.

Les cibles préférentielles du MPH sont les systemes dopaminergique et
norépinéphrinergique puisqu'il se lie au DAT et au NET (Sadasivan et al, 2012). Ces
systemes apparaissent tot durant le développement (Lauder et Bloom, 1974). En
effet, les neurones dopaminergiques et norépinéphrinergique apparaissent entre le
11°™ et le 17°™ jour de gestation chez le rat (Lauder et Bloom, 1974) et les
éléments pré- et post-synaptiques apparaissent au début de la vie embryonnaire
(Thompson et al, 2009). Ces données suggerent un rdle central de ces deux
systemes dans le développement cérébral (Olsen et al, 1973 ; Lauder et Bloom,
1974 ; Levitt et al, 1997 ; Song et al, 2002 ; Ohtani et al, 2003). Comme le MPH
traverse la barriére feoeto-placentaire (Hackett et al, 2005) et compte tenu du
mécanisme d'action du MPH sur la DA et la NE, nous avons supposé que l'exposition
prénatale au MPH perturbe le développement des systémes dopaminergique et
norépinéphrinergique. De plus, puisque le MPH agit majoritairement au niveau du
systeme dopaminergique (Gatley et al, 1996), nous avons fait I'hypothese que
I'exposition prénatale au MPH provoque des altérations structurales et fonctionnelles
dopaminergiques. Enfin, comme le MPH est un psychostimulant et au vu du réle du
systeme dopaminergique (Rushworth et al, 2004 ; Di Chiara, 2002 ; Salamone et
Correa; 2012), nous avons fait I'nypothése d'une perturbation a I'age adulte des
circuits dopaminergiques impliqués dans les circuits de récompense et donc d'une
apparition d'altérations comportementales impliquant l'activité de ce systeme

dopaminergique vis-a-vis de recompenses naturelles et synthétiques.
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Les objectifs de notre étude visent donc a veérifier ces hypotheses.
Premiérement, nous avons cherché a déterminer quelles zones cérébrales ont été
altérées a long terme a la suite de la prise de MPH au cours du développement par
une méthode d'imagerie scintigraphique dédiée au petit animal. Deuxiemement, nous
avons étudié les dysfonctionnements dopaminergiques sur le plan structural a l'aide
de l'immunomarquage de la tyrosine hydroxylase (TH) et sur le plan fonctionnel avec
des expériences de microdialyse in vivo afin de quantifier le taux extracellulaire de
DA, d'immunohistochimie c-Fos, reflet de la plasticité post-synaptique et d'imagerie
TEP. Ces études du plan fonctionnel ont été réalisées a I'état basal et suite a une
stimulation du systéme dopaminergique par la cocaine. Troisiemement, nous avons
essayé de savoir si les anomalies neurobiologiques observées se traduisaient par
des déficits comportementaux. Pour cela, nous avons ciblé nos expérimentations sur
la fonctionnalité et la réactivité des circuits de récompense face a des renforcateurs
naturel comme le sucre ou synthétique comme la cocaine. Des tests de préférence
et de réponse opérante au sucre ainsi que des tests d'auto-administration a la

cocaine et d'activité locomotrice ont ainsi été effectués.
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| - Animaux et protocole d'exposition au MPH

A/ Animaux

Toutes les expérimentations ont été réalisées chez le rat adulte (entre 70 et 90
jours de vie postnatale, P70 et P90 respectivement) provenant de femelles gestantes
de souche Wistar (CERJ, Le Genest, France), arrivées au laboratoire a 6 jours de
gestation (G6). Ces animaux ont été hébergés dans des cages individuelles et ont eu
libre acces a I'eau et a la nourriture. La température de la salle était maintenue a 22
+ 2°C, l'hygrométrie a 40 + 5% et le cycle jour/nuit sous une alternance

lumiere/obscurité de 12 heures (lumiére 7h-19h/obscurité 19h-7h).

La durée de gestation du rat est de 21 jours et nous avons considéré le jour
de mise bas comme le premier jour de vie postnatale (P1) de la progéniture. A ce
stade, le nombre de petits par portée a été relevé. Le sevrage a eu lieu a 21 jours
(P21) et le sexage des animaux a été réalisé a ce moment. Les animaux ont alors
été pesés chaque semaine jusqu'a I'age adulte. Pour cette étude, seuls les males ont
été conservés, les femelles et les meres ont donc été sacrifiées au sevrage. La
progéniture méle a été replacée dans de nouvelles cages par 3 ou 4 individus de
méme portée. Afin d'éviter tout stress postnatal, nous n‘avons pas fait de portées
croisées (Koehl al, 2001).

Dans cette étude, l'unité statistique a été la portée, c'est-a-dire qu'il n'a été
utilisé qu'un seul animal par portée par expérimentation (OECD, Developmental
neurotoxicity study, 2007), d'ou de nombreuses sessions d'exposition. Au total, 8
sessions d'exposition et un total de 80 rates gestantes (35 exposées au MPH et 45

témoins) ont été nécessaires pour réaliser I'ensemble des expérimentations.
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B/ Protocole d'exposition au MPH

Ces expérimentations ont été realisées en accord avec les directives
européennes 2010/63/EU pour le soin aux animaux de laboratoire ainsi qu'avec
l'autorisation du comité régional d'éthique en expérimentation animale CREEA
Nn° INSERM37-003. Pour chaque expérimentation, les rates gestantes ont été
assignées au hasard a un groupe MPH ou a un groupe témoin exposés au MPH ou
au sérum physiologique (véhicule du MPH), respectivement. Les traitements ont eu
lieu en chronique une semaine aprés l'arrivée des femelles gestantes (a 6 jours de
gestation : G6) au laboratoire tous les jours du 13°*™ au 20°™ jour de gestation (G13
a G20) a 10 heures = 1 heure par injection sous-cutanée de D-thréo-MPH
hydrochloride (Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA) a la dose de 10mg/kg/jour ou de

sérum physiologique a volume équivalent (cf Figure 15).

Exposition Etudes
Prénatale realisees sur
-MPH (10 mg/kg/) la progéniture
-sérum physiologique adulte
G21/P1 P70
10— | N
513 520

Figure 15 : Décours temporel du protocole d'exposition au MPH sur les rates gestantes et des

expérimentations sur la progéniture adulte.

Cette période de 8 jours de G13 a G20 est la derniére semaine de gestation
chez le rat et correspond a la fin du premier et une partie du second trimestre de
grossesse chez la femme (Rice et Barone, 2000) (cF Figure 16). Des études ont
suggéreé que la meilleure fagcon de modéliser I'exposition humaine au MPH chez le rat
consistait en lI'administration de MPH a la dose de 2 mg/kg en i.p. ou 5 mg/kg per os
(Gerasimov et al, 2000). Dans ces protocoles, les concentrations plasmatiques de
MPH étaient malgré tout atteintes et éliminées plus rapidement que chez I'homme
(Gerasimov et al, 2000). De plus, ces voies d'administration n'étaient pas adaptées a
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notre étude en raison du risque de mauvaises injections chez les femelles gestantes
en utilisant la voie i.p. et du stress induit par un gavage, seule méthode permettant la
délivrance de quantités reproductibles entre les animaux. Il nous était donc
nécessaire d'utiliser une autre voie d'administration pour notre étude. D'autres
travaux menés chez le rat avaient montré qu'une administration sous-cutanée
diminuait les taux d'absorption et la hauteur de pic plasmatique de drogues (Nayak et
al, 1976) et résultait en une biodisponibilité et une durée d'action plus longues avec
un pic plasmatique considérablement plus long comparé a la voie i.p. (Benetz et al,
1996). Ainsi, nous avons délivré du MPH aux rates gestantes par voie sous-cutanée
a la dose de 10 mg/kg, qui est considérée comme étant dans la limite supérieure des
doses utilisées en cliniqgue quand elle est administrée en i.p., afin de mimer le plus
précisément possible les conditions cliniques, d'améliorer la reproductibilité et de
minimiser le stress des animaux (Gerasimov et al, 2000 ; Levi et al, 2012). Pour ces
traitements, le point d'intromission de l'aiguille au niveau de la nuque a été différent

chaque jour afin de limiter l'irritation due au traitement chronique.

Développement chez I'nomme

4152 5357 5866 6770 71-74 7579 8099 100-119 12,0-149 150-18,9 §maines

G12 G13 G14 G15 G16 G17 G18 G19 G20 G21 jours

Développement chez le rat

Figure 16 : Correspondance entre les périodes de développement chez I'homme et chez le rat

(d'aprés Rice et Barone, 2000).

Il - Imagerie scintigraphique : TEP

Afin de déterminer le métabolisme cérébral chez les animaux adultes, une
étude en Tomographie par Emission de Positons (TEP) en utilisant du 2-deoxy-2-
(*®F)fluoro-d-glucose (**FDG) a été réalisée chez les animaux exposés en prénatal
au MPH et chez les animaux témoins. La TEP est une méthodologie qui nécessite un

radiotraceur et qui permet de quantifier de maniere non invasive et longitudinale des
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processus physiologiques chez 'homme mais également chez le petit animal a l'aide
de caméras spécifiques appelées microTEP. Le ®FDG est un analogue du glucose
radiomargué qui est transporté du plasma sanguin vers les tissus. Comme le glucose
est la principale source d'énergie des neurones dans le systéme nerveux central, le
BEDG s'accumule dans les cellules du cerveau car son métabolisme est bloqué & un
stade précoce dans la glycolyse du fait de sa structure. Il devient alors facilement
quantifiable grace a son rayonnement et refléte le taux de glucose métabolique
cérébral local (CMRglucose) (Sokoloff et al., 1977 ; Phelps et al., 1979) (cf Figure
17). Il est donc considéré que les différences de captation du ®FDG sont similaires
aux difféerences de métabolisme cérébral et sont un reflet de l'activité neuronale.
Ainsi, dans cette étude, le profil métabolique cérébral des animaux adultes exposés

en prénatal au MPH a été déterminé par rapport aux témoins.

BEFDG BE-FDG Glucose Glucose

hexokinase

BF-FDG-6- Glucose-6-
Phosphate Phosphate
Glucose-§-

>< Phosphate

isomérase
18F.FDG-6- Cycle de
Phosphate Krebs

Figure 17 : Schéma du métabolisme cellulaire du FDG. Le BE.FDG s'accumule au sein de la
cellule car son métabolisme est bloqué a un stade précoce de la glycolyse, et son
accumulation devient alors facilement détectable de I'extérieur grace a I'émission de son

rayonnement.

A/ Protocole d'imagerie TEP

Pour cette expérimentation, 7 animaux témoins et 6 animaux adultes exposés
en prénatal au MPH ont été utilisés. Les animaux ont été pesés le jour de

I'expérimentation puis anesthésiés avec de lisoflurane (Baxter, Maurepas, France)
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(5% pour l'induction de I'anesthésie puis maintien a environ 2% durant le scan). Un
cathéter a été placé dans la veine de la queue pour l'administration de *FDG.
Chaque animal a été placé dans un lit thermorégulé (Minerve, Esternay, France) et
centré dans le champ de vue de la caméra microTEP eXplore VISTA-CT (GE

Healthcare, France) (cf Figure 18).

Figure 18 : Photographie de la
caméra microTEP eXplore VISTA-CT

(GE Healthcare, France).

Durant tout le temps de I'expérimentation, l'animal a été maintenu a
température (37,5 + 0,5°C) et rythme respiratoire constants (60 + 10 inspirations par
minute). Un scan CT ou scanner X (cf Figure 19) a été premiérement réalisé afin de
générer une carte pour la correction d'atténuation des images TEP. Puis, une
acquisition TEP en list-mode (permettant une mesure de la radioactivité par les
détecteurs de la caméra a chaque seconde) a été lancée pour 60 minutes apres
l'injection d'un bolus de *®FDG & une dose de 18,5 MBq/100 g suivi d'une injection du
véhicule. Cette dose est optimale pour l'imagerie métabolique chez le rongeur
(Schiffer et al, 2007). En list-mode, les coincidences détectées par le scanner sont
retranscrites dans un fichier binaire, ce qui réduit la taille des données sans avoir a
les compresser. Les scans en list-mode ont ensuite été réorganisés en 38 images :
10 images de 1 seconde chacune suivie de 2 images de 5 secondes, 4 de 10
secondes, 6 de 20 secondes, 2 de 60 secondes, 5 de 120 secondes et 9 de 300
secondes. Chaque scan a été corrigé des coincidences aléatoires, de l'atténuation et
de la diffusion et les images ont été reconstruites en images de captation de ®FDG a
I'aide d'un algorithme 2D OSEM (GE Healthcare, Velizy, France) en voxels de 0,3875
x 0,3875 x 0,775 mm?.
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Figure 19 : Coupe coronale d'un cerveau

du rat vu au scanner X.

B/ Analyse d'image

Les images brutes ont été traitées grace aux logiciels PMOD v3.2 (PMOD
Technologies LTD, Zurich, Suisse) et MATLAB (The MathWorks, USA). Comme
'anatomie du cerveau est trés proche chez les animaux de méme poids, le
traitement des images a été effectué en réalisant une transformation rigide, sans
aucune déformation ou mise a I'échelle (Rubins et al, 2003). Chaque scan a été
individuellement lissé a l'aide d'un filtre gaussien afin de réduire les distorsions et
d'améliorer le rapport signal sur bruit. Pour ce lissage, un noyau de 0,6 x 0,6 x 0,6
mm® FWMH a été utilisé. Les images ont ensuite été recalées en utilisant une
fonction de similarit¢ d’informations mutuelles avec la méthode de convergence
d’optimisation de Powell (Schiffer et al. 2006) vers un référentiel commun qui est un
template TEP-®FDG. Ce template a été recalé dans les coordonnées de I'atlas de
Paxinos et Watson (Paxinos et Watson, 1986) implémenté dans le logiciel PMOD. La
transformation obtenue pour chaque animal a été sauvegardée et appliquée de
nouveau sur les images sommées de la 30°™ & la 60°™ minute. Ces images sont
utilisées pour l'analyse statistique afin d'éviter d'éventuels biais causés par l'activité
initiale qui est plus dépendante du débit sanguin. Un masque du cerveau entier a été
créé a partir des régions d'intéréts (ROI) de Schiffer fusionnées a l'atlas de Paxinos
et Watson. Pour normaliser la fixation du '®FDG, l'activité de chaque tissu a été
divisée par l'activité cérébrale totale, représentée comme l'activité moyenne dans le
masque du cerveau entier. Les zones extracérébrales ont été exclues avant l'analyse
statistique par I'application d'un masque du cerveau sur les scans TEP. L'analyse de
ces images a été réalisée par un mathématicien spécialiste du traitement du signal

dans I'équipe.
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Il - Etudes des altérations dopaminergiques sur le plan structural et sur le plan

fonctionnel a I'état basal et aprés stimulation du systeme dopaminergique

A/ Sur un plan structural : immunomarquage de la tyrosine hydroxylase

1- Protocole

La TH joue un rble important dans la physiologie des neurones
catécholaminergiques. Elle est essentielle dans le métabolisme de la L-tyrosine et
donc dans la synthése de la DA et la NE. En effet, a la suite de son activation par la
phosphorylation produite par une protéine kinase A, cette enzyme cytoplasmique
catalyse la transformation de la L-tyrosine en L-DOPA. Cette derniere est ensuite
convertie en DA par I'enzyme dopa-décarboxylase, qui est ensuite transformée en
NE par 'enzyme DA-béta-hydroxylase et qui est finalement elle-méme convertie en
épinéphrine par lI'enzyme phényléthanolamine-N-méthyltransférase. La TH est
'enzyme limitante de ce processus car elle est présente en quantité limitée. La TH

est donc un marqueur des neurones DA et NE (cf Figure 20).
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Figure 20 : Synthése des catécholamines.

Les expérimentations ont été réalisées sur des animaux exposés en prénatal
au MPH (n=8) ou au sérum physiologique (témoin) (n=5) (cf Figure 21). Les animaux
utilisés pour ce marquage sont les mémes que ceux utilisés pour
l'immunohistochimie c-Fos (voir chapitre 1l B/ 2-1). Une injection de sérum
physiologique (véhicule de la cocaine) a eu lieu 90 minutes avant la perfusion intra-
cardiaque, afin d'étre dans les mémes conditions que les animaux qui ont regu une

stimulation a la cocaine.
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Exposition Injection : Coupes

Prénatale (s.c.): serum (40 pm) du
MPH (10 mg/kglJ) physiologique cerveau
-Sérum physiologique (iv)

G21/P1 l l

I 90mnsucoses) JEUI
G13 G20 P70 T

Perfusion  Marguage TH
intra-
cardiaque

Figure 21 : Décours temporel du protocole d'immunohistochimie TH.

2- Préparation des tissus et réalisation des coupes

Quatre vingt dix minutes aprés l'injection de sérum physiologique (voir chapitre
Il B/ 2-1), l'animal a été profondément anesthésié avec 5% d'isoflurane puis
maintenu a 2,5% durant la perfusion intra-cardiaque. L'animal a été placé sur le dos
et sa cage thoracique est découpée afin de pouvoir atteindre le coeur. Une canule de
perfusion a été implantée par l'apex du ventricule gauche et l'oreillette droite est
perforée pour ainsi perfuser lI'ensemble du systeme circulatoire avec 200 ml de
sérum physiologique frais hépariné (20 Ul/ml). Les tissus ont ensuite été fixés par
perfusion de 200 ml d'une solution de PBS (tampon phosphate salin) 0,1 M (pH 7,4)-
PFA (paraformaldéhyde) 4% fraiche et filtrée. Enfin, le cerveau est récupéré et laissé
dans un bain de PB (tampon phosphate) 0,1 M (pH 7,4)-sucrose 30% durant 3 jours.

Des coupes de cerveau de 40 um ont été réalisées a l'aide d'un microtome
refroidissant (Leica Microsystems, lle Saint Martin Nanterre, France) et disposées
dans un mélange cryoprotecteur composé de 50% de PBS 0,01 M, 30% d'éthyléne
glycol et 20% de glycérol. Les coupes de cerveau ont été conservées au congélateur

(-20°C). Il est a noter que chez un animal MPH, la partie des coupes les plus
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postérieures n'a pas été récupérée et le comptage de la TH au niveau de la

substance noire pars compacta (SNc) et VTA a donc été effectué sur 4 animaux.

3- Protocole de marquage

Apres avoir été préalablement sélectionnées pour n'utiliser que des coupes
entiéres, les coupes flottantes sont rincées trois fois dans du PBS 0,1 M durant 5
minutes. Apres avoir bloqué les péroxydases endogénes pendant 10 minutes
(solution de PB - H,O, 3% - méthanol 10%) puis effectué 3 nouveaux ringcages dans
du PB - Tween 0,2%, les coupes ont été incubées pendant 2 heures dans du PB (0,1
M) - Tween 0,2% et 5% de NGS (sérum normal de chévre) (Vector Laboratories,
Burlingame, CA, USA). Les tissus ont ensuite été incubés pendant 24 heures avec
un anticorps polyclonal anti-TH fait chez le lapin (AB152, Santa Millipore, MA, USA)
dilué au 1:500 dans une solution contenant du PB 0,1 M, 2% de NGS et 0,2% de
Tween. Puis, les coupes ont été rincées dans du PB - Tween 0,2% (3 fois 5 minutes)
et a nouveau incubées durant 2 heures avec un anticorps secondaire biotinylé anti-
IgG de lapin (Vector Laboratories) dilué au 1:400 dans du PB 0,1 M - Tween 0,2% -
NGS 2%. Aprés 3 nouveaux ringages de 5 minutes dans du PB 0,1 M, les coupes ont
été incubées pendant 1 heure avec le complexe avidine-peroxydase biotinylé (ABC
kit, Vector Laboratories) pour amplifier le signal du complexe antigene/anticorps
primaire et secondaire. Les tissus ont été rincés une fois dans du PB 0,1 M durant 5
minutes puis la révélation du marquage se fait par incubation des coupes pendant 1
minute dans une solution de 3,3'-diaminobenzidine diluée au 1:2 (DAB ; Vector
Laboratories). Pour terminer la réaction avec le DAB, les coupes ont été rincées trois
fois avec du PB 0,01 M. Toutes les coupes ont été montées sur lames silanisées et
gélatinées, séchées puis déshydratées dans des bains a concentrations croissantes
en alcool (50/70/96/96/100/100%) et xylene. Une derniére étape de séchage sous
hotte a été nécessaire puis les coupes ont enfin été protégées par lamelle avec pour

milieu de montage de I'Eukitt (Sigma-Aldrich, Saint-Louis, USA).
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4- Comptage

La quantification du marquage TH a été réalisée sous microscope optique
(Leica DMLB, Leica Microsystems, Allemagne) a un grossissement x10 pour le
comptage des corps cellulaires dopaminergiques au sein de SNc et de la VTA et un
grossissement x2,5 pour la mesure d'absorbance des fibres catécholaminergiques
au sein du striatum et du Nac. Cette quantification a été menée a l'aveugle. L'image
est transmise a un systeme informatique par une caméra vidéo 3CCD (Sony
Corporation, Tokyo, Japon) et analysée a l'aide du logiciel Histolab (Microvision
Instruments, Evry, France). Les corps cellulaires marqués a la TH dans la SNc et la
VTA ont été dénombrés sur les sections situées entre -5,04 et -6,48 mm par rapport
au bregma (Atlas Paxinos et Watson). Ce comptage de cellules immunomarquées a
été rapporté a la surface et a été moyenné pour chaque animal. Le marquage de la
TH des fibres catécholaminergiques a été évalué sur toutes les coupes contenant le
striatum et le Nac. Il est quantifié par soustraction automatique de I'absorbance au
niveau du corps calleux (zone non immunoréactive pour laquelle l'absorbance
correspond au bruit de fond) a celle des régions d'intéréts : striatum dorsomédial
(DM), striatum dorsolatéral (DL) et les 2 régions du Nac (shell (NacSh) et core). Pour
chaque région d'intérét, la mesure de I'absorbance a été effectuée dans une aire de
0,5 mm2 au niveau du striatum DM et DL et de 0,4 mm2 au niveau du Nac et les
différents comptages ont été moyennés afin d'obtenir une moyenne d'absorbance par

mm?2 pour une région donnée (cf Figure 22).

Figure 22 : Localisation des 4 aires au sein des régions cérébrales analysées pour la mesure de

I'absorbance : (1 : striatum DM ; 2 : striatum DL ; 3 : core du Nac ; 4 : NacSh).
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B/ Sur un plan fonctionnel

La stimulation du systéme dopaminergique a été réalisée par la cocaine. Ce
psychostimulant bloque le DAT comme le MPH et inhibe la recapture de la DA,
prolongeant entre autres son effet dans la synapse (Beuming et al, 2008 ; Katzung et
al, 2009) (cf Figure 23). La cocaine est connue pour stimuler les régions du systeme
de la récompense en bloquant la recapture de la DA notamment au niveau du Nac
(Koob et Nestler, 1997). Ainsi, I'étude des altérations dopaminergiques sur le plan

fonctionnel a été réalisée a I'état basal et aprés une stimulation pharmacologique a la

cocaine.

cocaine Figure 23 : lllustration du blocage de la
recapture de la DA par la cocaine au
niveau pré-synaptique.
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1- Quantification de la DA - Microdialyse intracérébrale en double

implantation chez le rat anesthésié

Le principe de la microdialyse intracérébrale consiste a perfuser en continu
une sonde de dialyse par une solution iso-osmotique (tampon phosphate modifié
pour mimer la composition du liquide cérébrospinal) contenant différents ions en
concentrations physiologiques. Cette technique permet de recueillr les

neurotransmetteurs présents au niveau ceérébral dans la région d'intérét. Les
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concentrations de DA libérées en condition basale puis aprés stimulation
pharmacologique ont été quantifiées par la suite par HPLC couplée a un détecteur

électrochimique.

Pour cette expérimentation, les concentrations de DA ont été quantifiées dans
le NacSh et dans le cortex cingulaire, chez 7 animaux adultes exposés en prénatal
au MPH ainsi que 7 animaux adultes témoins. Ces deux régions cérébrales font

partie du systéme limbique (Kotter et Stephan, 1997 ; Di Chiara, 2002).

1-1 Chirurgie

L'animal a été endormi dans la cage a induction pendant 3 a 4 minutes sous
oxygene + isoflurane 5% (Baxter, Maurepas, France) puis a été placé dans un
appareil a stéréotaxie (Stoelting, USA). Le rat a été maintenu anesthésié par
inhalation a l'aide d'un masque (isoflurane 2%, volume dair : 2 L/min). La
température corporelle de l'animal a été maintenue a 37,5+1°C pendant toute la
durée de I'expérimentation grace a un banc thermostaté (CMA 150,
CMA/microdialysis, Stockholm, Suéde) (cf Figure 27). Un cathéter 24 gauges a été
placé dans une des veines de la queue de I'animal, il va permettre I'administration de
cocaine (2 mg/kg) pour la stimulation pharmacologique (cf Figure 27). Il a été montré
gue cette dose de cocaine augmentait la concentration de DA au niveau du CPF et
du Nac chez le rat (Moghaddam et Bunney, 1989). La surface cranienne a été mise a
jour et le Bregma, situé a lintersection des sutures craniennes coronales et

sagittales, a été localisé (cf Figure 24).
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Figure 24 : Schématisation de la localisation du Bregma a l'intersection des sutures craniennes
coronales et sagittales chez le rat.

Un trou a été percé au niveau de chaque site d'implantation des sondes de
microdialyse. Les coordonnées de localisation de ces sondes ont été déterminées a
partir de I'atlas de Paxinos et Watson (1986). Elles sont pour le cortex cingulaire : AP
= +4,6 mm avec un angle d'inclinaison de 26,5°, ML = +0,65mm et DV = -4,4 mm et
pour le NacSh : AP = +1,6 mm, ML = +0,75 mm et DV = -7,6 mm (cf Figure 25).

| &{[ﬁ (’:\L Figure 17
. L 3 leesl ]

Interaural 10.92 mm Bregma 1.92 mm ]

Figure 25 : Coupe d'atlas stéréotaxique (Paxinos et Watson) illustrant la localisation de
I'implantation des deux sondes de microdialyse au niveau du cortex cingulaire (en rouge) et

du NacSh (en gris).
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1-2 Les sondes et I'implantation

Les sondes de microdialyse utilisées dans cette étude sont des CMA 11
(CMA/Microdialysis, Kista, Suede). Celles-ci sont adaptées pour des
expérimentations du cerveau chez des petits animaux. A l'une des extrémités se
trouve la membrane semi-perméable de dialyse en cuprophane. La longueur de la
membrane utilisée de 2 mm permet un recueil maximal au sein des structures
d'intéréts et cette membrane est caractérisée par un seuil de "cut-off* qui permet de
capter les molécules inférieures a 6000 Daltons. A 'autre extrémité se trouvent les
tubules d'entrée et de sortie de la sonde (cf Figure 26). Celle-ci a été
continuellement perfusée a un flux de 2,2 pl/min par une solution iso-osmotique ou
tampon phosphate modifie a l'aide d'un pousse-seringue (CMA/microdialysis,
Stockholm, Suede) (cf Figure 27). Il est composé de Na,HPO, (2 mM), NaCl (145
mM), KCI (5 mM), MgCl; (1,2 mM) et CaCl;, (1,2 mM) a pH = 7,4.

Tubule d'entrée  m— | €—Tubule de sortie

Membrane semi - > !

perméable 2 mm

Figure 26 : lllustration d'une sonde de microdialyse.

Les sondes de microdialyse ont été implantées dans le cerveau grace a des
guides (MAB 6.14.1C, Microbiotech, Sweden) dans lesquels les sondes sont
insérées. Ces guides vont permettre de rigidifier et donc de guider la sonde au
travers des tissus cérébraux. Une fois les sondes en place, une période de 90
minutes a été attendue avant le recueil des microdialysats afin d'attendre

I'équilibration du niveau basal de DA.

83



Appareil a
stéréotaxie

Arrivée de
I'anesthésie ne— Po_usse-
seringue
W
Tube Sonde
collecteur
CMA 11
Banc

thermostaté

Cathéter

Figure 27 : Photographie illustrant la mise en ceuvre de la microdialyse intracérébrale chez le
rat.

1-3 Recueil des microdialysats

Durant la période de recueil, la piece a été placée dans la quasi-obscurité
pour que les microdialysats soient le moins possible au contact de la lumiére, ceci
pour minimiser au maximum la dégradation des monoamines. Dans cette méme
optique, il a été placé dans chaque tube collecteur 5 pl d'acide ascorbique (200 uM)
(Khalid et al., 2011).

Aprés la période de 90 minutes d'équilibration, le recueil des microdialysats
(25 ul) a été effectué toutes les 10 minutes. Leur dosage permet de mesurer
précisément la concentration des différentes molécules recherchées. Néanmoins, la
sonde de microdialyse ne laisse passer qu'une petite fraction d'une substance
donnée. Il est donc nécessaire de calculer le rendement des sondes. Ce rendement

a été deéterminé avant l'expérience par une calibration in vitro antérieure a
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I'expérimentation in vivo. Pour cela, la sonde perfusée a été placée dans un milieu
contenant une substance a doser avec une concentration connue (DA 10° M qui
correspond a la quantité de DA censée étre présente dans les échantillons). Deux
dialysats ont été recueillis dans les mémes conditions que l'expérimentation in vivo
puis dosés. Le rapport des valeurs de la concentration théorigue et de la
concentration mesurée permet d'établir le rendement de la sonde. Ce rendement
varie en fonction du débit de perfusion choisi, de la concentration de la substance
dosée, de la température, de la composition du fluide de perfusion, des interactions
possibles entre la substance et la membrane de dialyse (Westerink, 1995). Il est
donc nécessaire de travailler dans des conditions strictement identiques pour chaque
expérimentation (Benveniste et Huttemeier, 1990).

Les cing premiers recueils vont contenir des concentrations de DA
correspondant aux concentrations extracellulaires de cette molécule en condition
basale. La concentration basale est la moyenne des concentrations déterminées a
partir de ces premiers microdialysats. Apres ces cing recueils a été effectuée
l'injection de cocaine a la dose de 2 mg/kg en iv. pour la stimulation
pharmacologique et 6 nouveaux recueils ont été réalisés. Les microdialysats, une
fois récoltés, ont été aussitdt placés dans la glace et a I'abri de la lumiere jusqu'au

dosage par HPLC.

A la fin de I'expérimentation, les sondes sont retirées. L'animal a ensuite été
sacrifié et le cerveau a été prélevé et placé directement a -80°C. La correcte
implantation des sondes de microdialyse a été vérifiée histologiquement (cf Figure
28) sur des coupes coronales de 20 um réalisées a l'aide d'un cryostat (Leica,

Allemagne).

Figure 28 : Photographie illustrant le trajet
de la sonde de microdialyse au sein du
NacSh chez le rat. Les fleches indiquent la

pointe de la sonde.
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1-4 Quantification de la DA des échantillons par HPLC

Les taux de DA en condition basale ou apres stimulation pharmacologique ont
été dosés, a partir des microdialysats recueillis, par HPLC couplée a un détecteur
électrochimique Coulochem Il (Thermoscientific - Dionex, USA) (cf Figure 29).

Figure 29 : Photographie de I'HPLC. A
gauche : la pompe UltiMate 3000. A
droite : le détecteur électrochimique

Coulochem lll.

Chaque échantillon a été injecté a l'aide d'une seringue Hamilton de 25 pl
dans une boucle d'injection de 20 ul (Rheodyne 7725i injector valve). La seringue
Hamilton servant a l'injection a été soigneusement rincée entre chaque utilisation afin
d'éliminer toute trace de linjection précédente. La phase mobile permettant la
séparation optimale des monoamines est composée de 80% d'une phase aqueuse
(150 mM d'acétate d'ammonium, 140 uM EDTA) et de 20% d'une phase organique
(15% de méthanol et 5% d'acétonitrile) a pH 6,0 £ 0,1. Cette phase mobile est
ensuite doublement filtrée, sur filtre (pore de 0,45 pm) (Sartorius stedim biotech,
Allemagne) puis a l'aide d'une colonne Sep-Pak C18 (Waters, USA) puis elle va subir
un dégazage par passage dans une cuve a ultrasons. La phase est ensuite
incorporée dans le systeme HPLC ou elle est entrainée par une pompe UltiMate
3000 (Thermoscientific - Dionex, USA) au débit de 0,2 ml/min. La séparation des
composés est réalisée a l'aide d'une colonne de chromatographie ESA MD-160
(Shiseido, Tokyo, Japon ; 1,5 mm x 250 mm) maintenue a 32°C. La détection et la
guantification des différentes monoamines sont assurées par un détecteur
électrochimique de type ampérométrique. Les différentes catécholamines séparées
par HPLC passent successivement dans la cellule analytique 5041 (ESA, USA) du
détecteur au niveau de laquelle est imposé un potentiel constant de 220 mV qui
induit leur oxydation (sensibilité : 20 nA). Cette cellule permet d'avoir une sensibilité

de détection maximale (cf Figure 30). Les concentrations en DA ont été calculées en
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comparant les aires sous les pics obtenus pour chaque échantillon a une courbe
d'étalonnage. Cette courbe a été réalisée a partir d'une gamme de concentrations de
DA de 10° M & 10" M (les concentrations attendues pour la DA étant de I'ordre du
nM, Weiss et al, 1992 ; Hedou et al, 1999).

Joint

Electrodede | > [ Electrode de
comptage : travail Figure 30 : lllustration de
) la cellule ampérométrique
- Sortie )
analytique 5041 (ESA).
c 4 Ix’ — Purge
orps de la —
cellule f Electrode de

Entree référence

2- Marquage immunohistochimique c-Fos

2-1 Protocole

Le géne c-fos codant la protéine du méme nom (380 acides aminés) est un
gene d'activation précoce, c'est-a-dire qu'il est activé rapidement et de facon
transitoire en réponse a un stimulus cellulaire. Son activité, dans la plupart des tissus
non stimulés est généralement faible mais celle-ci augmente fortement en présence
de nombreux stimuli comme le stress, les facteurs de croissance ou bien une
stimulation pharmacologique (cf Figure 31). Comme la protéine c-Fos est tres
frequemment utilisée comme marqueur d'activitté neuronale et est le reflet des
adaptations post-synaptiques, cette réactivité neuronale post-synaptique a la cocaine
a donc été testée chez les animaux exposés en prénatal au MPH et chez les

animaux témoins (Herrera et Robertson, 1996).
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Figure 31 : Signalisation cellulaire conduisant a une activation rapide de la transcription de c-
Fos (Adapté de Karin et al, 1995).

Les expérimentations ont été réalisées sur des animaux adultes (P70)
exposés en prénatal au MPH ou au sérum physiologique (témoin) dans diverses
conditions : (i) basale, (ii) cocaine aigte (1 mg/kg i.v.) et (iii) cocaine répétée (15
mg/kg/jour i.p. pendant 4 jours + 1 mg/kg i.v.) (cf Figure 32). L'i.p. a été utilisée pour
cette administration répétée afin de minimiser le stress des animaux. La dose de 15
mg/kg a déja été montrée comme stimulant I'activité locomotrice des animaux (Lau et
al, 1991). Les animaux ont ainsi été répartis en 6 groupes : animaux exposés en
prénatal au MPH et recevant du sérum physiologique en i.v. (MPH/phy) (n=5) ;
animaux exposeés en prénatal au MPH et recevant une stimulation aigiie de cocaine
en i.v. (MPH/aigle) (n=12) ; animaux exposés en prénatal au MPH et recevant une
administration répétée de cocaine en i.p. puis une stimulation en i.v. (MPH/répétée)
(n=6) ; animaux témoins recevant du sérum physiologique en i.v. (phy/phy) (n=8) ;
animaux témoins recevant une stimulation aiglie de cocaine en i.v. (phy/aigte) (n=8)
et enfin un groupe avec des animaux témoins et recevant une administration répétée

de cocaine en i.p. puis une stimulation en i.v. (phy/répétée) (n=8).
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Exposition Injection: Coupes

Prénatale (s.c.): sérum (40 um) du
-MPH (10 mg/kg/J) physiologique cerveau
-Sérum physiologique (iv.)
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(i) basale "““ 90 min sucrose 3J Jours
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Figure 32 : Décours temporel du protocole d'immunohistochimie dans les diverses conditions :

(i) basale, (ii) cocaine aigie ou (iii) cocaine répétée.

2-2 Préparation des tissus et réalisation des coupes

Quatre vingt dix minutes apres la stimulation pharmacologique a la cocaine ou
I'injection de sérum physiologique, I'animal a été profondément anesthésié avec 5%

d'isoflurane puis maintenu a 2,5% durant la perfusion intra-cardiaque. Cette période
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de 90 minutes va permettre une augmentation significative au niveau cérébral de
I'expression de la protéine Fos (Kufahl et al, 2009). L'animal a été placé sur le dos et
sa cage thoracique est découpée afin de pouvoir atteindre le coeur. Une canule de
perfusion a été implantée par l'apex du ventricule gauche et l'oreillette droite est
perforée pour ainsi perfuser I'ensemble du systeme circulatoire avec 200 ml de
sérum physiologique frais hépariné (20 Ul/ml). Les tissus ont ensuite été fixés par
perfusion de 200 ml d'une solution de PBS (tampon phosphate salin) 0,1 M (pH 7,4)-
PFA (paraformaldéhyde) 4% fraiche et filirée. Le cerveau a ensuite été récupéré et
disposé dans un bain de PB (tampon phosphate) 0,1 M (pH 7,4)-sucrose 30% durant

3 jours.

Des coupes de cerveau de 40 pum ont par la suite été réalisées par
l'intermédiaire d'un microtome refroidissant (Leica Microsystems, lle Saint Martin
Nanterre, France) et disposées dans un mélange cryoprotecteur composé de 50% de
PBS 0,01 M, 30% d'éthylene glycol et 20% de glycérol. Les coupes de cerveau sont
conservées au congélateur (-20°C).

2-3 Protocole de marquage

Apres avoir été préalablement sélectionnées pour n'utiliser que des coupes
entiéres, les coupes flottantes sont premierement rincées trois fois dans du PBS 0,1
M durant 5 minutes. Aprés avoir bloqué les péroxydases endogénes pendant 20
minutes (solution de PB - H,O, 3%) puis effectué 3 nouveaux rincages dans du PB-
Tween 0,1%, les coupes ont été incubées pendant 2 heures dans du PB (0,1 M)-
Tween 0,1% et 3% de NGS (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA). Les tissus
sont ensuite incubés pendant 24 heures avec un anticorps polyclonal anti-Fos fait
chez le lapin (sc-52, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) dilué au
1:10000 dans une solution contenant du PB 0,1 M, 1% de NGS et 0,1% de Tween.
Puis, les coupes sont rincées dans du PB 0,1 M (3 fois 5 minutes) et a nouveau
incubées durant 2 heures avec un anticorps secondaire biotinylé anti-lgG de lapin
(Vector Laboratories) dilué au 1:400 dans du PB - Tween 0,1% - NGS 1%. Aprés 3

nouveaux ringages de 5 minutes dans du PB 0,1 M, les coupes ont été incubées
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pendant 1 heure avec le complexe avidine-peroxydase biotinylé pour amplifier le
signal du complexe antigene/anticorps primaire et secondaire. Les tissus sont rincés
une fois dans du PB 0,1 M durant 5 minutes puis la révélation du marquage se fait
par incubation des coupes pendant 40 secondes dans une solution de DAB. Pour
terminer la réaction avec le DAB, les coupes sont rincées trois fois avec du PB 0,01
M. Toutes les coupes ont été montées sur lames silanisées et gélatinées, séchées
puis déshydratées dans des bains a concentrations croissantes en alcool
(50/70/96/96/100/100%) et xylene. Une derniere étape de séchage sous hotte est
nécessaire puis les coupes sont enfin protégées par lamelle avec pour milieu de

montage de I'Eukitt.

2-4 Comptage

La quantification du marquage immunohistochimique c-Fos a été réalisée
sous microscope optique (Leica DMLB, Leica Microsystems, Allemagne) a un
grossissement x10 et menée en aveugle en ce qui concerne les différentes
conditions. L'image est transmise a un systeme informatique par une caméra vidéo
3CCD (Sony Corporation, Tokyo, Japon) et analysée a l'aide du logiciel Histolab
(Microvision Instruments, Evry, France). Les localisations anatomiques de chaque
région d'intérét ont été déterminées en utilisant un atlas de cerveau de rat (Paxinos
et Watson, 1998). Plusieurs régions cérébrales impliquées dans les systéemes
limbique et dopaminergique ont été analysées : les 2 régions du Nac (shell et core)
ou striatum ventral, le striatum dorsal, le cortex cingulaire, le cortex prélimbique, le
cortex infralimbique, le cortex orbitaire et le cortex insulaire (cf Figure 33). Pour
chaque région d'intérét, le comptage a été effectué dans une aire de 0,88 mm2 et les
différents comptages ont été moyennés afin d'obtenir un nombre moyen de cellules

Fos positives par mmz2 pour une région donnée.
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Figure 33 : Localisation des 8 aires de 0,88mmz2 au sein des régions cérébrales analysées (1 :
cortex cingulaire ; 2 : cortex prélimbique ; 3 : cortex infralimbique ; 4 : cortex orbitaire ; 5 :
cortex insulaire ; 6 : striatum dorsal ; 7 : core du Nac ; 8 : NacSh) pour la quantification du

marqueur c-Fos, représentée sur des coupes d'atlas stéréotaxique (Paxinos et Watson).

3- Imagerie scintigraphique : TEP

3-1 Protocole de l'imagerie TEP

L'étude de cette activité cérébrale a d'abord été menée en condition basale
(voir chapitre 11). Puisque le striatum est un territoire de projection dopaminergique,
nous avons évalué la réactivité de cette région apres une stimulation aiglie ou
répétée a la cocaine. Pour cette expérimentation, 7 animaux adultes témoins et 6
animaux exposeés en prénatal au MPH ont été utilisés au total. Au total, les animaux
ont donc 3 scans : un en condition basale (métabolisme basal) (voir chapitre Il), et
deux réalisés 10 minutes aprés une stimulation a la cocaine (1 mg/kg, i.v.). Cette
dose administrée en i.v. permet d'obtenir une activation psychomotrice chez le rat
(Samaha et al, 2002). Le pic de concentration de DA est observé 10 minutes apres
une administration i.v. de cocaine chez le rat (Hurd et Ungerstedt, 1989). Le premier
scan apres stimulation a la cocaine (métabolisme stimulation aigie) a été realisé
chez les animaux environ une semaine apres le scan de la condition basale et le
second scan (métabolisme stimulation répétée) a été réalisé aprés une

administration répétée de cocaine a lI'animal éveillé dans sa cage durant 3 jours (15
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mg/kg/J i.p.). Ici encore, l'.p. a été utilisée pour cette administration répétée afin de
minimiser le stress des animaux. La dose de 15 mg/kg a déja été montré comme
stimulant I'activité locomotrice des animaux (Lau et al, 1991). Le second scan a donc

été conduit apres 5 jours consécutifs d'administration de cocaine (cf Figure 34).

Admi-
nistration
Métaboli Métaboli répétée Métaboll
Exposition etg 0|Isme Se_ta ?'S.me de cocaine Se_ta cl)ls_me
Prénatale : asa t'?_u ation (15 mg/kg/J |El{rpu,:;tt,lon
-MPH (10 mg/kg/j) igue pendant épétée
-Sérum physiologique 3Ji.p)
/_A_\ g
G21/P1 P70 /_L\
Jours

G13 G20

¥

Semaine Injections
sans de cocaine
test (1 mg/kg
1.V.)

Figure 34 : Décours temporel de I'étude du métabolisme cérébral par imagerie TEP. Au total, 3
scans TEP ont été réalisés sur chaque animal : un scan en condition basale (métabolisme
basal), un scan aprés une stimulation pharmacologique aiglie a la cocaine (métabolisme
stimulation aiglie) et un scan aprés une administration répétée de cocaine (métabolisme

stimulation répétée).

3-2 Analyse des images TEP

L'analyse de ces images TEP a été réalisée de la méme facon que pour les

scans en condition basale (voir chapitre II).

93



IV - Etudes des altérations comportementales

A/ Renforcateur naturel

1- Test de préférence au sucre

Le principe de ce test est que les animaux et en particulier les rats ont une
préférence accrue pour une solution sucrée par rapport a l'eau, cette préférence
étant controlée par les systémes dopaminergique et sérotoninergique (Sills et
Crawley, 1996 ; Gray et Cooper, 1996 ; Hajnal et Norgren, 2001 ; Harro et al., 2001 ;
Shimura et al., 2002). Ce test a été réalisé sur la progéniture male adulte (P70)

exposeée en prénatal au MPH (n=6) ou au sérum physiologique (témoin) (n=6).

Ce test de préférence au sucre se décompose en 2 phases, une phase
d'habituation et une phase de challenge (cf Figure 35). Durant la phase d'habituation
qui a pour but de familiariser les animaux au nouvel environnement, chaque rat est
placé dans une cage individuelle pendant toute la durée de l'expérience. Durant 5
jours, chaque rat se voit proposer une solution d'eau sucrée (2%) dans deux pipettes
de 10 mL pendant une heure en début de cycle (une heure aprés début de la phase

d'activité) et en fin de cycle (une heure avant le début de la phase de repos).

La deuxieme phase consiste en un choix (challenge) entre deux pipettes
graduées de 10 mL, l'une contenant de I'eau et l'autre contenant une solution d'eau
sucrée. Ces deux pipettes sont laissées pendant 30 min a la disposition de I'animal,
une heure aprés le début et une heure avant la fin de la phase d'activité. A chaque
session, la position des pipettes est alternée a gauche ou a droite d'un jour sur l'autre
pour éliminer les biais liés a la position. Ceci a été réalisé pendant 3 jours, et a
chaque fin d'expérience, les consommations d'eau et d'eau sucrée ont été mesurees
afin de calculer le pourcentage de préférence au sucre correspondant au volume
d'eau sucrée consommé divisé par le volume total de liquide consommé, le tout
multiplié par 100. Le poids des animaux a été veérifié durant toute la durée de

I'expérimentation.
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Figure 35 : Photographie illustrant le principe du test de préférence au sucre 2% ainsi que le

décours temporel du test.

2- Réponse opérante au sucre

Ce test de renforcement est un modele expérimental de prise d'une
récompense. Il est basé sur l'apprentissage par I'animal d'une réponse opérante,
dans le cas présent l'appui sur un levier afin d'obtenir une récompense, le sucre. Le
but de ce test est d'examiner si les animaux MPH acquierent plus ou moins
rapidement un comportement opérant ainsi que contrdler leur motivation pour obtenir

du sucre par rapport aux animaux témoins.
2-1 Préparation préalable

Pour ce protocole, les animaux (7 exposés en prénatal au MPH et 7 au sérum
physiologique) ont été hébergés un par cage une semaine avant le début des
sessions. Durant les 7 jours avant le ler jour d'expérimentation, les animaux ont été

manipulés tous les jours et sont en restriction alimentaire (et ceci jusqu'a la fin du
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protocole) : 15g/J/rat. De plus, durant les 4 derniers jours d'habituation et de
restriction alimentaire, les animaux ont été mis en présence de 4 pastilles de sucre

(45 mg par pastille) (TestDiet, Richmond, USA). Enfin, ils ont eu libre acces a I'eau.

2-2 Protocole

Toutes les sessions de "renforcement” au sucre ont lieu dans des chambres
expérimentales Coulbourn (Coulbourn Instruments, Allentown, PA, USA,
www.coulbourn.com) équipées de 2 leviers placés de chaque cété de la mangeoire
(cf Figure 36). Cette derniere est connectée a un distributeur de pastilles de sucre.
Les conditions d'expérimentation étaient telles que les bruits extérieurs ont été
atténués. Durant les sessions, les chambres étaient éclairées. La chambre
expérimentale est contrdlée par des interfaces et logiciel Graphic State (Coulbourn
Instruments). Chaque chambre est donc équipée de deux leviers, I'un est actif car il
est a l'origine de la délivrance de la pastille de sucre dans la mangeoire, l'autre est
inactif et n'engendre aucune conséquence. Les appuis sur les deux leviers ont été
comptabilisés. Lorsque I'animal appuie sur le levier actif, une pastille de sucre tombe
dans la mangeoire, une lumiére a l'intérieur de celle-ci s'allume pendant 5 secondes
puis s'éteint. Une période de "time-out" de 10 secondes va suivre, temps pendant
lequel l'activité de l'animal n'est pas enregistrée et la chambre est plongée dans le

noir.
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Figure 36 : Photographie illustrant la chambre expérimentale utilisée pour la réponse opérante

au sucre.

2-2.1 Ratio fixe (FR1)

Les rats ont effectué 10 sessions de FR1, une fois par jour pendant 30
minutes. Dans ce protocole de FR1, chaque pression du levier actif, en dehors de la
période réfractaire de 5 secondes et la période de "time-out" de 10 secondes, induit
la distribution d'une pastille de sucre. Aucune limite concernant le nombre de
pastilles de sucre que le rat recoit pendant une session de 30 minutes n'a été

instaurée.

2-2.2 Ratio progressif (PR)

Trois sessions de tests de PR ont également été réalisées pour ce
renforcement. La motivation de I'animal pour obtenir sa récompense est mesurée
avec le méme principe que pour le PR de l'auto-administration (AA) de cocaine (voir
chapitre 1V B/1-2.3). Pour ce protocole de PR, le nombre d'appuis sur le levier actif
requis pour obtenir une pastille de sucre supplémentaire croit selon I'équation
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exponentielle (Richardson et Roberts, 1996) suivante, ou n représente le rang du

nombre de pastilles de sucre successifs :

NP(n) =[5 x e®?"] -5

Concretement, lorsque I'animal effectue un appui sur le levier actif, il recoit
une pastille de sucre. Il devra ensuite appuyer deux fois pour obtenir une pastille
supplémentaire, puis 4 fois, 6, 9, 12, 15, 20... (cf Figure 37). La motivation de
I'animal pour I'obtention de sa récompense va étre mesurée par ce test de PR. Ces
tests de PR durent 180 minutes. Si I'animal n'appuie pas suffisamment sur le levier
actif afin d'obtenir une pastille supplémentaire en 30 minutes, le test s'arréte. Il n'y
pas de modification de dose (pas de modification de la distribution du nombre de
pastilles). Le breakpoint ou point de rupture, c'est-a-dire le nombre de réponses
opérantes ou nombre d'appuis pour obtenir une n®™ pastille de sucre, va étre mis en
évidence (autrement dit, cela représente I'effort maximal que l'animal va faire pour

obtenir la pastille de sucre).
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Figure 37 : Protocole de Ratio Progressif. Les histogrammes (axe de gauche) représentent le
nombre d'appuis sur le levier actif que I'animal doit effectuer pour obtenir une pastille de sucre
supplémentaire (d'aprés la relation de Richardson et Roberts, 1996 ; NP(n) =[5 x e°‘2”] -5). La
courbe noire (axe de droite) renseigne sur le nombre cumulé d'appuis actifs (ou last ratio
completed) que le rat doit réaliser sur I'ensemble de la session pour obtenir le nombre de

pastilles de sucre n.
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B/ Renforcateur synthétique

1- Auto-administration de cocaine

L'AA de cocaine est un modele expérimental de prise de drogue. Il est basé
sur l'apprentissage par l'animal d'une réponse opérante, dans le cas présent
l'insertion du museau dans un orifice afin d'obtenir une récompense, la cocaine.
Celle-ci va étre administrée par voie intraveineuse par le biais d'un cathéter implanté
dans la veine jugulaire droite. Cette technique est considérée comme l'un des
modeles expérimentaux le plus valide pour étudier la consommation de drogue
(Deroche et al, 1999 ; Koob et Le Moal, 2005). Plus l'animal va réaliser le
conditionnement opérant, plus il sera récompensé. On va étudier si les animaux
exposes en prénatal au MPH acquiérent plus ou moins rapidement un comportement
d'AA par rapport aux témoins. Le principe de ce test est le méme que le précédent
concernant la réponse opérante au sucre sauf que la récompense naturelle est

remplacée par une récompense synthétique, la cocaine.

1-1 Chirurgie

Les 16 animaux (8 exposés en prénatal au MPH et 8 au sérum physiologique)
utilisés pour cette expérimentation ont été tout d'abord anesthésiés par une injection
i.p. d’hydrate de chloral (400 mg/kg ; Fluka, Sigma-Aldrich, Allemagne). Une incision
au niveau de la clavicule de lI'animal a été réalisée afin de dégager la veine jugulaire
droite de I'animal. Le cathéter d'une longueur de 12 cm est incéré dans la veine sur
une longueur de 4 cm. Une fois fixé a la veine, une deuxiéme incision a été réalisée
au niveau du haut du dos et I'extrémité du cathéter est ressortie a ce niveau. Une
nouvelle incision au niveau du dos a été réalisée, juste en-dessous de la sortie du
cathéter, afin de mettre en place un systeme de pas de vis qui va permettre de relier
animal au dispositif expérimental. La semaine suivant la chirurgie est sans

experimentation pour permettre aux animaux de récupérer. Les animaux ont été
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placés par cage individuelle pour limiter la perte du cathéter. Pendant 4 jours et ceci
tous les jours, ces animaux ont recu 0,1 ml de gentamicine (40 mg/ml ; Sigma-
Aldrich, Saint-Louis, USA), 0,1 ml d'héparine (9 mg/15 ml ; Sigma-Aldrich, Saint-
Louis, USA) et enfin 0,1 ml de solution physiologique. lls ont eu libre acces a la

nourriture et a l'eau.

1-2 Protocole d'auto-administration de cocaine

Toutes les sessions d'AA ont lieu dans des chambres expérimentales
Imetronic (Imetronic, Pessac, France, www.imetronic.com) équipées de 2 orifices,
placés sur les murs opposés ou le rat peut introduire son museau (cf Figure 38). Les
conditions d'expérimentation étaient telles que les bruits extérieurs étaient atténués.
De plus, durant les sessions, les chambres étaient éclairées. La chambre ainsi que la
pompe (Razel, Saint-Albans, Vermont, USA) portant une seringue de 10 ml sont
contrdlées par des interfaces et logiciel Imetronic. Chaque chambre est équipée de
deux orifices, I'un est actif car il est a l'origine de la délivrance de la drogue, l'autre
est inactif. Lorsqu'un rat introduit son museau dans un des orifices, on dit qu'il fait un
"nose-poke" (NP). Les NP dans les deux orifices ont été enregistrés. Les NP dans
I'orifice inactif n‘ont pas d'effet. Les NP dans l'orifice actif induisent l'injection de 50 ul
sur une durée de 2 secondes d'une solution de cocaine. Un stimulus lumineux situé
au dessus de l'orifice actif clignote de fagcon contingente avec l'injection de la drogue
durant 5 secondes, c'est la période réfractaire : tout NP est comptabilisé mais un NP
actif n'induit pas d'injection supplémentaire de drogue. Une période de "time-out" de
5 secondes débute ensuite. Durant cette période de "time-out", la chambre est
totalement dans le noir et aucun NP n'est comptabilisé.
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Figure 38 : Photographie illustrant la chambre expérimentale utilisée pour 'auto-administration

de cocaine.

1-2.1 Ratio fixe : FR1

Avant chaque début d'expérimentation, 0,1 ml de solution physiologique a été
injectée par le cathéter de I'animal. Les rats ont effectué 10 sessions de FR1, une
fois par jour pendant 2 heures. Dans ce protocole de FR1, chaque NP actif, en
dehors de la période réfractaire de 5 secondes et de la période de "time-out" de 5
secondes, induit une injection i.v. de cocaine (50 ul). La dose de cocaine injectée
était de 0,3 mg/kg. Cette dose est couramment utilisée dans les protocoles d'AA
chez le rat (Corrigall et Coen, 1991 ; Stairs et al, 2010). Aucune limite concernant le
nombre d'injections pendant une session de 2 heures n'a été instaurée. A la fin de la
session, 0,1 ml d'héparine puis 0,1 ml de solution physiologique ont été injectés a

I'animal par le cathéter.
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1-2.2 Ratio Fixe : FR5

Deux sessions de FR5 ont été menées a la suite du FR1. Dans ce protocole,
I'animal doit réaliser 5 NP actif pour induire une injection de cocaine (0,3 mg/kg).
L'animal doit donc produire plus de travail pour avoir sa récompense. La méme dose
injectée que dans le FR1 a été utilisée. Dans ce FR5, les mémes caractéristiques

gue pour le protocole FR1 sont retrouvées.

1-2.3 PR

Dans le protocole de PR, le nombre de NP requis pour obtenir une injection
supplémentaire a la précédente croit également selon I'équation exponentielle de
Richardson et Roberts. La encore, si I'animal effectue un NP actif, il recoit une dose
de cocaine. Il devra ensuite appuyer deux fois pour obtenir l'injection supplémentaire,
puis 4 fois, 6, 9, 12, 15, 20... Ces tests de PR durent 4 heures mais ils peuvent se
terminer avant si l'animal n'effectue pas le nombre de NP requis pour I'obtention
d'une injection supplémentaire de cocaine pendant un laps de temps de 60 minutes.
Plusieurs sessions ont été réalisées avec des volumes différents de cocaine (0,3
mg/kg) administrés par injection. Deux sessions avec un volume équivalent au FR1
(50 ul) ont premierement été réalisées puis deux sessions avec un volume double
(100 ulb), deux sessions avec un volume quatre fois supérieur au premier (200 pl) et
enfin une session avec un volume deux fois inférieur (25 pl). Ici encore, au début
puis a la fin du test PR, le cathéter de I'animal a été vérifié avec 0,1 ml de solution
physiologique et/ou 0,1 ml d'héparine. Le breakpoint ou point de rupture, c'est-a-dire
le nombre de réponses opérantes pour obtenir une n®™ injection, va étre mis en
évidence (autrement dit, cela représente I'effort maximal que I'animal va faire pour

obtenir l'injection).
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2- Test de I'activité locomotrice

La cocaine a concentrations modérées est un psychostimulant qui augmente
I'activité locomotrice chez les rongeurs (Uzbay et al, 2000). Le but du test, outre de
visualiser I'activité locomotrice dans des conditions basales des animaux exposés en
prénatal au MPH, était de voir si cette exposition pouvait modifier les effets

locomoteurs de la cocaine chez le rat adulte.

Durant toute la période de ce test d'activité locomotrice, les animaux étaient
hébergés en cage individuelle selon un cycle inversé alternant 12 heures d'obscurité
et 12 heures de luminosité (8h-20h/20h-8h). Pour cela, une semaine d'habituation a
ce nouveau cycle a été nécessaire. Le test a été réalisé durant la phase d'obscurité
(quasi-totale, seule une lumiéere rouge était allumée dans la piéce et orientée vers le
plafond), c'est-a-dire durant la phase d'éveil des animaux. En effet, il avait été
démontré que ces animaux nocturnes avaient une plus grande activité dans le noir
plutét qu'en plein jour (Kallman et Isaac, 1975 ; Gaytan et al, 1996). L'activité
locomotrice des rats a été mesurée dans une enceinte circulaire appelée "cyclotron”
ayant un diametre de 69 centimétres (cf Figure 39). L'animal peut se déplacer a sa
convenance dans cette aréne sans pouvoir en sortir ni voir I'environnement extérieur.
Une caméra digitale reliée a un dispositif informatique et au logiciel EthoVision XT
7.0 (Noldus, Paris, France) ont permis de détecter et d'enregistrer les mouvements
de l'animal dans I'enceinte et de mesurer la distance parcourue par I'animal pendant

un laps de temps choisi de 10 minutes.

Une premiere phase d'habituation au dispositif durant 3 jours consécutifs a été
réalisée en disposant les animaux 10 minutes dans le cyclotron. Aprés une journée
de repos, sans expérimentation, les animaux sont disposés dans l'enceinte, sans
injection, afin de mesurer leur activité locomotrice en condition basale. Les animaux
ont eu de nouveau 2 jours de repos puis durant 5 jours, ils ont recu 15 mg/kg/jour de
cocaine (Sigma-Aldrich, Saint-Louis, USA) en i.p. tous les jours ou une dose
equivalente de sérum physiologiqgue pour les animaux témoins. Cette dose de
cocaine a été déja utilisée dans des études de sensibilisation des effets locomoteurs
de la cocaine (Lau et al, 1991 ; Mattson et al, 2008). Il est a noter que les doses de

cocaine (15 mg/kg) et de sérum physiologique (1 ml/kg) ont été administrées en i.p.
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10 minutes avant le début de la mesure de l'activité locomotrice afin d'étre dans le pic
de concentration maximale de la cocaine au niveau cérébral qui serait détecté entre
5 a 15 minutes apres ce type d'injection (Brian et al., 1999). Une mesure de l'activité
locomotrice des animaux a été réalisée a deux temps différents : a la suite de la
premiere injection (test aigu) et suite a la cinquieme injection (test répéte) afin de

tester la réactivité a la cocaine de ces animaux (cf Figure 39).

Les animaux ont donc été répartis en 4 groupes : animaux exposés en
prénatal au MPH et recevant du sérum physiologique durant ce test (MPH/phy) ;
animaux exposeés en prénatal au MPH et recevant 15 mg/kg/jour de cocaine durant
ce test (MPH/coc) ; animaux témoins et recevant du sérum physiologique durant ce
test (phy/phy) et animaux témoins et recevant 15 mg/kg/jour de cocaine durant ce
test (phy/coc).

Les animaux ont été classés comme sensibles a la cocaine lorsque l'injection
aigle de cocaine a augmenté leur activité locomotrice d'au moins 2SD de la valeur
basale moyenne. Au total, ce test d'activité locomotrice a nécessité 13 rats Wistar

males adultes du groupe témoin et 11 rats MPH.

Ratplacé au seinde
I’enceinte circulaire
appelée cyclotron

Test Basal Test Aigu Test Répété
a/kali i D . Jours
341233 I35 J8 J13

Figure 39 : Décours temporel du test et photographie illustrant le cyclotron dans lequel la
mesure de I'activité locomotrice de I'animal est réalisée (H : habituation ; coc : injection de

cocaine).
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V - Analyses statistiques

Le résultat de l'effet de I'exposition au MPH sur le poids des rates gestantes
ainsi que sur le nombre de petits par groupe, le nombre de males et femelles par
portée et I'évolution du poids des animaux est exprimé en moyenne + la déviation
standard (SD). Les difféerences entre le groupe MPH et groupe témoin ont été

évaluées a l'aide d'un test t de Student.

En ce qui concerne l'imagerie TEP, les résultats quantitatifs sont exprimés en
moyenne + la déviation standard (SD). Les différences en terme de fixation de ®FDG
entre le groupe MPH et groupe témoin ont été évaluées a l'aide d'un test t bilatéral de
Student. Une analyse voxel par voxel est ainsi réalisée et les différences sont
considérées statistiguement différentes pour un seuil de P<0,01 et sont représentées

sur des cartes de z-scores.

Pour le marquage TH, les différences de moyennes de cellules par unité de
surface dans la SNc et la VTA ainsi que les différences de moyenne en terme
d'absorbance au sein du striatum et du Nac entre les groupes MPH et témoin ont été
comparées a l'aide d'un test t de Student.

L'analyse statistique des concentrations de DA a été réalisée a l'aide d'un test
t de Student pour les comparaisons basales entre les groupes MPH et témoin. De
plus, une analyse de la variance (ANOVA) a 2 facteurs avec un ajustement de
Bonferroni a été utilisée pour comparer les deux pourcentages d'augmentation de la

DA basale aprés stimulation.

Une ANOVA a deux facteurs pour évaluer les effets du traitement prénatal et
des injections de cocaine et de leurs interactions sur le nombre de cellules c-Fos
ainsi qu'une ANOVA a un facteur avec un ajustement de Dunnett pour les effets

intra-groupes des injections de cocaine ont été utilisées.

Le traitement statistique du test de préférence au sucre a été réalisé a l'aide

d'un test t de Student pour la comparaison entre le groupe MPH et le groupe témoin.

L'analyse statistiqgue de la réponse opérante au sucre a été effectuée a l'aide
d'une analyse de la variance (ANOVA) suivie d'une analyse de Dunnett afin de
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comparer le nombre de pastilles de sucre pour chaque session et d'une ANOVA a 2
facteurs pour comparer les moyennes de breakpoint pour les groupes MPH et

témoin.

En ce qui concerne I'AA de cocaine, un test t de Student pour comparer le
nombre d'injections pour chaque session et un test t de Student pour comparer les

moyennes de breakpoint pour les groupes MPH et témoin ont été utilisés.

Enfin, l'analyse statistique du test de l'activité locomotrice a été réalisée a
l'aide d'un test t de Student pour les comparaisons entre les groupes MPH et témoin
pour l'activité basale ainsi que d’'une ANOVA a deux facteurs suivie d'un ajustement
de Bonferroni pour les comparaisons et les intéractions entre les deux groupes en
plus d’'une ANOVA avec un ajustement de Newman-Keuls pour les comparaisons

multiples entre les conditions.
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| - Effets de I'exposition prénatale au MPH sur les parameétres physiologiques

A/ Sur les rates gestantes

L'exposition des femelles gestantes au MPH entraine une baisse
statistiguement significative de la prise de poids au cours de la période d'exposition
(G13-G20) de 82,4+14,0 a 67,1+12,6 grammes (P<0,0001, test t de Student) pour
I'ensemble des animaux au cours des différentes sessions d'exposition comme le
montre la Figure 40.
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Figure 40 : Effet de I'exposition prénatale au MPH sur la prise de poids des meres gestantes
entre le début de I'exposition a G13 et la fin de I'exposition a G20 (témoin : n=45 ; MPH : n=35)
(****P<0,0001, test t de Student).

B/ Sur la portée

L'exposition prénatale au MPH ne semble pas avoir d'effet sur la progéniture.
En effet, dans les 8 sessions d'exposition, le nombre de petits par portée a terme ne
difféere pas entre le groupe témoin (10,8+2,0) et le groupe MPH (11,3+2,2) (P>0,05,
test t de Student) (cf Figure 41).
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Figure 41 : Effet de I'exposition prénatale au MPH sur le nombre de petits par groupe (témoin :
n=43 ; MPH : n=35) (P>0,05, test t de Student).

De plus, le nombre de males (5,5£2,2 vs 5,4+1,7) (P>0,05, test t de Student)
ainsi que le nombre de femelles (5,3+1,7 vs 5,9£2,1) (P>0,05, test t de Student) par

portée ne different pas entre le groupe témoin et le groupe MPH comme le présente

la Figure 42.
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Figure 42 : Effet de I'exposition prénatale au MPH sur le nombre de males et de femelles

par portée (témoin : n=43 ; MPH : n=35) (p>0,05, test t de Student).
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Chez les méles des groupes témoin et MPH, I'évolution de leur poids se fait de
maniére similaire du sevrage a I'adge adulte. Aucune différence n'est retrouvée entre
ces 2 groupes d'animaux a P28, 32, 34, 36, 41, 43, 48, 55 et 62 (P>0,05, test t de

Student) (cf Tableau 7).

P28 P32 P34 P36 P41
Témoin 85,3+15,7 124,0+8,0 135,9+7,6 150,3+5,1 183,5+14,6
MPH 93,348,2 124,2+12,4 140,4+10,3 149,8+10,6 176,5+19,8
P43 P48 P55 P62
Témoin 204,3+16,3 238,3+18,0 289,7+23,0 337,3+£25,0
MPH 199,9+19,1 232,6+27,7 284,4+26,1 330,5+37,3

Tableau 7 : Evolution du poids des nouveau-nés du sevrage a I'dge adulte en fonction de

I'exposition prénatale : sérum physiologique (témoin) ou MPH. Les valeurs représentent la

moyenne du poids des animaux en grammes * |'écart-type en fonction de I'dge. Pour chaque
age, un test t de Student est réalisé entre les deux groupes et aucune différence significative

n'est retrouvée (P>0,05).

C/ Sur la progéniture adulte

Le poids moyen de l'ensemble des animaux utilisés pour chacune des
expérimentations et dans les différentes conditions ne différe pas significativement
entre les groupes témoin et MPH (P>0,05, test t de Student). Ces poids sont

présentés dans le Tableau 8.

Poids (en grammes)
Expérimentation Témoin MPH
Basale 434,1+28,4 | 523+97,5

TEP Aigue 519,7+60,8 | 540,6+75,8
Répétée 502,1+47,6 | 517,0+81,9
Basale 441,3+71,9 | 464,0+46,5
TH/c-fos Aigue 479,6£52,2 | 470,8+51,8
Répétée 478,7+22,1 | 430,1+44,1
DA 422,1+25,6 | 445,453 4
Préférence au sucre 327,1+37,1 | 316,8+29,4
Réponse opérante au sucre 443,5+27,0 | 430,8+40,9
AA de cocaine 449,3+36,1 | 465,7+62,4
Activité locomotrice 429,9+47,3 | 422,9+31,1

Tableau 8 : Poids moyen des animaux en grammes % |'écart-type en fonction de I'exposition
prénatale : sérum physiologique (témoin) ou MPH, utilisés dans les diverses expérimentations.
Des tests t de Student ont été réalisés entre les deux groupes pour chaque expérimentation et

pour chaque condition et aucune différence significative n'a été retrouvée (P>0,05).



Il - Imagerie scintigraphique : TEP

Les résultats de I'étude du métabolisme cérébral basal par imagerie TEP sont
présentés sur des cartes de z-scores (Figure 43). Celles-ci comparent les animaux
exposés en prénatal au MPH aux animaux témoins et montrent des différences
significatives au moins & P<0,01 en termes de fixation de '*FDG entre les 2 groupes.
On constate des différences dans de nombreuses régions mais pas dans l'ensemble
du cerveau des animaux. Outre les disparités et hétérogénéités d'accumulation au
sein du cortex sensorimoteur, on observe des augmentations de métabolisme dans
une zone regroupant l'aire tegmentale ventrale (VTA) et la substance noire (SN),
régions contenant les neurones dopaminergiques (+4,1 SD et +3,4 SD;
respectivement a gauche et a droite) et dans I'hypothalamus latéral gauche (LHyp)
(+3,9 SD). Des diminutions dans la fixation de **FDG ont été retrouvées dans le
cortex frontal droit (-3,9 SD et -3,4 SD, dans le cortex prélimbique/cingulaire ainsi
gue dans le cortex insulaire, respectivement), au niveau du striatum centro-dorsal
(-3,4 SD a gauche et -5,6 SD a droite), dans le NacSh droit (-4,2 SD) et dans une
région contenant le thalamus médio-dorsal, centro-latéral et I'hnabénula latérale droite
(-4,0 SD). Aucune modification de fixation de ®FDG n'est détectée dans d'autres
régions corticales ou sous corticales (cf Figure 43).

Ainsi, l'imagerie TEP au ®FDG révéle des anomalies métaboliques focales
dans les cerveaux de rats adultes exposés en prénatal au MPH.
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Figure 43 : Représentation des régions cérébrales affichant des changements significatifs
dans I'accumulation du ®FDG chez les rats adultes exposés en prénatal au MPH vs sérum
physiologique en condition basale (n=6 et 7, respectivement). Pour chaque région, les images
des cartes de z-scores générées sont fusionnées avec un template IRM et sont présentées a
gauche. Un résumé de I'ensemble des modifications de I'accumulation de '*FDG observé est
représenté a droite sur des coupes coronales d'atlas de Paxinos et Watson (augmentation en

rouge, diminution en bleu, P<0,01, test t de Student).
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Il - Etudes des altérations dopaminergiques sur le plan structural et sur le plan

fonctionnel a I'état basal et apres stimulation

Nous avons cherché a savoir si l'augmentation du métabolisme détectée
précédemment au niveau des zones des corps cellulaires dopaminergiques se
traduisait par une modification du nombre de neurones dopaminergiques au sein de

cette région VTA/SN et au niveau striatal.

A/ Sur un plan structural : immunomarquage de la tyrosine hydroxylase

L'immunomarquage de la TH a été réalisé au niveau des corps cellulaires des
neurones dopaminergiques au sein de la SNc et de la VTA. L'exposition prénatale au
MPH induit chez le rat adulte une augmentation significative de I'expression de la TH
dans la SNc (367,6+109,0 vs 236,9+44,0 cellules TH positives/mmz, respectivement
chez les MPH et les témoins ; P<0,05, test t de Student) et seulement une tendance
dans la VTA (298,7+81,9 vs 199,6+56,4 cellules TH positives/mmz2, respectivement
chez les MPH et les témoins ; P=0,07, test t de Student) (cf Figure 44).
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Figure 44 : Quantification de I'immunomarquage de la TH dans la SNc (en haut) et dans la VTA
(en bas) chez les rats adultes exposés en prénatal au MPH (n=8) ou au sérum physiologique
(témoin) (n=4). Pour chaque région, les graphiques présentant les moyennes de cellules par
mmz2 sont présentés sur la gauche. Des photographies d'immunomarquages TH pour chaque
région et pour chaque groupe sont présentées sur la droite. Les analyses statistiques ont été
réalisées a l'aide de tests t de Student afin de comparer les moyennes de cellules par mmz2 entre
les 2 groupes (*P<0,05 pour la SNc et P=0,07 pour la VTA).

L'immunomarquage de la TH a également été réalisé au niveau des aires de
projections dopaminergiques au sein du striatum et du Nac. Des mesures de
l'absorbance par mmz2 au sein du striatum DM et du striatum DL ainsi que dans le
core du Nac et le NacSh ont été effectuées. L'exposition prénatale au MPH induit
chez le rat adulte une augmentation significative de l'absorbance par mm?2 du
marquage des fibres TH dans le striatum DM (117,448,2 vs 102,3%+10,3,
respectivement chez les MPH et chez les témoins ; P<0,05, test t de Student), dans
le striatum DL (124,8+12,6 vs 100,3+12,1, respectivement chez les MPH et chez les
témoins ; P<0,01, test t de Student), dans le core du Nac (142,3+12,5 vs 106,3+13,0,
respectivement chez les MPH et chez les témoins ; P<0,001, test t de Student) et
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dans le NacSh (201,6+28,7 vs 127,5+21,3, respectivement chez les MPH et chez les
témoins ; P<0,001, test t de Student) (cf Figure 45).
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Figure 45 : Quantification de I'immunomarquage de la TH dans le striatum dorsomédian et
dorsolatéral (en haut) et dans le core et le shell du Nac (en bas) chez les rats adultes exposés
en prénatal au MPH (n=8) ou au sérum physiologique (témoin) (n=5). Pour chaque région, les
moyennes d'absorbance par mm2 sont présentées sur la gauche. Des photographies
d'immunomarquages TH pour chaque région et pour chaque groupe sont présentées sur la
droite. Les analyses statistiques ont été réalisées a l'aide de tests t de Student afin de
comparer les moyennes d'absorbance par mmz2 entre les 2 groupes (*P<0,05 pour le striatum
dorsomédian, *P<0,01 pour le striatum dorsolatéral, et **P<0,001 pour le core du Nac et le
NacSh).

Ainsi, l'exposition prénatale au MPH induit une élévation a long terme de
'expression de la TH dans les régions contenant les neurones dopaminergiques et

au niveau du striatum.

118



B/ Sur un plan fonctionnel

1- Quantification de la DA - Microdialyse intracérébrale en double

implantation chez le rat anesthésié

Nous avons cherché a savoir si l'augmentation du métabolisme détectée
précédemment au niveau des zones des corps cellulaires dopaminergiques se
traduisait également par une modification de la quantité de DA basale au niveau des
zones de projections comme le striatum ventral (NacSh), ainsi qu'au niveau cortical

(cortex cingulaire).

1-1 Vérification de I'implantation des sondes

La Figure 46 présente I'ensemble des implantations correctes des sondes de
microdialyse au niveau du cortex cingulaire et au niveau du NacSh dans le groupe

témoin (n=7) et le groupe MPH (n=7) apres vérification histologique sur coupes

congelées.
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Figure 46 : Coupes d'atlas stéréotaxique (Paxinos et Watson) illustrant I'ensemble des
implantations des deux sondes de microdialyse chez les animaux témoins (a gauche) et chez

les animaux MPH (& droite) au niveau du cortex cingulaire (en rouge) et du NacSh en gris).
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1-2 NacSh

Comme le présente la Figure 47 et la Figure 49, a, I'exposition prénatale au
MPH induit chez le rat adulte une augmentation de la quantité de DA extracellulaire
dans le NacSh en condition basale (16,0+3,3 vs 5,3+2,0 nM, respectivement chez les
MPH et chez les témoins ; P<0,001, test t de Student). La stimulation
pharmacologique a la cocaine (2 mg/kg, i.v.) (cf Figure 48) induit une augmentation
de la DA chez les animaux témoins et chez les animaux MPH (P<0,0001, ANOVA)
avec le méme niveau maximal atteint chez les deux groupes. En raison des données
observées dans les conditions basales, le rapport signal/bruit du taux de DA est alors
réduit chez les animaux MPH par rapport aux animaux témoins (pic d'augmentation
de la concentration de DA : 294+129 vs 6981243 % du taux de DA basal, P<0,001,
ANOVA, Figure 49, b).
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Figure 47 : Quantification de la DA extracellulaire dans le NacSh chez des rats adultes males
anesthésiés exposés en prénatal au MPH vs sérum physiologique (témoin) dans des
conditions basales. La moyenne + |'écart-type (SD) des concentrations de DA dans les
conditions basales sont représentées pour les animaux témoins (n=7) et MPH (n=7). L'analyse

statistique a été réalisée a l'aide d'un test paramétrique t de Student (***P<0,001).
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Figure 48 : Quantification de la DA extracellulaire dans le NacSh chez chacun des rats adultes
males exposés en prénatal au MPH vs sérum physiologique (témoin) aprés stimulation aigiie a
la cocaine (2 mg/kg, i.v.). La moyenne * |'écart-type (SD) des pics de concentration de DA avant
et aprés la stimulation a la cocaine sont représentés pour les animaux témoins (n=7) et MPH
(n=7). L'analyse statistiqgue a été réalisée a I'aide d'une analyse de la variance (ANOVA) pour
les tests intra-groupe (****P<0,0001).
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Figure 49 : (a) Décours temporel de la quantité de DA (moyenne + écart-type, SD) chez les
animaux témoins (n=7) et chez les animaux MPH (n=7) en condition basale (échantillons 1 a 5)
et aprés injection de cocaine (2 mg/kg, i.v.) (a partir de I’échantillon 6). (b) Représentation du
pic d'augmentation de la DA apres Pinjection de cocaine chez les animaux témoins (n=7) et
chez les animaux MPH (n=7) (en pourcentage du taux de DA basal). L'analyse statistique a été
réalisée a l'aide d'une analyse de la variance (ANOVA) avec un ajustement de Bonferroni
(**P<0,001).
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L'exposition prénatale au MPH augmente a long terme la quantité de DA
basale et provoque une diminution du rapport signal/bruit de la libération induite de

DA dans le NacSh.

1-3 Cortex cingulaire

Dans cette région qui est également une zone de projection dopaminergique,
nous n‘avons pas constaté de différence en terme de quantité de DA basale entre les
animaux témoins et les animaux MPH (3,9+2,8 vs 7,4+7,9 nM respectivement,
P>0,05, test t de Student). La stimulation pharmacologique a la cocaine (2 mg/kg,
i.v.) n'induit pas d'augmentation de la DA chez les animaux témoins ni chez les

animaux MPH (13,5+20,6 vs 17,8+26,4 respectivement, P>0,05, ANOVA) (cf Figure
50).
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Figure 50 : Quantification de la DA extracellulaire dans le cortex cingulaire chez des rats adultes
méles anesthésiés exposés en prénatal au MPH ou au sérum physiologique (témoin) dans des
conditions basales ou aprés une stimulation aigie i.v. de cocaine (2 mg/kg). La moyenne +
I'écart-type (SD) des concentrations de DA dans les conditions basales ainsi que le pic de
concentration de DA aprés la stimulation a la cocaine sont représentés pour les animaux
témoins (n=7) et MPH (n=7). L'analyse statistique a été réalisée a l'aide d'un test t de Student
pour les comparaisons entre témoin et MPH (P>0,05) et a I'aide d'une analyse de la variance

(ANOVA) pour les tests intra-groupes entre les conditions basales et aprés stimulation (P>0,05).



L'exposition prénatale au MPH ne semble pas avoir de conséquence sur la

guantité de DA au niveau du cortex cingulaire.

2- Marquage immunohistochimique c-Fos

Suite aux modifications de DA extracellulaire que nous avons mis en
évidence, nous avons quantifié le nombre de cellules immunoréactives c-Fos dans
des régions corticales et striatales impliquées dans les circuits dopaminergiques. Des
effets significatifs de I'exposition prénatale au MPH et des stimulations
pharmacologiques a la cocaine ont été observés uniquement dans le cortex
cingulaire et dans le NacSh (cf Tableau 9 et Figure 51), avec une interaction entre
ces deux traitements. Dans les autres régions corticales étudiées ainsi que dans le
striatum dorsal et la partie core du Nac, aucune modification en terme d'expression
de c-Fos n'a été observée. En effet, des augmentations significatives du nombre de
cellules c-Fos positives dans les conditions basales chez les animaux MPH ont été
montrées (NacSh : 196+28 vs 110+41 cellules c-Fos positives, P<0,0001, ANOVA ;
Cortex Cingulaire : 401+59 vs 176x50 cellules c-Fos positives, P<0,0001, ANOVA). Il
est intéressant de noter que les stimulations aigles et répétées de cocaine ont induit
une augmentation significative de I'expression de c-Fos dans ces deux régions chez
les animaux témoins (NacSh : 163+34 et 170465 vs 110+41 cellules c-Fos positives
pour les conditions aigle et répétée, P<0,05, ANOVA ; Cortex Cingulaire : 248+80 et
307+136 vs 176150 cellules c-Fos positives pour les conditions aigie, P<0,05 et
répétée, P<0,01, ANOVA).
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Témoin MPH
. Stimulation | Stimulation " Stimulation | Stimulation

Condition o o rux Condition - f s
Basale (n=8) Aigue rep?tee Basale (n=5) A|E;ue repgtee

(n=8) (n=8) (n=12) (n=6)
Cortex Cingulaire 176+£50 248+801 | 307+136H | | 401+59****| 361+109 414199
Cortex Prélimbique 288161 323+40 245+87 328+76 264+72 295457
Cortex Infralimbique 22747 270+£50 236+£101 28149 236154 24539
Cortex Orbitaire 246150 257+68 225+88 284166 266163 295+72
Cortex Insulaire 196144 219439 169173 23031 17337 223£49
Striatum Dorsal 71+19 71128 80158 98122 87+38 86+35
Noyau Accumbens : Core 90+29 89+40 87+48 101423 102+35 101+36
Noyau Accumbens : Shell 110+41 163+341 | 170465t | |196+28***| 202451 197+20

Tableau 9 : Quantification du nombre de cellules c-Fos immunoréactives dans diverses régions
cérébrales chez des rats adultes méles exposés en prénatal au sérum physiologique (témoin)
ou au MPH dans les conditions basales, apres une stimulation aigie (1 mg/kg, i.v.) ou aprés
une stimulation répétée (15 mg/kg/J i.p. pendant 4 J et 1 mg/kg, i.v.) a la cocaine. Les
moyennes * écart-type (SD) du nombre de cellules par mm?2 sont présentées dans les diverses
conditions (n=8 pour les témoins pour chaque condition, n=5 pour les animaux MPH dans la
condition basale, n=12 pour les animaux MPH aprés stimulation aiglie et n=6 pour les animaux
MPH aprés stimulation répétée). Les analyses statistiques ont été effectuées a l'aide d'une
ANOVA a deux facteurs avec un ajustement de Bonferroni (****P<0,0001) pour évaluer les effets
du traitement prénatal et des injections de cocaine et de leurs interactions ainsi que d'une

ANOVA a un facteur avec un ajustement de Dunnett pour les effets intra-groupes des

injections de cocaine vs la condition basale (1P<0,05 ; 11P<0,01).

La quantification de l'expression de c-Fos dans les deux régions limbiques
dans lesquelles nous avons observé des modifications a la suite des différents

traitements est détaillée dans la Figure 51.
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Figure 51 : Quantification de I'expression de c-Fos dans (a) le cortex cingulaire et dans (b) le
NacSh chez des rats adultes males exposés en prénatal au sérum physiologique (témoin) ou au
MPH, dans trois conditions : condition basale, aprés une stimulation aigiie a la cocaine
(2 mg/kg, i.v.) et aprés une stimulation répétée a la cocaine (15 mg/kg/J, i.p. pendant 4J et
1 mg/kg, i.v.). De haut en bas : Coupes d'atlas stéréotaxique de Paxinos et Watson avec les
régions d'intéréts (0,88 mm2) ; Nombre de cellules c-Fos immunopositives par mm2 dans chaque
région d'intérét chez les animaux témoins ou MPH, dans les conditions basales ou apres une
stimulation aigiie ou répétée a la cocaine (données individuelles et moyenne + écart-type (SD) ;
n=8 pour les témoins pour chaque condition, n=5 pour les animaux MPH dans la condition
basale, n=12 pour les animaux MPH aprés stimulation aiglie et n=6 pour les animaux MPH apres
stimulation répétée) ; Exemples d'immunomarquage c-Fos dans les deux régions d'intérét. Les
analyses statistiques ont été effectuées a l'aide d'une ANOVA a deux facteurs avec un
ajustement de Bonferroni (****P<0,0001) pour évaluer les effets du traitement prénatal et des
injections de cocaine et de leurs interactions ainsi que d'une ANOVA a un facteur avec un

ajustement de Dunnett pour les effets intra-groupes des injections de cocaine vs la condition

basale (1P<0,05 ; +1P<0,01).



L'exposition prénatale au MPH induit donc uniguement des modifications a
long terme de l'expression du facteur de transcription c-Fos dans le NacSh et le
cortex cingulaire. L'augmentation de l'expression de c-Fos en condition basale
mettrait en avant une modification des voies de transduction du signal en réponse a

I'élévation de la quantité de DA extracellulaire.

3- Imagerie scintigraphique : TEP

Nous avons utilisé la stimulation pharmacologique aigiile ou répétée a la
cocaine afin d'évaluer la réactivité des zones de projection dopaminergiqgue. Comme
le striatum recoit de nombres afférences dopaminergiques, nous avons focalisé notre
étude sur cette région. Chez les animaux témoins, une stimulation aiglie a la cocaine
induit une diminution de I'accumulation en **FDG au niveau du striatum dorsal (-6,9
SD a droite et -8,9 SD a gauche) et une augmentation de cette accumulation au
niveau du striatum ventral (+10,3 SD) en unilatéral, a gauche, par rapport a la
condition basale (P<0,01, test t de Student). La répétée n'a par contre aucune
conséquence sur le métabolisme cérébral. En ce qui concerne les animaux exposeées
au MPH, un pattern de réponse totalement différent par rapport aux animaux témoins
est obtenu, a savoir une augmentation du métabolisme au niveau du striatum dorsal
aprés une stimulation aigtie (+16,0 SD a droite et +11,6 SD a gauche), par rapport a
la condition basale, qui se maintient aprés les stimulations répétées (+12,1 SD et
+6,9 SD, respectivement a droite et gauche) (P<0,01, test t de Student). Une
diminution du métabolisme est également retrouvée au niveau du striatum latéral
(-12,7 SD a droite et -10,4 SD a gauche) (cf Figure 52).

Ainsi, la réactivité du striatum des animaux exposés en prénatal au MPH a

une stimulation par la cocaine parait altérée.
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Figure 52 : Représentation des changements significatifs dans I'accumulation du ®EDG au sein
du striatum chez les rats adultes exposés en prénatal au MPH vs sérum physiologique (témoin)
(n=6 et 7, respectivement) apres stimulation pharmacologique aiglie ou répétée a la cocaine.
Les images des cartes de z-scores générées sont fusionnées avec un template IRM et sont
présentées a gauche. Un résumé de I'ensemble des modifications de I'accumulation de **FDG
observé au sein du striatum est représenté a droite sur des coupes coronales d'atlas de

Paxinos et Watson (augmentation en rouge, diminution en bleu, P<0,01, test t de Student).
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IV - Etudes des altérations comportementales

A/ Renforcateur naturel

Puisque le MPH est un psychostimulant et parce que la DA joue un réle clé
dans les comportements de motivation, nous avons évalué l'effet de l'exposition
prénatale au MPH sur la motivation pour une récompense naturelle en utilisant les

tests de préférence et de réponse opérante au sucre.

1- Test de préférence au sucre

Les animaux provenant de meres exposées au sérum physiologique (témoin)
montrent une préférence au sucre élevée (93,7+1,4%) alors que les animaux
exposés en prénatal au MPH présentent une préférence au sucre significativement
moins élevée (44,1+2,6%) (P<0,001, test t de Student) comme le montre la Figure
53.
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Figure 53 : Effet de I'exposition prénatale au MPH sur la préférence au sucre des animaux
méles adultes (**P<0,01, test t de Student) (n=6 témoin ; n=6 MPH).

128



L'exposition prénatale au MPH induit a long terme une diminution de la

préférence au sucre.

2- Réponse opérante au sucre : FR1 et PR

Nous avons cherché si l'exposition prénatale au MPH provoquait un
changement dans l'acquisition d'un comportement renforcateur au sucre grace a un
protocole de FR1. Au cours des 10 sessions de 30 min de FR1, tous les animaux ont
acquis un comportement opérant pour l'obtention d'une pastille de sucre. Par contre,
on constate que les animaux exposés en prénatal au MPH acquiérent ce
comportement plus rapidement que les animaux témoins (Figure 54, a, P<0,05 et
P<0,001, ANOVA). Tous les rats MPH ont récupéré le maximum de pastille de sucre

6éme

au bout de la session alors que les animaux témoins l'ont fait & partir de la 8°™®

session.

La motivation des animaux a obtenir la réecompense naturelle a été étudiée
chez les animaux adultes exposés en prénatal au sérum physiologique ou au MPH a
l'aide du PR. Le breakpoint pour I'obtention de la niéme pellet de sucre est moyenné
sur I'ensemble des 3 sessions de 180 min chez les animaux témoins et MPH. De
maniére significative, les animaux MPH appuient moins sur le levier actif pour
acqueérir la pastille de sucre (224415 vs 337+39, P<0,001, ANOVA) que les animaux

témoins dans ce test de PR (cf Figure 54, b).
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Figure 54 : Réponse opérante au sucre. (a) Variation de la moyenne + SEM du nombre de
pastilles de sucre absorbé par les animaux méales adultes exposés en prénatal au sérum
physiologique (témoin) ou au MPH (n=8 et 7, respectivement) pendant des sessions de 30 min
de FR1 durant 10 jours. (b) Moyenne + SEM du breakpoint pour I'obtention de la n'éme pastille,
gui est défini comme le last ratio completed atteint, sur 4 sessions de 180 min chez les
animaux témoins ou MPH (n=7 et 8, respectivement). L'analyse statistique a été réalisée a l'aide
d'une analyse de la variance (ANOVA) suivie d'une analyse de Dunnett afin de comparer le
nombre de pastilles de sucre pour chaque session (tP<0,05 et H#P<0,001) et d'une ANOVA a
deux facteurs (***P<0,001) pour comparer les moyennes de breakpoint pour les groupes

témoin et MPH.

by

L'exposition au MPH induit a long terme une moindre motivation pour

I'obtention de la récompense naturelle qu'est le sucre.

B/ Renforcateur synthétique

1- Auto-administration de cocaine : FR1, FR5 et PR

Nous avons cherché si l'exposition prénatale au MPH provoquait un
changement dans l'acquisition d'un comportement d'AA a la cocaine (0,3 mg/kg)
grace a un protocole de FR1. Au cours de ces 10 sessions (cf Figure 55, a), aucune

différence entre les deux groupes n'est observée (P>0,05, test t de Student). Les
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deux groupes d'animaux augmentent leur AA tout au long des sessions jusqu'a une

stabilisation vers la 7™ session.

En ce qui concerne le FR5 (test frequemment réalisé en transition entre le
FR1 et un test motivationnel de PR), ou l'animal doit réaliser 5 NP pour avoir une
récompense, aucune différence entre les animaux témoins et MPH n'est mise en

évidence (P>0,05, test t de Student) sur les 2 sessions réalisées.

La motivation des animaux a s'auto-administrer cette recompense synthétique
gu'est la cocaine a été étudiée chez les animaux adultes exposés en prénatal au
sérum physiologique ou au MPH (ratio progressif). Dans ce test de motivation,
différentes doses de cocaine injectées sont testés afin de réaliser une courbe dose-
réponse (cf Figure 55, b). La réponse est ici le breakpoint qui correspond au nombre
de NP actif qui va permettre d'obtenir la n®™ injection. Les deux groupes d'animaux
ont un profil de courbe dose-réponse similaire et aucune différence significative n'est

trouveé entre les groupes pour chaque dose (P>0,05, test t de Student).
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Figure 55 : Auto-administration a la cocaine. (a) Variation de la moyenne + SEM du nombre
d'injections de cocaine (0,3 mg/kg) recu par les animaux méles adultes exposés en prénatal au
sérum physiologique (témoin) ou au MPH (n=8 pour chaque groupe) pendant des sessions de 2
heures de FR1 durant 10 jours. (b) Effets dose de la cocaine sur le breakpoint du ratio progressif
chez les animaux exposés en prénatal au sérum physiologique (témoin) ou au MPH (n=8 pour
chaque groupe). Chaque valeur représente la moyenne + SEM du breakpoint qui est défini
comme le last ratio completed atteint. L'analyse statistique a été réalisée a l'aide d'un test
paramétrique t de Student (P>0,05) pour comparer le nombre d'injections pour chaque session et
un test t de Student (P>0,05) pour comparer les moyennes de breakpoint pour les groupes
témoin et MPH.
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Dans nos conditions, l'exposition prénatale au MPH n'induit pas de
conséquence a long terme sur la prise et sur la motivation a s'auto-administrer de la

cocaine.

2- Test de I'activité locomotrice

L'activité locomotrice des animaux males adultes exposés en prénatal au
sérum physiologique (témoin) ou au MPH a été étudiée. Nous avons montré que
cette exposition au MPH n'induit aucun effet sur cette activité en condition basale (cf
Figure 56, a) (P>0,05, test t de Student). Cependant, les deux groupes d’animaux
vont réagir différement a la cocaine. Alors que 77% (10 sur 13) des animaux témoins
augmentent leur activité locomotrice apres une stimulation aigie, seulement 45% (5

sur 11) des animaux MPH le font (cf Figure 56, b).

En ce qui concerne les animaux sensibles a la cocaine, des effets significatifs
ont été observés avec les animaux des deux groupes, montrant une augmentation
de I'activité locomotrice aprés une injection aigle et une sensibilisation locomotrice
apres la condition répétée (38+11 vs 62+10 vs 79+27 et 37110 vs 51+3 vs 6512 m
pour les animaux témoins et les animaux MPH, dans les conditions basale, aigle et
répétée, respectivement, P<0,05 pour témoins ; P<0,05, P<0,01 pour MPH, ANOVA)
(cf Figure 56, c).

Pour les animaux insensibles a la cocaine, un effet significatif entre les deux
groupes a été observé. Alors que la cocaine n’a pas d’effet chez les témoins (38+11
vs 22+6 vs 34+24 m pour les conditions basale, aigie et répétée, respectivement,
P>0,05, ANOVA), les animaux MPH ont montré une augmentation de leur activité
locomotrice seulement aprés l'injection répétée (37+10 vs 39+13 vs 58+22 m pour
les conditions basale, aiglue et répétée, respectivement, P<0,01, ANOVA) (cf Figure
56, d).
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Figure 56 : (a) Activité locomotrice basale (moyenne + écart-type (SD)) des rats males adultes
exposés en prénatal au sérum physiologique (témoin) ou au MPH (n=13 et 11, respectivement).
(b) Représentation du pourcentage des animaux témoins et MPH sensibles ou insensibles a une
injection aigle de cocaine (15 mg/kg, i.p.) vis-a-vis des effets locomoteurs. (c) Activité
locomotrice (moyenne * écart-type (SD)) des animaux sensibles a la cocaine dans les conditions
basale, aiglie ou répétée (15 mg/kg/J, i.p. pendant 5 jours). (d) Activité locomotrice (moyenne +
écart-type (SD)) des animaux insensibles a la cocaine dans les conditions basale, aiglie ou
répétée (15 mg/kg/J, i.p. pendant 5 jours). L'analyse statistique a été réalisée a l'aide d'un test t
de Student pour les comparaisons entre témoin et MPH (P>0,05) pour l'activité locomotrice
basale, puis a I’'aide d’une ANOVA a deux facteurs suivie d'un ajustement de Bonferroni pour les
comparaisons et les intéractions entre les deux groupes en plus d’'une ANOVA avec un
ajustement de Newman-Keuls (tP<0,05 et #P<0,01) pour les comparaisons multiples entre les

conditions.

L'exposition prénatale au MPH induit donc a long terme des modifications

dans les effets locomoteurs de la cocaine.
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Le MPH est utilisé dans le traitement de la narcolepsie (Hirai et Nishino, 2011)
et est le médicament le plus prescrit pour le traitement du TDA/H (Fone et Nutt,
2005). Entre 1990 et 1998, les prescriptions de MPH chez les filles ont augmenté de
2,8 fois (Robinson et al, 2002) et le TDA/H perdurerait a 'age adulte dans plus de
70% des cas (Biederman, 1998). Ainsi, un nombre non négligeable de femmes
TDA/H en age de procréer peut étre confronté a une grossesse et a la question de la
poursuite du traitement pendant cette période. Un traitement par MPH durant la
grossesse n’est pas conseillé par le corps médical. Cependant, son arrét n’est dans
certains cas pas possible car il peut entrainer une résurgence des symptoémes et
aboutir a une géne fonctionnelle (Bolea-Alamanac et al, 2013). Ces dernieres
années montrent aussi une augmentation importante de l'utilisation de MPH hors
indication pour ses propriétés psychostimulantes notamment chez les jeunes adultes
(augmentation par 7 de I'abus de MPH entre 1993 et 1999 ; Klein-Schwartz et al,
2003). Le risque d’exposition au MPH du cerveau en développement pendant la
grossesse n’'est donc pas négligeable et pose différentes questions sur le plan
sociétal : (i) un tel traitement induit-il des malformations, des déficits neurologiques,
cognitifs et comportementaux ? (ii) cela prédispose-t-il a une naissance prématurée
ou a des enfants plus petits que la normale ? (iii) est ce que cela entraine un
syndrome de sevrage chez le nouveau-né? (iv) ce traitement a-t-il des
conséquences a long terme sur le fonctionnement cérébral de ce futur individu ? La
guestion qui nous a particulierement intéressé lors de ce projet était de savoir si
l'exposition au MPH pendant la grossesse pouvait entrainer des altérations
neurobiologiques a long terme chez le futur enfant et si la prise de ce
psychostimulant durant cette période pouvait modifier a long terme le fonctionnement
des circuits de récompense. Il est difficile d’avoir des réponses a ce type de
guestions dans un contexte clinique pour des raisons éthiques et parce que
'environnement des sujets n'est pas contrélable. C’est pourquoi nous avons choisi
de travailler a l'aide de modéles animaux d’exposition prénatale au MPH qui méme
s’ils présentent de nombreuses Ilimitations peuvent apporter des données

importantes pour de nouvelles hypothéses en clinique.

Nous avons donc utilisé un modeéle d'exposition prénatale au MPH chez le rat
afin d'étudier les conséquences a long terme de cette exposition sur le cerveau en

développement.
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Nos résultats ont montré que les animaux adultes exposés en prénatal au
MPH présentaient des altérations neurobiologiques structurales et fonctionnelles
associées au systeme dopaminergique et a sa réactivité suite & une administration
de cocaine. Nos résultats montrent aussi que ces animaux présentent une altération
de la préférence au sucre et de la motivation pour obtenir du sucre (renforcateur
naturel) alors qu'aucune baisse de motivation pour s'auto-administrer de la cocaine
(renforcateur synthétique) n'a été décelée. Cependant, ces animaux montrent tout de

méme une baisse de sensibilité aux effets locomoteurs de la cocaine.

Nous avons ainsi pu démontrer, grace a ce modéle, que I'exposition a un
psychostimulant exogéne au cours d'une fenétre développementale précoce affecte

le fonctionnement cérébral lié a la neurotransmission dopaminergique a I'age adulte.

| - Une exposition prénatale au MPH induit-elle des conséquences

physiologiques sur les rates gestantes et sur la portée ?

L'exposition des rates gestantes au MPH entraine une diminution de leur prise
de poids durant les 8 jours de traitement de G13 a G20. Il est connu que le MPH a
un effet anorexigene (Leddy et al, 2009) diminuant donc la prise alimentaire (Elfers et
al, 2011), ce qui est cohérent avec nos résultats. Cependant, le mécanisme par
lequel le MPH induit l'anorexie n'est pas completement élucidé. Il pourrait étre
attribué a un effet du MPH sur le systéme dopaminergique et notamment dans le
contrdle de l'obtention d'une récompense résultant d'une perturbation de la prise
alimentaire normale (Elfers et al, 2011). Cette perte de poids pourrait altérer le
comportement maternel et participer aux résultats que nous avons obtenus dans
cette étude (Baier et al, 2012).

Néanmoins, l'exposition prénatale au MPH que nous avons réalisée n‘aboutit a
aucun effet tératogene notable sur la progéniture, le nombre de petits par portée a
terme ne difféere pas entre le groupe exposé au MPH et le groupe exposé au sérum
physiologique et aucune malformation physique n’a été décélée. Ceci est en accord
avec la mise en évidence que l'exposition prénatale au MPH chez la femme

n'induisait pas d'effet tératogéne (Humphreys et al, 2007). De plus, le nombre de
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males ainsi que le nombre de femelles ne differe pas entre le groupe témoin et le
groupe MPH et le ratio méale/femelle reste équilibré dans les deux groupes. Ces
résultats sont similaires a ceux déja trouvés au sein du laboratoire ainsi que dans
I'étude de Lloyd et collaborateurs (2013) ou I'exposition prénatale au MPH n'a pas
d'effet sur la durée de la gestation, le ratio male/femelle, la taille de la portée et la
mortalité foetale. Enfin, tout comme dans I'étude de McFadyen-Leussis (2003), les
poids des nouveau-nés entre les animaux témoins et MPH sont semblables du

sevrage jusqu'a I'age adulte.

Il - Une exposition prénatale au MPH entraine-t-elle des modifications a long

terme de l'activité cérébrale ?

Nos études d'imagerie scintigraphique ont révélé des anomalies métaboliques
au long terme dans le cerveau des animaux males adultes exposés en prénatal au
MPH, touchant des régions du systeme limbique et reliées au systéme
dopaminergique. Notre hypothese de départ était qu'une exposition prénatale au
MPH pouvait induire des altérations fonctionnelles du systéme catécholaminergique
en raison de son action ciblant particulierement le DAT et le NET (Sadasivan et al,
2012). L'analyse des cartes de z-score aprés imagerie au °FDG a révélé une
hyperactivation bilatérale dans une zone incluant la VTA et la SN. Ces résultats
suggerent qu'une telle activation cérébrale pourrait étre localisée dans les zones
contenant les corps cellulaires dopaminergiques (SNc et VTA) ou dans la substance
noire pars reticulata (SNr) qui contient des neurones GABAergiques et est une des
structures de sortie des ganglions de la base impliquée dans les boucles cortico-
sous-corticales (Alexander et al, 1986). En effet, la résolution spatiale de I'imagerie
TEP dans le cerveau du rat ne permet pas de distinguer avec précision ces

différentes zones cérébrales.

Les anomalies métaboliques détectées au sein de I'habénula latérale (LHb) et
de I'hypothalamus latéral (LHyp) renforcent l'idée de perturbation du systeme
dopaminergique puisque que ces structures peuvent moduler I'activité des neurones

dopaminergiques. L'activation de la LHb a été démontrée comme inhibant fortement
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les neurones dopaminergiques (Matsumoto et al, 2007 ; Barrot et al, 2012) alors que
le LHyp facilite I'excitation glutamatergique de ces neurones et inhibe l'activité du
Nac via le systeme hypocrétine/oréxine (Korotkova et al, 2003 ; Borgland et al, 2006 ;
Sesack et al, 2010). Ces réseaux jouent un réle important dans la régulation des
circuits de la récompense et dans des comportements dirigés vers un but (Tsujino et
al, 2009). Ainsi, les modifications métaboliques observées dans ces régions sont en
accord avec I'hypermétabolisme détecté dans la région VTA/SNc, et supportent

I'nypothese de dysfonctionnements dopaminergiques chez les rats adultes MPH.

Par ailleurs, les modifications métaboliques détectées dans le thalamus
meédiodorsal et centrolatéral, qui recoivent des afférences de la SNr et qui projettent
vers les aires corticales cingulaire, orbitofrontale, insulaire et sensorimotrice via les
boucles cortico-striato-thalamo-corticales (Alexander et al, 1986), suggerent des
altérations de ces circuits. En effet, des modifications métaboliques sont aussi
observées dans les cortex cingulaire, prélimbique et insulaire ainsi que les territoires
striataux correspondant aux zones de projection des régions cingulaire et insulaire
(Steiner et Tseng, 2010). Ainsi, ces résultats fournissent des arguments en faveur de
la présence de dysfonctionnements dans ces circuits dopaminergiques limbiques et

cortico-striato-thalamo-corticaux a I'age adulte suite a I'exposition prénatale de MPH.

En outre, on ne constate pas de modification métabolique des zones
cérébrales contenant les corps cellulaires norépinéphrinergiques, a savoir le locus
coeruleus et le noyau sous-coeruleus, ni des corps cellulaires sérotoninergiques, a
savoir le noyau du Raphé. Toutes les régions présentant des changements
métaboligues chez les animaux MPH sont en lien avec les systemes
dopaminergique, norépinéphrinergique et sérotoninergique a I'exception des
ganglions de la base qui eux ne sont pas innervés par les fibres NE, hormis le Nac
(Berridge et Waterhouse, 2003). Cependant, les altérations corticales retrouvées
dans cette étude sont circonscrites a deux régions (cortex cingulaire et insulaire) a
I'exception des cortex sensorimoteurs qui regoivent des projections dopaminergiques
alors que les innervations corticales norépinéphrinergigue et sérotoninergique sont
tres diffuses (Berridge et Waterhouse, 2003 ; O'Hearn et Molliver, 1984). Ceci
suggere que l'exposition prénatale au MPH pourrait principalement altérer la
fonctionnalité du systéme dopaminergique et des boucles cortico-sous-corticales

limbiques. Ceci est en accord avec une étude qui montre qu'une administration de
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MPH chez le jeune rat induit des changements a long terme du systéme
dopaminergique et aucune modification des systemes norépinéphrinergique et
sérotoninergique (Moll et al, 2001). Ce résultat peut étre expliqué par la plus grande
affinité du MPH pour le DAT par rapport au NET et au SERT (Gatley et al, 1996).

[l - Les animaux adultes exposés en prénatal au MPH présentent-ils des

altérations structurales du systeme dopaminergique ?

La DA est régulée par l'activité de la TH et I'expression de cette enzyme peut
étre considéré comme un marqueur des neurones dopaminergiques (Shi et al, 2006).

Nous avons cherché a savoir si I'hyperactivation métabolique bilatérale
présente dans la VTA et la SN des rats MPH était reliée a des altérations structurales
de cette région. Nos résultats montrent que I'exposition prénatale au MPH induit une
élévation chez I'adulte du nombre de neurones exprimant la TH dans la SNc et une
tendance dans la VTA, et également une augmentation de I'expression de la TH
dans des aires de projections dopaminergiques au sein du striatum et du Nac. Il est
important de noter que les expérimentations ont été réalisées avec n=4 animaux
dans le groupe MPH, ainsi des effectifs supérieurs auraient pu apporter une
significativité des résultats observés dans la VTA. Cette augmentation de
l'immunoréactivité TH pourrait s'expliquer soit par une augmentation du nombre de
neurones dopaminergiques, soit par une augmentation de I'expression de la TH sans
changement dans le nombre de ces neurones (Xavier et al, 2005). Une précédente
étude au sein du laboratoire avait montré dans ce méme modéle une augmentation
du DAT dans le striatum. Il est admis que la densité du DAT représente un bon index
de la quantité de neurones dopaminergiques (Horn, 1990). Ainsi, nous pouvons
émettre 'hypothése que les animaux adultes exposés en prénatal au MPH pourraient
présenter un nombre plus important de neurones dopaminergiques par rapport aux
animaux témoins. Néanmoins, d’autres études seraient nécessaires afin d’apporter

une réponse a cette suggestion.
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IV - Les animaux adultes exposés en prénatal au MPH présentent-ils des

altérations fonctionnelles du systeme dopaminergique ?

Afin  d'étudier les potentielles altérations fonctionnelles du systeme
dopaminergique, nous avons évalué le taux de DA extracellulaire par microdialyse au
niveau des projections dopaminergiques limbiques, a savoir le NacSh et le cortex
cingulaire. L'activité tonique dopaminergique, contrairement a l'activité phasique,
assurerait un taux basal de DA extracellulaire de faible concentration, cette DA
échappant en grande partie & la recapture par le DAT et diffusant ainsi dans le milieu
extrasynaptique. C'est cette DA libérée toniquement qui constitue I'essentiel de la DA
extracellulaire détectée en microdialyse. Nos résultats montrent que les taux basaux
de DA extracellulaire sont significativement augmentés dans le NacSh chez les
animaux exposés en prénatal au MPH. Les animaux témoins présentent un taux
basal de DA équivalent a ceux décrits dans la littérature (Hedou et al, 1999 ; Frank et
al, 2008). L'élévation de la concentration de DA tonique trouvée dans le NacSh des
animaux adultes exposés en prénatal au MPH s'accorde bien avec I'hypothése d'une
augmentation de l'activité dopaminergique dans la région VTA/SN et notamment
d'une possible augmentation du nombre de neurones dopaminergiques. Nous avons
par la suite stimulé le systéme dopaminergique par la cocaine et évalué le relargage
phasiqgue de DA dans ce modele. Les résultats obtenus montrent qu’une injection
aigle de cocaine chez les animaux MPH n'a pas conduit a des concentrations
maximales de DA plus élevées que chez les animaux témoins, mais a des niveaux
de DA maximaux similaires. Ceci pourrait indiquer que ces animaux sont moins
sensibles aux effets de la cocaine sur le relargage de DA. Il semble que l'exposition
prénatale au MPH ait induit une diminution du rapport signal/bruit de la
neurotransmission dopaminergigue meésolimbique en raison d'altération de la
libération de la DA tonique et phasique. Le fait que l'injection de cocaine induise un
relargage maximal de DA identique dans les deux groupes pose aussi la question de
la présence d’'un effet plafond qui pourrait étre compatible avec les concentrations
maximales de DA extracellulaire déja rapportées dans le NacSh aprés des injections
de cocaine aigle chez le rat (Frank et al, 2008). Nos données suggerent donc une
réactivité différente du systéme dopaminergiqgue a la cocaine chez les animaux

adultes exposés en préenatal au MPH. Il a été montré que la DA tonique joue un réle
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majeur dans la prise de décision ainsi que dans la motivation a effectuer un
comportement (Ostlund et al, 2011). De plus, une étude récente suppose que
'augmentation de la DA tonique provoque une diminution de I'impact de précédents
renforcateurs sur les futurs comportements dirigés vers un but (Beeler, 2012). Ainsi,
nos résultats et ces données suggerent que ces animaux adultes exposés en
prénatal au MPH pourraient présenter des altérations comportementales liées aux

circuits motivationnels.

Parallelement, nous avons aussi quantifié le relargage de DA dans le cortex
cingulaire qui joue un rble important dans le contréle cognitif et dans les
comportements dirigés vers un but (Bush et al, 2000). Les concentrations de DA
basales obtenues chez les animaux témoins sont en accord avec la littérature
(Hedou et al, 1999). Cependant, et contrairement au NacSh, nos résultats n'indiquent
pas de différence entre les animaux exposés en prénatal au MPH et les animaux
témoins dans cette zone cérébrale. La stimulation pharmacologique par la cocaine
n'induit pas d'augmentation de la DA extracellulaire que ce soit chez les animaux
témoins ou les animaux MPH. Seulement deux animaux, un témoin et un MPH ont
répondu positivement a la stimulation. Est-ce que réellement ces deux animaux ont
répondu a cette stimulation ou alors cela provient-il d'une erreur de quantification ?
Ainsi, il serait judicieux de renouveller cette expérimentation afin de vérifier ces
résultats. Néanmoins, il avait été montré qu'une administration de cocaine résultait
en une diminution du taux de DA au niveau du CPF chez le rat (Hedou et al, 1999).
Cependant, les coordonnées d'implantation des sondes de microdialyse dans cette
étude sont relativement différentes des notres et ne visent pas le cortex cingulaire.
Ainsi, dans nos conditions, les rats MPH adultes présenteraient des altérations
fonctionnelles DA dans le NacSh mais pas dans le cortex cingulaire.

L’augmentation du relargage tonique de DA dans le NacSh des animaux MPH
laisse supposer la présence d’altérations post-synaptiques sur la base de théories
homéostatiques. La quantification de I'expression de c-Fos nous a permis d’évaluer
ces modifications, ce géne d’activation précoce étant sensible a une stimulation
dopaminergique (Hiroi et al, 2002). De facon intéressante, notre protocole a permis
de montrer que les rats adultes exposés en prénatal au MPH présentaient une
augmentation de I'expression basale de c-Fos uniquement dans le cortex cingulaire

et dans le NacSh. En outre, les animaux MPH n'ont montré aucune augmentation de
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I'expression de c-Fos dans le NacSh ni dans le cortex cingulaire aprés des injections
aigles ou répétées de cocaine contrairement a ce qui est observé chez les animaux
témoins et dans la littérature (Graybiel et al, 1990 ; Brown et al, 1992). Cette
augmentation de l'expression basale de c-Fos pourrait donc étre une conséquence
de l'augmentation de la quantité de DA tonique observée en microdialyse et mettrait
en évidence un phénoméne de compensation ayant pour but de conserver
I'hnoméostasie du systéme. Ainsi, la transmission dopaminergique tonique élevée
chez ces animaux MPH devrait induire une plus forte activation des RD2 post-
synaptique qui aurait pour conséquence une modification des voies de transduction
du signal, y compris I'expression de c-Fos. Cependant, ce dernier devient insensible
a une stimulation a la cocaine. Ces résultats peuvent supporter l'idée d'une réponse
émoussée des neurones post-synaptiques en réponse a une stimulation du systeme
dopaminergigue a moins qu'il faille une stimulation plus importante pour obtenir une
stimulation. Pour répondre a cette question, de nouvelles expériences de
quantification de relargage de DA et d’expression de c-Fos avec des doses de

cocaine supérieures a 1 mg/kg i.v. pourraient étre envisagées.

La réactivité post-synaptique a la stimulation dopaminergique est donc
différente entre les MPH et les témoins. En plus de c-Fos, nous avons évalué le
meétabolisme cérébral a la suite d'une administration aiglie ou répétée a la cocaine,
au sein du striatum. La stimulation aigiie de cocaine induit chez les témoins une
dichotomie métabolique avec une baisse au niveau dorsal et une augmentation dans
le striatum ventral. Cette diminution de métabolisme au niveau dorsal est retrouvée
dans la littérature. Une étude sur les souris DAT/KO a montré qu'un traitement a la
cocaine (10 mg/kg, i.p.) induit une baisse de captation de ®FDG dans les bulbes
olfactifs, le cortex moteur, le striatum et le cervelet (Thanos et al, 2008). Ces
données sont en accord avec d'autres montrant que la cocaine induit une baisse de
métabolisme dans deux autres souches de souris (Zocchi et al, 2001), par contre
cette étude montre aussi que le métabolisme est augmenté chez le rat contrairement
aux baisses observées chez le singe (Lyons et al, 1996) et chez I'hnomme (London et
al, 1990). Dans cette derniére étude, une administration i.v. de 40 mg de cocaine
chez I'hnomme consommateur de drogues induit une baisse du métabolisme chez 26
cas sur 29 dans le cortex, les ganglions de la base, I'hippocampe, le thalamus et le

mésencéphale. Cette diminution du métabolisme cérébral pourrait étre la
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conséquence de la diminution globale du débit sanguin cérébral a cause des effets
vasoconstricteurs de la cocaine (Yonetani et al, 1994 ; Salom et al, 1996 ; Turillazzi
et al, 2012). Enfin, la dichotomie métabolique observée chez les animaux témoins
n'‘est pas retrouvée dans la littérature et provient certainement des différences de
meéthodologies utilisées. Chez le groupe MPH, la stimulation a la cocaine n'induit pas
une moindre activitt métabolique mais impacte de fagon opposée Iactivité
métabolique des témoins. Il est difficile de donner une signification a ces résultats et
il serait nécessaire de réaliser d'autres expérimentations pour mieux comprendre le
sens de ces données. Cependant, ces données suggéerent que les animaux exposés
en prénatal au MPH présentent une altération de leur réactivité a une stimulation a la

cocaine, ceci pouvant avoir un impact au niveau comportemental.

V - Les animaux adultes exposés en prénatal au MPH présentent-ils des

altérations comportementales ?

Le cortex cingulaire est impliqué dans I'évaluation des différences entre les
bénéfices attendus et le colt de la réalisation d'une action qui va contribuer a
l'acquisition et au maintien d'un comportement (Rushworth et al, 2004). Il est suggéré
gue le NacSh a un r6le important dans le traitement d'informations liées a la
récompense (Di Chiara, 2002 ; Ostlund et al, 2011). Comme la signalisation striatale
dopaminergique semble étre impliquée dans plusieurs aspects de contrdle
comportemental et que cette DA joue un réle clé dans la motivation (Beninger et
Phillips, 1981 ; Robinson et Berridge, 1993 ; Dickinson et al, 2000 ; Salamone et
Correa, 2012), nous avons effectué des tests de préférence et de réponse opérante
au sucre chez les animaux exposés en prénatal au MPH afin d'évaluer leur
comportement de recherche et de motivation de la récompense naturelle, le sucre
ayant été démontré comme stimulant la neurotransmission dopaminergique (Mark et
al, 1991). Nos résultats ont montré que les rats adultes exposés en prénatal au MPH
n‘avaient pas de préférence particuliere pour le sucre, ce qui pourrait étre interprété
par une diminution de la perception du sucré, un phénoméne d'anhédonie ou un
comportement dirigé vers un but altéré. Or, d'un cbété, les résultats de réponse

opérante ont révélé que les animaux MPH ont réalisé un apprentissage plus rapide
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du test que les animaux témoins, ce qui sous-entend que l'attirance de ces animaux
envers le sucre n'est pas affectée. Il avait été démontré chez la souris qu'une
exposition prénatale au MPH pouvait mener a une diminution de l'anxiété et par
conséquent a une augmentation du comportement exploratoire dans des tests
comportementaux d'openfield et de croix surélevée (McFadyen-Leussis et al, 2004),
ce qui pourrait expliquer l'acquisition plus rapide du comportement opérant qui a été
aussi observée chez la souris exposée en prénatal au MPH dans un autre test
comportemental (Lloyd et al, 2013). D'un autre coté, nos résultats du test de PR
montrent que les animaux exposés en prénatal au MPH vont faire moins d'effort pour
obtenir une pastille de sucre. Ceci est en faveur d'une diminution de la motivation de
ces animaux a obtenir du sucre, et par extension une diminution de la motivation vis-

a-vis d'une récompense naturelle.

Compte tenu des résultats obtenus sur la réactivité du cerveau des animaux
adultes exposés en prénatal au MPH, quelle est la motivation de ces animaux a
s'auto-administrer de la cocaine ? Dans nos conditions, les résultats d'AA n'ont pas
montré de différence en terme de rapidité d'apprentissage du test entre les deux
groupes d'animaux contrairement au test d'apprentissage pour le sucre, dans lequel
les animaux MPH ont acquis un comportement d'AA plus rapidement que les
animaux témoins. De plus, les résultats du test de PR ne different pas entre les deux
groupes d'animaux quelque soit la dose de cocaine administrée, le breakpoint étant
strictement identique. La motivation des animaux exposés en prénatal au MPH vis-a-
vis de l'auto-administration de cocaine ne semble donc pas modifiée. Cependant,
Nnous pouvons supposer que cette expérimentation n’a pas correctement fonctionné
au vu des SEM assez conséquents observés chez les deux groupes d’animaux pour
le nombre d’injections de cocaine du test d’apprentissage FR1. De plus, en
analysant les données individuelles de chaque animal, nous nous sommes rendu
compte que trés peu danimaux avaient acquis le comportement d’auto-
administration. |l serait alors nécessaire de renouveller cette expérimentation avec
notamment un plus grand nombre d’animaux par groupe. De plus, il serait
envisageable d’augmenter la dose de cocaine pour ce protocole FR1 permettant
ainsi une potentielle meilleure acquisition du comportement d’auto-administration
(Chauvet et al, 2009 ; Freeman et al, 2009).
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Le relargage de DA au niveau du NacSh par la cocaine induit une élévation de
l'activité locomotrice (Hedou et al, 1999). Ainsi, nous avons cherché a évaluer si
I'exposition prénatale au MPH pouvait induire des modifications de cet effet
locomoteur de la cocaine car la motivation a s'auto-administrer de la cocaine n'était
pas modifiée. Pour cela, nous avons réalisé des mesures de l'activité locomotrice
des animaux au sein d'une enceinte circulaire et constaté qu'il n'y avait aucune
différence d'activité entre les animaux MPH et les animaux témoins. De plus, aucune
stéréotypie particuliere n'a été observée dans les deux groupes d'animaux. Aucune
étude a ce jour n'a exploré ces effets locomoteurs apres une exposition prénatale au
MPH mais des études avec des expositions a la cocaine ou aux amphétamines ont
déja été menées. Des augmentations de l'activité locomotrice se développent au
début de la période postnatale chez les animaux exposés en prénatal a la cocaine
durant les deux dernieres semaines de gestation a de fortes doses (entre 30 et 60
mg/kg) mais disparaissent a I'age adulte (Hutchings et al, 1989 ; Spear et al, 1989).
Ces données a l'dge adulte sont cohérentes avec nos résultats. Il serait alors
intéressant d'étudier I'activité locomotrice des animaux MPH durant I'adolescence.
De plus, des animaux exposés en prénatal au MDMA (3,4-méthylenedioxy-N-
méthamphétamine) (15 mg/kg) du 14°™ au 20°™ de gestation ne présentent pas non
plus de différence en terme d'activité a I'4ge adulte par rapport aux animaux témoins
gue ce soit dans leurs propres cages ou dans des roues (Thompson et al, 2009).
Enfin, une exposition prénatale intermittente (15 mg/kg) au MDMA ne modifie pas
I'activité locomotrice ni quelconque activité verticale des animaux a I'age adulte par
rapport aux animaux témoins (Adori et al, 2010). Ainsi, une exposition prénatale a un
psychostimulant n'induirait pas de modification locomotrice de I'animal a I'age adulte
d'apres l'ensemble de ces études, et nos résultats sont en accord avec cette
hypothése. Nos résultats ont aussi mis en évidence que les rats exposés en prénatal
au MPH étaient moins sensibles aux effets locomoteurs de la cocaine que les
animaux témoins. En effet, 55% des animaux MPH étaient insensibles a la
stimulation aiglie a la cocaine et avaient seulement une réponse locomotrice aprés
une stimulation répétée alors qu'une stimulation aigie induisait une élévation de
I'activité locomotrice chez les animaux témoins comme il I'a déja été établi a de
nombreuses reprises (Christie et Crow, 1971 ; Sahakian et al, 1975 ; Taylor et Ho,
1977 ; Antoniou et Kafetzopoulos, 1996) et une sensibilisation locomotrice apres une

stimulation répétée (Robinson, 1984 ; Kalivas et Stewart, 1991 ; Badiani et al, 1995 ;
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Vanderschuren et Kalivas, 2000). Cette sensibilisation comportementale est une
conséquence des changements neuro-adaptatifs dans les circuits impliquant les
interconnexions dopaminergiques et glutamatergiques entre la VTA, le Nac, le CPF
et I'amygdale (Vanderschuren et Kalivas, 2000). Le NacSh étant impliqué dans les
effets locomoteurs de la cocaine (Filip et Siwanowicz, 2001), [I'hyperactivité
dopaminergique engendrée par le MPH au sein de cette structure ainsi que la
réponse émoussée des neurones post-synaptiques vont rendre les animaux moins
sensibles aux effets locomoteurs de la cocaine. Une étude récente menée chez le rat
aprés une exposition prénatale a la cocaine (60 mg/kg) du 8™ au 22°™ jour de
gestation a exploré les réponses au MPH (10 mg/kg) a l'adolescence (Torres-
Reveron et al, 2010). Les résultats obtenus sont cohérents avec les nbtres
puisqu'une exposition prénatale a la cocaine n'induit pas de modification d'activité
locomotrice par rapport aux animaux témoins et une stimulation aigie de MPH avant
le test provoque une augmentation de la distance parcourue en 15 minutes par les
animaux témoins femelles alors qu'aucune modification n'a été retrouvée chez les

animaux exposeés a la cocaine en prénatal.

De toute évidence, nos données neurobiologiques et comportementales sont
en faveur d’'une moindre réponse des animaux exposés en prénatal au MPH vis-a-vis
de récompenses naturelles et synthétiques comme il I'avait déja été présenté dans
des études d’exposition au MPH durant I'adolescence (Bolanos et al, 2003;
Carlezon et al, 2003) mais est contraire avec la récente étude d’exposition prénatale
de Lloyd (2013) suggérant une augmentation de motivation des souris pour une
solution de 10% de lait concentré dans un test de "5-Choice Serial Reaction Time
Task". Cependant, dans cette étude, les animaux exposés en prénatal au MPH ont
également affiché une augmentation de latence face a la récompense, ce qui semble

paradoxal avec cette conclusion.
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VI - Comparaison entre l’exposition prénatale au MPH, a la cocaine, aux

amphétamines et aux antidépresseurs

Le MPH est souvent considéré comme similaire a la cocaine en terme de
mécanisme d’action. Cependant, les résultats observés dans notre étude suggerent
gue l'exposition prénatale a la cocaine et au MPH pourrait mener a des
conséquences a long terme distinctes. En effet, une stimulation a la cocaine chez
des animaux exposeés en prénatal a ce psychostimulant a été montrée comme
augmentant la quantité de DA dans le Nac (Malanga et al, 2009). De plus, cette
exposition prénatale va augmenter la sensibilité des animaux vis-a-vis de la cocaine
(Keller et al, 1996 ; Hecht et al, 1998 ; Rocha et al, 2002 ; Crozatier et al, 2003 ;
Malanga et al, 2008) en plus d’'un comportement de type anxieux chez I'adulte
(Sobrian et al, 2003 ; Salas-Ramirez et al, 2010). Malgré le fait que le MPH et la
cocaine bloquent le DAT et le NET, cette derniére bloque également le SERT alors
gue le MPH a trés peu d’affinité pour ce transporteur (Gatley et al, 1996 ; Rothman et
Baumann, 2003). Comme la 5-HT joue également un rdle central dans le
développement cérébral (Bowker, 1986 ; Whitaker-Azmitia, 1991 ; Rubenstein, 1998
; Sodhi et Sanders-Bush, 2004), la présence ou non de ce neurotransmetteur dans
les mécanismes d’action de la cocaine ou du MPH pourrait expliquer les différences

de conséquences a long terme entre ces deux psychostimulants.

Les amphétamines, elles, vont inhiber la recapture de la 5-HT essentiellement, ainsi
qgue de la DA et la NE (Gough et al, 1991). De nouveau, les résultats observés dans
notre étude ainsi que ceux montrés avec une exposition prénatale aux
métamphétamines aboutissent a des conséquences a long terme différentes telles
gue des augmentations de la quantité de DA dans le Nac ainsi que de la sensibilité
des animaux vis-a-vis de I'amphétamine (Bubenikova-Valesova et al, 2009 ;
Schutové et al, 2009). Une exposition prénatale au MDMA a également montré une
élévation de l'activité locomotrice basale des animaux a I'dge adulte ainsi qu’une
absence de sensibilité face a des récompenses naturelles et synthétiques
(Thompson et al, 2009). Les antidépresseurs, tels que la fluoxétine, la paroxétine et
le bupropion, sont majoritairement des inhibiteurs de la recapture de la 5-HT pour les
deux premiers (Tatsumi et al, 1997), de la DA, de la NE (Stahl et al, 2004) et
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egalement de la 5-HT (Warner et Shoaib, 2005) pour le dernier. Une exposition
prénatale a un de ces trois antidépresseurs a été montrée comme induisant un
comportement de type anxieux chez I'adulte (Coleman et al, 1999 ; Su et al, 2007 ;
Olivier et al, 2011). En outre, I'exposition au bupropion a provoqué une élévation de
la sensibilité a la cocaine a long terme des animaux (Hsiao et al, 2005 ; Su et al,
2007). Enfin, une étude récente avec une exposition prénatale a la paroxétine (Van
den Hove et al, 2008) a rapporté une augmentation de la mortalité néonatale de dix
fois par rapport aux animaux témoins ainsi qu’une diminution du poids des nouveau-

nés.

L'ensemble de ces données souligne la spécificité de I'exposition prénatale au
MPH.

VII - Influence dopaminergique sur le développement

Le systeme dopaminergique apparait tét durant le développement. En effet, la
différentiation des cellules dopaminergiques a lieu entre le 11°™ et le 15°™ jour de
gestation chez le rat (Lauder et Bloom, 1974) et les éléments pré- et post-
synaptiques apparaissent au début de la vie embryonnaire (Jung et Bennett, 1996 ;
Galineau et al, 2004). Ces données suggérent un rdle central du systéme
dopaminergique dans le développement cérébral. En fait, il est impliqué dans la
prolifération cellulaire et la migration neuronale (Todd, 1992 ; Schmidt et al, 1996 ;
Hoglinger et al, 2004), le guidage axonal (Jassen et al, 2006) et la différentiation
neuronale (Borta et Hoglinger, 2007 ; O'Keeffe et al, 2009).

Basée sur I'hypothése que notre protocole d'exposition prénatale au MPH
modifierait principalement le systéme dopaminergique, notre étude préclinique aide a
mieux comprendre les modifications cérébrales a long terme consécutives aux
altérations deéveloppementales du systeme dopaminergigue, méme si les

mécanismes d'action induisant ces modifications restent a déterminer.

En effet, a partir de nos résultats d'imagerie, nous avons focalisé notre étude

sur le systéeme dopaminergique que nous avons ensuite restreint a I'étude de la
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fonctionnalité mésolimbique. Cependant, les études d’imagerie relatives a la
réactivité du striatum a la cocaine suggérent que les autres voies dopaminergiques
devraient aussi étre perturbées. De plus, nous ne pouvons cependant pas exclure
I'hnypothese d'un effet de ce traitement sur le systeme norépinéphrinergique et des
expériences supplémentaires devraient étre menées pour mieux comprendre dans

son ensemble les systemes de neurotransmission qui sont modifiés dans ce modéle.

Compte tenu du role développemental de la DA, il serait aussi intéressant de
mener des expériences permettant de mieux comprendre comment I'exposition au
MPH durant cette période développementale modifie le développement cérébral pour
aboutir aux résultats observés dans ce travail. Ceci permettrait de mieux comprendre
limpact d’altérations fonctionnelles du systéme dopaminergique pendant des
périodes précises du développement cérébral sur la mise en place de ce systéme ou

d’autres systémes de neurotransmission.
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L'exposition prénatale au MPH induit a long terme des altérations
neurobiologiques  structurales et fonctionnelles associées au systéeme
dopaminergique et a sa réactivité suite a une administration de cocaine. De plus, ces
animaux présentent une modification de la préférence au sucre et de la motivation
pour obtenir du sucre alors qu'aucune modification de motivation pour s'auto-
administrer de la cocaine n'a été détectée. Néanmoins, ces animaux montrent tout
de méme une baisse de sensibilité aux effets locomoteurs de la cocaine. L'ensemble

de ces effets a long terme est récapitulé dans la Figure 57.

A notre connaissance, cette étude préclinique est la premiére a rapporter les
modifications neurobiologiques a long terme du systeme dopaminergique et des
altérations comportementales apres une exposition prénatale au MPH. Ces données
aident a une meilleure compréhension de la fagcon dont une perturbation transitoire
ou prolongée du systéme dopaminergique pendant le développement cérébral peut
avoir un impact significatif sur des fonctions cérébrales cognitives. En outre, cette
étude ouvre la voie a d'autres expériences permettant de mettre en lumiére les
différents mécanismes d'action par lesquels I'exposition prénatale au MPH entraine
ces modifications a long terme. Bien qu’il soit difficile d’extrapoler les résultats
obtenus sur le rat a 'lhomme, nos modéles animaux peuvent servir a orienter les
recherches cliniques et a prédire les conséquences a long terme que peuvent
produire 'administration de MPH au cours du développement. De plus, ils pourraient
nous permettre d’appréhender les mécanismes potentiellement impliqués dans

I'apparition de maladies neurodéveloppementales ou neurodégénératives.
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Effets moléculaires, neurochimiques et comportementaux a long terme de

I'exposition prénatale au MPH présentés sur des coupes sagittales de rat. Les fleches bleues

représentent l'altération métabolique du réseau cortico-striato-thalamo-cortical et les fléches

rouges représentent la modulation positive de I'activité des neurones dopaminergiques.
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AN GO ms BELALS prénatale au méthylphénidate chez le rat

Le MPH est le médicament le plus prescrit pour le traitement du trouble
déficitaire de I'attention/hyperactivité (TDA/H). Sa prescription de I'enfance a I'age
adulte et notamment chez les femmes en age de procréer souleve des questions sur
les effets & long terme d’un tel traitement sur le cerveau en développement. A ce
jour, aucune information n’est disponible concernant la présence ou non de
modifications neurobiologiques a I'age adulte consécutives a une exposition
prénatale au MPH. Nous avons utilisé un modeéle d'exposition prénatale au MPH
chez le rat pour étudier les conséquences d'un tel traitement sur le fonctionnement
du cerveau adulte.

L'imagerie scintigraphique a été réalisée pour comparer les profils
meétaboliques cérébraux des rats exposés en prénatal au MPH vs témoins. L'aspect
structural de leur systeme dopaminergique a été évalué avec un immunomarquage
de la TH et laspect fonctionnel a laide de microdialyse in vivo et
d'immunohistochimie c-Fos dans des conditions basales et aprés stimulation
dopaminergique. Parallelement, I'évaluation comportementale de ces animaux vis-a-
vis de récompense naturelle ou synthétique ainsi que leur réactivité vis-a-vis de I'effet
locomoteur de la cocaine a été étudiée.

Les animaux exposés en prénatal au MPH affichent des altérations
neurobiologiques  structurales et fonctionnelles associées au systéeme
dopaminergique et a sa réactivité suite a une administration de cocaine. Nos
résultats montrent aussi que ces animaux présentent une altération de la préférence
et de la motivation au sucre (renforcateur naturel) alors qu'aucune différence de
motivation pour s'auto-administrer de la cocaine (renforcateur synthétique) n'a été
décelée. Cependant, ces animaux montrent une baisse de sensibilité aux effets
locomoteurs de la cocaine.

A notre connaissance, notre étude préclinique est la premiére qui rapporte des
modifications neurobiologiques a long terme aprés une exposition prénatale au MPH.
Sur un plan plus fondamental, ces données devraient permettre de mieux
comprendre comment des perturbations dopaminergiques transitoires au cours du
développement cérébral peuvent induire des altérations cérébrales a long terme.

Mots clés : Méthylphénidate, TDA/H, Exposition Prénatale, Rat, Dopamine



