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Résumé : Astrocytes are involved in the regulation of neurotransmission which in turn,
impact high brain functions such as emotionality. Accordingly, clinical studies revealed
decreases in brain density of GFAP-positive cells in patients with neuropsychiatric
disorders. Astrocytes express proteins called connexins 43 (Cx43) that can assemble into
either hemichannels (HC) to promote the release of neuroactive molecules, called
gliotransmitters ; or into gap-junction (GJ) which contribute to astrocyte-astrocyte
communication. Studies support a distinct role of GJ vs HC in the regulation of stress and
mood. Indeed, although a decreased activity of GJ was unveiled in animal models of stress
opposite results were yielded with HC.

In light of these non-conclusive results, we sought to determine the effects of constitutive
or tissue specific Cx43 downregulation on stress-related responses and neurochemical
changes. Student t-tests were applied to compare mice with a genetic inactivation of Cx43
to their appropriate controls.

We demonstrated that the constitutive deletion of Cx43 in Cx43 knock-down mice (KD),
resulted in antidepressant-like behavior in the Forced Swim Test (FST) (KD : 57 %= 10 vs.
WT : 109 = 22 sec of immobility ; p=0,014). In addition, we noticed an increase in
hippocampal extracellular glutamate concentrations during the FST while this
neurochemical response was attenuated in KD mice compared to their wild-type
counterparts (KD : 36 = 3% vs. WT : 96 £+ 22% of baseline ; p=0,043). No different were
observed in serotonin extracellular concentrations suggesting a specific involvement of the
glutamatergic system.

To better understand such relationship, we then inactivated Cx43 in WT mice by micro-
injecting into the hippocampus a lentiviral vector containing a short hairpin-RNA (shRNA)
targeting this protein. Our results indicated that tissue specific silencing of Cx43 did not
produce significant antidepressant-like behaviors in the Tail Suspension Test (TST)
(shCx43 : 135 * 12 vs. shGFP : 135 + 11 sec. of immobility ; p=0,977) or in the Novelty
Suppressed Feeding Test (NSFT) (shCx43 : 172 + 28 vs. shGFP : 124 + 9 sec of latency
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to feed ; p=0,07). However, part of the neurobehavioral abnormalities detected in a mouse
model of depression, were reversed by the inactivation of hippocampal Cx43 notably in the
TST (shCx43 : 60 = 3 vs. shGFP : 98 £ 12 sec of immobility, p=0,02) and the NSFT
(shCx43 : 222 + 31 vs. shGFP : 333 = 16 sec of latency to feed, p=0,010).

Further investigations are warranted to decipher the mechanisms by which Cx43 regulate
stress-related responses. Our recent data argue in favor of a role of HC since we showed
that the intra-hippocampal injection of Gap26 mimetic peptide, a specific Cx43 HC blocker,
reduced immobility time in the Forced

Swim Test (GAP 26 : 99 = 13 vs. scramble peptide : 193 + 46 sec. of immobility ;
p=0,105) in relation with its ability to prevent acute stress-induced increase in local
extracellular glutamate levels (GAP 26 : 65 * 15% vs. scramble peptide : 101 = 11% of
baseline ; p=0,260).

Collectively, our data suggest that blocking specifically Cx43 hemichannel in the
hippocampus could be a new therapeutic strategy to attenuate stress-responses and

promote antidepressant-like effects through a non-neuronal mechanism.
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Résumé : Initially identified as supportive cells for neurons, evidence suggests that
astrocytes are also involved in the regulation of neurotransmission and high brain
functions. For example, recent clinical and preclinical studies reveal decreases in brain
density/activity of GFAP-positive cells in patients with psychiatric disorders. However, the
molecular mechanisms underlying such association remain poorly documented. Astrocytes
express transmembrane proteins called connexins 30 and 43 (Cx30/Cx43) that assemble
to form gap junctions between neighboring cells. Cx30 and 43 can also form hemichannels
to promote the release of gliotransmitters in the extracellular space and thereby regulate
neuronal activities. Interestingly, studies yielded valuable insights into the role of these
proteins in the regulation of mood. Indeed, an attenuation of Cx43 expression was unveiled
in the frontal cortex of depressed patients but also in relevant animal models of depression.
This work was designed to evaluate the impact of the constitutive or the conditional
inactivation of Cx43 on behaviors related to depressed states. To this end, we employed
Cx43 knock-down (KD) mice or wild-type animals injected with lentiviral vectors containing
SshRNA-Cx43 in the hippocampus. In an attempt to correlate putative behavioral changes
with modifications of hippocampal serotonergic neurotransmission, we also conducted in
vivo microdialysis experiments in these mice carrying Cx43 inactivation. Our results
indicate that Cx43 KD mice display a phenotype reminiscent of antidepressant-like
activities notably in paradigms producing a high level of stress such as the tail suspension
test and novelty suppressed feeding. In striking contrast, Cx43 KD mice had normal
behaviors in the sucrose preference and social interaction tests. Interestingly, chronic
exposure to CORT induced anhedonia and dampened social interactions. However, the
latter behavioral impairments were prevented in Cx43 KD mice or in mice injected with the
shRNA-Cx43. Despite these findings, microdialysis experiments did not reveal significant
changes in hippocampal extracellular 5- HT levels. Enhancing serotonergic transmission is
therefore dispensable for the beneficial effect of the inactivation of Cx43 on stress
responses. Further investigations are warranted to explain the mechanisms by which Cx
regulate mood-related behaviors, and to determine whether pharmacological Cx blockers

represent innovative antidepressant drugs.

Portal B., Manta S., Rovera R., Rampon C., Deglon N., Haddjeri N., Guiard B.P. ;
Unraveling the role of astrocytic connexins in depression. Journées du Centre
de Biologie Intégrative (CBI), 2016.
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Les cellules gliales dont les astrocytes — au moins aussi nombreux que les neurones dans
le cerveau — joueraient un rble important dans l'anxiété, la dépression et probablement
dans la réponse aux antidépresseurs. Plusieurs études menées chez ’'Homme et I'animal
vont dans ce sens puisqu’elles mettent en évidence une association entre des changements
d’expression de différents marqueurs astrocytaires et la sévérité de ces troubles
psychiatriques. C’est notamment le cas de la connexine 43 (Cx43), une protéine
transmembranaire impliquée dans la formation de deux unités fonctionnelles distinctes :
les jonctions communicantes (JC) qui assurent la communication entre deux astrocytes
voisins et les hémicanaux (HC) dont le rdle est de libérer des molécules neuro-actives
(gliotransmetteurs i.e. glutamate, ATP, D-sérine) dans la fente synaptique. En effet, une
diminution de I'expression des Cx43 a été rapportée dans différentes régions cérébrales
de patients dépressifs et dans des modeéles murins de dépression. En revanche, d’'un point
de vue fonctionnel, l'induction d’'un phénotype anxio/dépressif serait associée a une

diminution de I'activité des JC et a une augmentation de I'activité des HC.

Face a ces effets opposés, I'objectif de cette thése était de caractériser plus
finement le r6le des Cx43 dans les comportements anxio/dépressifs et la réponse
aux psychotropes en utilisant des approches d’inactivation génétiques et

pharmacologiques de ces protéines.

Nos résultats montrent que I'inactivation génétique des Cx43 dans I’hippocampe n’entraine
aucun effet neuro-comportemental. En revanche, dans un modele de dépression basé sur
I'exposition chronique des souris a la corticostérone (modele CORT), linactivation
génétique des Cx43 exerce des effets de type anxiolytiques/antidépresseurs. D’un point
de vue mécanistique, ces effets seraient liés a une diminution de la libération
hippocampique de glutamate par les HC et a une atténuation de la réactivité de I'axe
hypothalamo-hypophysaire-surénalien (HPA).

Concernant l'inactivation pharmacologique des Cx43, nos travaux apportent des évidences
expérimentales sur le fait que I'administration systémique de carbenoxolone, un bloqueur
des connexines, potentialise la réponse aigue d’un inhibiteur de recapture de la sérotonine
en conditions basales, mais s’oppose a ses effets bénéfiques chroniques dans un modéle
de dépression. Le microenvironnement cellulaire semble donc essentiel dans la maniére

dont les Cx43 influencent la réponse aux antidépresseurs.

L’ensemble de ces résultats de thése laissent entrevoir un rble des Cx43 astrocytaires dans

la régulation de I'humeur via la modulation de circuits neuronaux convergeant vers lI'axe
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HPA. lls soulignent également l'intérét de moduler les Cx43 pour renforcer I'activité
thérapeutique des antidépresseurs actuellement disponibles. Les futures recherches
devront préciser les modalités de ces nouvelles stratégies combinant des agents

pharmacologiques a tropisme astrocytaire et neuronal.

Mots-clés

Astrocytes, Connexine 43, Hippocampe, Hémicanaux, Stress chronique, Antidépresseur
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Abstract

Glial cells including astrocytes — as much abundant as neurons in the brain — may play an
important role in anxiety, depression and possibly antidepressant drugs response. Previous
studies in Humans and animals are consistent with this hypothesis since they report an
association between changes in astroglial markers expression and the severity of
psychiatric disorders. Among those markers, the connexins 43 (Cx43) are particularly
interesting. Those transmembrane proteins are involved in the formation of two functional
units of communication : the gap-junctions (GJ) which facilitate the communication
between two neighboring astrocytes, and the hemichannels (HC) which are able to release
neuroactive molecules (gliotransmitters i.e. glutamate, ATP, D-serine) in the synaptic cleft.
Decreased levels of Cx43 were unveiled in different brain regions of depressed patients but
also in relevant mouse models of depression. Functionally, the induction of an
anxio/depressive-like phenotype has been associated with a decreased activity of GJ and

an increased activity of HC.

In light of these data, the aim of this thesis was to better characterize the role of
Cx43 in anxio/depressive-like behaviors and antidepressant drugs response

using genetic and pharmacological approaches.

Our results show that hippocampal genetic inactivation of Cx43 has no effect on behaviors.
However, in a mouse model of depression based on chronic corticosterone exposure (CORT
model), the genetic inactivation of Cx43 induces anxiolytic-/antidepressant-like effects.
Mechanistically, these behavioral responses would be linked to an attenuation of
hippocampal glutamate release through HC and a lower hypothalamic pituitary adrenal
(HPA) axis reactivity.

Regarding the pharmacological approach, our work provides experimental evidence that
systemic administration of the connexins blocker carbenoxolone, enhances the acute
effects of a serotonin reuptake inhibitor in basal conditions while hindering its chronic
beneficial effects in a mouse model of depression. Together, those results suggest the
importance of the cellular microenvironment in the way Cx43 may influence treatment

response.

This work points out the importance of astroglial Cx43 in mood through the modulation of
neuronal network associated with HPA axis. It also emphasizes the importance to develop
Cx43 modulators to strengthen the therapeutic activity of antidepressant drugs. Further
studies are warranted to define the modalities of such innovative strategies combining

pharmacological agents with astroglial and neuronal tropisms.
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INTRODUCTION






En 2018, I'organisation mondiale de la santé estimait a plus de trois cent cinquante millions
le nombre de personnes souffrant d’épisodes dépressifs dans le monde (OMS, 2018).
Répertoriée dans le Manuel de Diagnostic et Statistiques des troubles Mentaux (DSM-V)
comme une maladie psychiatrique, la dépression représente aujourd’hui un probléeme
majeur de santé publique. En effet, elle est considérée en France comme la troisiéme cause
d’invalidité (Disease et al 2017).
Qu’elle soit unipolaire ou incluse dans un trouble bipolaire, la combinaison des symptémes
émotionnels, cognitifs et moteurs fait de ce trouble psychiatrique un syndrome dont les
principales caractéristiques sont :

- Une humeur triste,

- Une perte d’intérét et de plaisir (anhédonie),

- Une perte ou un gain de poids,

- Des troubles du sommeil,

- Des troubles de I'attention,

- Un sentiment de culpabilité et une dévalorisation de soi,

- Des troubles cognitifs, perte de mémoire,

- Des pensées de mort récurrentes
La dépression majeure (DM) constitue une forme grave de dépression unipolaire. Selon le
DSM-V, au moins cing de ces symptémes doivent étre présents afin de poser un diagnostic
de DM incluant obligatoirement « I’hnumeur triste » ou « la perte d’'intérét et de plaisir »
(APA 2013). En fonction des symptdmes prédominants et de leur sévérité, la nature de la
DM varie selon les patients.
Des études épidémiologiques ont montré que cette pathologie touche deux fois plus de
femmes que d’hommes (Sramek et al 2016, Weissman et al 1993, Weissman & Klerman
1977). Alors qu’une psychothérapie s’avere suffisante dans le traitement d’'une dépression
« légere », les antidépresseurs sont nécessaires dans le traitement des formes les plus

séveres.

A ce jour, plusieurs hypothéses ont été proposées afin d’expliquer l'origine de la
pathologie :

- Une diminution de la neurotransmission monoaminergique centrale en rapport
avec un déficit des concentrations extracellulaires de sérotonine (5-HT),
noradrénaline (NA) et/ou de dopamine (DA),

- Une diminution du processus de neurogenése adulte et de la gliogenése dans
I’hippocampe, associée a une diminution du volume de cette structure du
systéme limbique,

- Une sur-activation de l'axe hypothalamo-hypophysaire-surrénalien (HPA)

caractérisée par une élévation des concentrations plasmatiques en cortisol.



Ces mécanismes ne sont pas exclusifs et différents travaux montrent qu’ils peuvent étre
intimement liés (Gold 2015). Une meilleure connaissance de ces processus a |'échelle
moléculaire et cellulaire est indispensable pour développer de nouvelles stratégies

thérapeutiques.

Les traitements antidépresseurs actuellement disponibles visent a contrecarrer les
altérations neurochimiques retrouvées dans la DM. Plus particulierement, les études chez
I'animal ont permis de montrer que les traitements antidépresseurs utilisés en premiére
intention augmentent la neurotransmission monoaminergique en agissant sur différentes
cibles pharmacologiques (Guiard et al 2006) :

- Les inhibiteurs de la monoamine-oxydase, l'enzyme de dégradation des
catécholamines (IMAO), ont été les premiers utilisés. On compte a ce jour trois
catégories d’'IMAO : les inhibiteurs sélectifs de la MAO de type A comme le
moclobémide (Aurorix®), les inhibiteurs sélectifs de la MAO de type B comme
la rasagiline (Azilect®) et les inhibiteurs non-sélectifs inhibant les deux sous-
types comme la sélégiline (Eldepryl®). Leur mauvaise tolérance fait qu’ils ne
sont aujourd’hui presque plus utilisés dans le traitement de la DM, Les
antidépresseurs tricycliqgues (TCA) comme [I'amitriptyline (Laroxyl®)
augmentent les concentrations extracellulaires de 5-HT et de NA en inhibant la
recapture de ces monoamines respectivement par les transporteurs SERT et
NET. En revanche, leur faible sélectivité vis-a-vis de ces cibles et leur capacité
a augmenter la NA au niveau cardiaque sont responsables d’effets cardio-
toxiques,

- Plus récemment, les inhibiteurs sélectifs de recapture de la sérotonine (ISRS)
comme la fluoxétine (Prozac®), la paroxétine (Déroxat®) ou encore le
escitalopram (Seroplex®), ont été développés pour agir de maniére plus
sélective sur le SERT. En dépit d’'un meilleur profil de tolérance, leur efficacité
thérapeutique semble moins bonne que les TCA. Les inhibiteurs mixtes de
recapture comme la venlafaxine (Effexor®) qui, a I'instar des TCA, agissent a la
fois sur les systémes 5-HT et NA. Ceux-ci sont de plus en plus utilisés, alors que
le développement d’inhibiteurs triples de recapture de la 5-HT, NA et DA est
déja discuté (Guiard et al 2009).

Plus récemment deux nouvelles molécules ont vu le jour. Il s’agit de I'agomélatine
(Valdoxan®) et de l'agent multi-cible vortioxétine (Brintelix®) dont les mécanismes
d’action reposent, entre autres, sur la modulation de certains sous-types de récepteurs
sérotoninergiques. Toutefois, ces derniers apportent peu ou pas d’avantages par rapport
aux antidépresseurs actuellement commercialisés si ce n’est sur les aspects cognitifs
(Katona et al 2012, Martin et al 2017, Mcintyre et al 2017, Mcintyre et al 2014). En dépit



de I'efficacité incontestable de ces antidépresseurs, un tiers des patients ne répondent pas
a ces différentes options pharmacologiques (Little 2009). Par ailleurs, parmi les
répondeurs, un long délai d’action (trois a quatre semaines) est nécessaire avant
d’observer les premiers signes thérapeutiques. Enfin, un taux de rechute important est
également recensé comme une limite thérapeutique préoccupante des antidépresseurs

(Leon et al 2000, Stewart et al 2014).

Afin de mettre en évidence de nouvelles cibles pharmacologiques et de tester I'efficacité
de nouvelles molécules, de nombreux modéles murins, majoritairement basés sur le
stress chronique, ont été développés. Parmi eux, on trouve le modéle de stress chroniques
imprévisibles (Unpredictable Chronic Mild Stress, UCMS) (Mineur et al 2006), le modéle
de défaite sociale (Berton et al 2006) et le modeéle d’exposition chronique a la
corticostérone (David et al 2009). Ce dernier initialement décrit chez le rat (Hill et al 2003,
Murray et al 2008), consiste a délivrer un analogue murin du cortisol, la corticostérone
(CORT), dans I’eau de boisson pendant environ huit semaines. L’exposition chronique a
la CORT permet une activation des récepteurs minéralocorticoides (MR) et
glucocorticoides (GR) centraux. La sur-activation de ces derniers induit de nombreuses
perturbations dans le systeme nerveux central (SNC) dont une diminution du processus
de neurogenése hippocampique chez I'adulte (David et al 2009), une diminution du
volume de cette structure limbique (Zhang et al 2015b) mais aussi des perturbations de
I'activité du systéme 5-HT. Par exemple, en conditions de stress aigu, la synthése et
la libération de 5-HT sont fortement activées au niveau de plusieurs aires cérébrales
(Amat et al 2005, Maswood et al 1998) probablement en rapport avec la
stimulation de I'activité de I'enzyme de syntheése TPH-2 en réponse a la sécrétion de
corticostérone (Azmitia & McEwen 1969, Park et al 1989). Lorsque le stress se prolonge,
les taux extracellulaires de 5-HT augmentent également et différentes études suggéerent
que cet effet résulte de la désensibilisation des autorécepteurs inhibiteurs 5-HT1a situés
dans la région des corps cellulaires des neurones sérotoninergiques (Laaris et al 1995,
Lanfumey et al 1999, Rainer et al 2011). Au contraire, dans les zones de projection de
ces neurones sérotoninergiques, l'exposition a un stress prolongé provoque une
augmentation de I'expression des ARNm d’autres récepteurs (5-HT2a /5-HT2c) (Harada
et al 2008) qui pourrait, du moins en partie, rendre compte des effets comportementaux
délétéres du stress.

Il est cependant intéressant de noter que les anomalies liées a une exposition chronique a
la CORT (et donc a une sur-activation des GR) ont été retrouvées chez ’'Homme (pour
revue Boku et al 2017). Ce modéle semble donc adapté pour étudier les mécanismes
neurobiologiques de la DM mais aussi I'efficacité des antidépresseurs puisque les anomalies

observées suite a lI'administration chronique de CORT chez le rongeur peuvent étre



corrigées par un traitement chronique a la fluoxétine ou a la venlafaxine (David et al 2009,
Mendez-David et al 2017b, Quesseveur, Portal et al 2015, Rainer et al 2011).

Depuis quelques années, différentes preuves expérimentales révelent I'implication des
astrocytes dans la physiopathologie de la DM et notamment une diminution de la densité
de ces cellules dans le cerveau de patients déprimés (Rajkowska & Miguel-Hidalgo 2007,
Rajkowska & Stockmeier 2013). De méme, chez le rat soumis a un stress chronique, une
perte de ces cellules gliales a été observée dans le cortex préfrontal (Banasr & Duman
2008). Alors que ces travaux portent sur I'étude du niveau d’expression de marqueurs
astrocytaires tel que la protéine GFAP (Glial Fibrillary Acidic Protein) (Nagy et al 2015),
une étude récente montre que l'organisation en réseau de ces cellules (aussi appelé
syncytium glial) est également perturbée dans la pathologie (Medina et al 2016). Les
astrocytes apparaissent donc comme une nouvelle cible thérapeutique dans le traitement
de la DM. Constituants majeurs de la barriere hémato-encéphalique, les astrocytes servent
de support aux neurones en leur apportant énergie et nutriments nécessaires a leur bon
fonctionnement, ainsi qu’au développement du réseau neuronal (Allen & Barres 2009,
Elsayed & Magistretti 2015). Mais le role de ces cellules gliales ne se limite pas a une
fonction de soutien métabolique puisque leur réle dans la modulation de Ila
neurotransmission monoaminergique au sein de la synapse tripartite est fortement
soupconné (pour revue Quesseveur et al 2013b). En effet, plusieurs études in vitro (Bal et
al 1997, Inazu et al 2001, Kimelberg & Katz 1986) révelent sur des cultures primaires
d’'astrocytes la présence d’ARN messagers (ARNm) codant pour les transporteurs de
monoamines notamment le SERT et le NET (Katz & Kimelberg 1985). Méme si I'étude de
ces transporteurs monoaminergiques astrocytaires a conduit a des résultats hétérogenes
(Hansson et al 1985, Hosli & Hosli 1995, Paterson & Hertz 1989), plusieurs inhibiteurs
comme la désipramine (Norpramin®) ou le milnacipran (Ixel®) sont capables de bloquer
la recapture des monoamines sur des cultures primaires d’astrocytes de rats (Inazu et al
2003). La présence du transporteur de dopamine (DAT) dans les astrocytes reste peu
documentée et controversée. Bien qu’'une étude in vitro révéle que les astrocytes
expriment le DAT (Karakaya et al 2007), il a été proposé que la présence de DA dans les
astrocytes résulterait d’un processus hétérologue par le NET ou par un autre systéme de
transporteur dont le Transporteur de Cations Organiques de type 3 (OCT-3) (Takeda et al
2002). Dans la méme idée, nombreux sont les récepteurs monoaminergiques exprimeés par
les astrocytes. Méme si leurs rbles restent peu documentés, ils pourraient participer, au
sein de la synapse tripartite, a la mise en place des mécanismes de régulation de la
libération des neurotransmetteurs par les neurones et les astrocytes eux-mémes, et ainsi
contréler finement leurs concentrations extracellulaires. Enfin, il a été proposé que les
astrocytes pourraient transmettre différents signaux aux neurones pour réguler leur survie,

leur prolifération et la formation de nouvelles synapses. Cette derniére fonction de l'unité



neuro-gliale serait rendue possible via la libération de facteurs neurotrophiques tels que
les facteurs de croissance des fibroblastes de type 1 et 2 (essentiels pour la formation des
connexions synaptiques dans le cortex, la maturation et la survie des neurones NA et la
neurogeneése adulte), le facteur de croissance glial (GDNF) lui aussi associé a la
prolifération, la survie et la maturation des nouveaux neurones produit au niveau des
niches neurogéniques (Airaksinen & Saarma 2002, Henderson et al 1994) ou encore le
facteur neurotrophique dérivé du cerveau (BDNF) (Quesseveur et al 2013a).

Parmi les nombreuses cibles astrocytaires qui pourraient jouer un rdle dans le DM et la
réponse aux antidépresseurs, les connexines 30 et 43 (Cx30/43) font aujourd’hui I'objet
d’'une attention particuliere. Exprimées principalement par les astrocytes, ces protéines
participent a la formation des jonctions communicantes (JC). Ces domaines membranaires
spécialisés permettent I'amarrage de deux cellules adjacentes facilitant ainsi leur
communication par la formation d’'un pore perméable a de petites molécules dont le poids
moléculaire est inférieur a 1kDa telles que le Ca?*, I'ATP, I'lPs ou d’autres métabolites. A
I'inverse, un canal non apparié (aussi appelé connexon ou hémicanal, HC) favorise la
communication entre les astrocytes et les autres types cellulaires dont les neurones
(Charvériat et al 2017). On sait aujourd’hui que la libération de molécules neuroactives
par les HC est une étape cruciale pour I'activité et la plasticité neuronale (Kimelberg 2007).
Au début des années 2010, deux études ont montré une diminution de I'expression des
Cx43 dans le cortex préfrontal de patients déprimés et suicidés (Ernst et al 2011, Miguel-
Hidalgo et al 2014). Chez I'animal, un dysfonctionnement de ces protéines a été associé a
des comportements de type anxio/dépressifs (Sun et al 2012). Ce résultat a récemment
été remis en question dans notre laboratoire. En effet, une inactivation génétique
constitutive des Cx43 conduit a un ensemble de comportements de type antidépresseurs
chez la souris (Quesseveur Portal et al 2015). Bien que des processus adaptatifs puissent
rendre compte de ce résultat, il est nécessaire de mettre en place un programme de
recherche visant a mieux comprendre le réle de ces protéines dans la dépression mais
aussi dans la réponse aux antidépresseurs. N’étant la cible directe d’aucun antidépresseur,
les Cx43 semblent néanmoins impliquées dans le mécanisme d’action de plusieurs d’entre
eux. On retiendra principalement que toutes les classes d’antidépresseurs augmentent
I’expression des Cx43. A titre d’exemple, des études in vitro montrent que la fluoxétine
(Mostafavi et al 2014) ou I'amitriptyline (Morioka et al 2014) augmentent I'’expression des
Cx43 sur des cultures primaires d’astrocytes. En revanche, les antidépresseurs auraient
des effets différents sur I'activité des Cx43 selon leur engagement dans la fonction JC ou
HC (Jeanson et al 2017). De maniére intéressante, il a été rapporté dans cette étude que
les ISRS, les inhibiteurs de la recapture de la noradrénaline (IRN) ou les TCA, inhibent tous
I'activité des HC. En revanche, leur action sur I'activité JC semble discutable puisqu’au sein

d’'une méme classe pharmacologique, des effets différents sont retrouvés. C'est



notamment le cas des TCA pour lesquels I'amitriptyline inhibe les JC alors que I'imipramine
(Tofranil®) ne semble pas avoir d’effets. De maniére similaire, la fluoxétine inhibe I'activité

JC alors que la paroxétine (Seroxat®) l'active.

Dans le but de mieux comprendre l'implication des connexines astrocytaires dans les
troubles anxio/dépressifs, ce travail de thése a porté sur les effets cellulaires,
moléculaires et comportementaux de I'inactivation des Cx43 a I’aide de stratégies
complémentaires génétiques (souris Cx43 KD ou sauvages injectées avec un

shRNA-Cx43) et pharmacologiques (inhibiteurs des connexines).

Alors que I'implication des connexines dans la DM a été exclusivement décrite dans le
cortex préfrontal, le premier chapitre de ce travail de thése s’intéresse au role des Cx43
de I'hippocampe dans la régulation des comportements émotionnels en conditions
physiologiques. Nous verrons que l'inhibition des Cx43 spécifiguement dans cette structure
limbique peut avoir des conséquences importantes sur le comportement anxio/dépressif
en rapport avec des modifications de la neurotransmission glutamatergique. Cette
observation nous a conduits a émettre I’hypothese selon laquelle la fonction HC des Cx43,
connue pour participer a la libération de gliotransmetteurs (D-Serine, ATP, GABA,
Glutamate...) dans la fente synaptique (Orellana et al 2011b, Otte et al 2013, Sultan et al
2015), pourrait jouer un rble clé dans la régulation des émotions.

Posant la question de I'importance des Cx43 dans la réponse aigie aux antidépresseurs,
le deuxieme chapitre de ces travaux de thése a été consacré a I'étude de la réponse
aiglie a un ISRS chez des souris génétiquement ou pharmacologiqguement inactivées pour
les Cx43. En particulier, nous verrons qu’une telle inactivation influence fortement la
réponse a la fluoxétine.

Dans un troisiéme chapitre, nous verrons I'importance de ces protéines en conditions
pathologiques, notamment dans un modéle de souris soumises a un stress chronique
(modéle CORT).

Enfin dans un quatrieme chapitre, nous avons profité d’'une collaboration avec I'’équipe
du Pr. Emmanuelle Corruble et du Dr Romain Colle (Hépital Psychiatrique du Kremlin-
Bicétre, Paris), pour déterminer le role des Cx43 dans la réponse a un traitement chronique
aux antidépresseurs, et dans le phénoméne de rechute a la fois chez la souris modéle de

dépression et le patient déprimé.

D’un point de vue expérimental, ce travail de thése a été réalisé in vivo avec (i) I'étude
des différences comportementales entre des souris contrdles et des souris présentant une

inactivation (génétique ou pharmacologique) des Cx43 ; (ii) I'étude des effets d’'une telle



inactivation a la fois sur I'activité des neurones sérotoninergiques et glutamatergique a

I'aide de la technique de microdialyse intracérébrale.

Ce travail préclinique a été possible grace a la mise en place de collaborations avec

différents laboratoires et chercheurs francais et étrangers :

Laboratoire de Thérapie Cellulaire et Moléculaire, Pr Nicole Déglon (Lausanne,
Suisse) : préparation des lentivirus contenant les shRNA-Cx43,

Fédération de recherche 3C, Dr Nathalie Lorenzo (Université Aix-Marseille) :
dosage du glutamate, GABA,

Institut Cellules-Souches et Cerveau, INSERM U1208 (Lyon), Dr Nasser
Haddjeri : étude comportementale dans un modéle de dépression, le « 5-day
Forced-Swim Stress »,

Centre de Recherche Interdisciplinaire en Biologie (CIRB), College de France
(Paris), Pr Nathalie Rouach : étude des propriétés électrophysiologiques des
astrocytes

Unité INSERM U769, Pr Emanuelle Corruble (Hopital du Kremelin-Bicetre) :

étude clinique

Enfin, ces travaux de thése s’inscrivent dans le cadre d’un projet financé par la Fondation

pour la Recherche Médicale (FRM) intitulé « Etude de I'implication des Cx43 sur les

comportements anxio/dépressifs chez la souris » (2015-2019).
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Partie 1 : Les troubles anxio/dépressifs

1. Caractéristigues clinigues et anatomiqgues

1.1. Les troubles anxieux

Selon le DSM-V, l'anxiété est définie comme une « anticipation des futures menaces et se
distingue de la peur, décrite comme une véritable réponse émotionnelle face a un danger ».
Hippocrate (460 av. JC — 377 av. JC) décrit pour la premiére fois les troubles anxieux.
Aujourd’hui, I'anxiété est considérée comme la sixieme cause d’invalidité en France (9¢ au
niveau mondial) (Disease et al 2017).
On consideére les troubles anxieux comme un ensemble de pathologies allant des attaques
paniques jusqu’aux phobies les plus spécifiques (Kessler et al 2005). Bon nombre
d’épisodes anxieux apparaissent dés I'’enfance ou I'adolescence. Par ailleurs, les patients
touchés par ces troubles psychiatriques sont traités en ambulatoire nécessitant moins
d’'attention qu’un patient touché par une pathologie psychiatrique plus importante telle que
la schizophrénie par exemple. Toutefois, I'anxiété génére un véritable probléeme de santé
publique qui, en l'absence de traitements adaptés, peut engendrer des conséquences
importantes sur la vie du patient.
Touchant deux fois plus de femmes que d’hommes (Sramek et al 2016, Weissman et al
1993, Weissman & Klerman 1977), les 35-55 ans présentent 20% de risques
supplémentaires de développer des troubles anxieux au cours de leur vie (pour revue
Kessler et al 2015).
Bien que les mécanismes de l'anxiété restent aujourd’hui méconnus, certaines régions
cérébrales sont décrites comme ayant un rble important dans le développement de la
pathologie. C’est notamment le cas de I'amygdale, le centre de régulation de la peur
(Babaev et al 2018). De tels symptdmes ne peuvent s’expliquer par I'activité d’une seule
structure. En outre, on sait que 'amygdale entretient des liens anatomiques et fonctionnels
bidirectionnels avec [I'hippocampe, le cortex frontal, le septum, le thalamus et
I’'hnypothalamus, a I'origine d’une régulation complexe de I'anxiété (Figure 1).
L’hippocampe est une autre région importante dans la régulation de Il'anxiété.
Anatomiquement et fonctionnellement (Kheirbek & Hen 2011), il peut étre divisé en deux
parties :

- L’hippocampe dorsal est majoritairement impliqué dans la mémoire et la

formation de nouveaux souvenirs (Moser & Moser 1998),
- L’hippocampe ventral participerait plutét au contréle des émotions (pour revue
Belzung et al 2014).

De plus, les parties dorsales et ventrales de I'hippocampe peuvent étre subdivisées en
plusieurs sous-régions. Parmi elles on retrouve les cornes d’Ammon (CA1/2/3), riches en

neurones glutamatergiques sous-tendant les principales fonctions de I’hippocampe, et le
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gyrus denté (DG, aussi appelé CA4) siege de la neurogenese hippocampique chez I'adulte
(Aimone et al 2018).

Figure 1 : Représentation schématique et simplifiée du circuit de I’'anxiété chez la souris.
L’'amygdale (AMY) projette vers de nombreuses régions cérébrales telles que I'hippocampe (HP), le cortex
préfrontal (PFC) et I'hypothalamus (Hypothal.). Elle recoit également plusieurs afférences provenant de ces

régions. Figure adaptée d’apres Calhoon & Tye 2015.

Plusieurs études ont montré I'importance de I'hippocampe dans le développement de
troubles anxieux. Par exemple, une étude montre qu’une lésion de cette structure
provoquée par une sur-activation des récepteurs glutamatergiques NMDA induit une
diminution des comportements stéréotypés et une réduction des comportements anxieux
(Deacon & Rawlins 2005). Dans cette étude, les auteurs montrent également une réduction
de la latence a aller se nourrir mesurée dans trois tests différents dont celui
d’hyponéophagie et une diminution de la latence a passer dans le compartiment sombre
dans le test de « light-dark ». En revanche cette étude propose une Iésion hippocampique
totale ne permettant pas de préciser la sous-région impliquée dans ces comportements.
Plus récemment, des données révelent I'importance du DG de I'hippocampe ventral dans
les comportements anxieux (Weeden et al 2015). Suite a I'injection de colchicine (un
puissant neurotoxique) directement dans le DG de I’hippocampe ventral, une augmentation
du temps passé dans les bras ouverts du labyrinthe en croix surélevé et du temps passé
dans le centre d'une nouvelle aréne a été observée. En accord avec ces résultats,
I'utilisation d’outils ontogénétiques a permis de valider I'implication des neurones
hippocampiques, et notamment ceux du CA1l ventral dans I'apparition des comportements
anxieux. Dans une premiere étude, I'activation lumineuse des neurones exprimant un canal
inhibiteur sensible a la lumiére (ArchT) au moment ou I'animal entre dans un bras ouvert
d'un labyrinthe en croix surélevé, induit une augmentation du temps passé dans ce
compartiment anxiogéne (Jimenez et al 2018). Kheirbek et ses collaborateurs quant a eux

mettent en avant I'importance du DG dans les comportements anxio/dépressifs (Kheirbek
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et al 2013). En effet, en réponse a l'activation des neurones du DG ventral, les auteurs
rapportent une diminution de l'anxiété mesurée dans le test de labyrinthe en croix
surélevée et de champ ouvert. Enfin, I'utilisation d’'un autre systéme inhibiteur impliquant
des récepteurs sensibles a la Clozapine-N-Oxyde (CNO) (Drug Receptor Exclusively
Activated by Designer Drug, DREADD), a permis de valider ces observations. En effet
I'injection intra-péritonéale (i.p.) de CNO permet I'inactivation des nouveaux neurones de
la zone sous-granulaire du DG dans I'hippocampe ventral et diminue I'anxiété (Anacker et
al 2018).

Ces données sont importantes dans le contexte de ce travail de thése car une anxiété
prolongée peut étre responsable du déclenchement d’'une DM surtout en I'absence d’'un
traitement approprié (Malhi & Mann 2018). L’anxiété représente également un symptome

important de la DM utilisé comme un critére de diagnostic.

1.2. La dépression majeure
Troisieme cause d’invalidité en France (5° au niveau mondial et européen), la DM partage
de nombreux points communs avec les troubles anxieux. D’'une part, la prévalence de la
DM est proche de celle des troubles anxieux puisqu’un quart de la population est touché
par ce trouble psychiatrique sans nécessairement présenter d’antécédents (Milanovic et al
2015). Par ailleurs, il existe une forte comorbidité entre les troubles anxieux et la DM. En
effet, une étude rapporte qu’environ 30% des patients atteints de troubles anxieux, quelles
que soient leurs natures, souffrent également de DM (Rush et al 2005). D’autre part les
structures cérébrales impliquées semblent étre les mémes. On retiendra principalement
I'implication du cortex préfrontal (Liu et al 2017), de I’hippocampe ventral (Colla et al 2007,
Liu et al 2017) ou encore de I'amygdale (Yao et al 2018). Les avancées technologiques
récentes ont permis de mettre en évidence plusieurs altérations anatomiques et

fonctionnelles au niveau de ces structures (Kupfer et al 2012).

1.2.1. Modifications anatomiques

Plusieurs études en neuro-imagerie décrivent les altérations anatomiques qui sont
associées a la DM, majoritairement au niveau du cortex préfrontal, de I’hippocampe ou de
I’'amygdale.

Le cortex préfrontal peut étre divisé en trois grandes sous-régions comme (i) le cortex
préfrontal dorso-latéral, (ii) le cortex para-limbique et (iii) le cortex cingulaire antérieur.
Ces régions corticales sont connectées aux autres structures impliquées dans la DM comme
I’hippocampe ou Il'amygdale. Une méta-analyse utilisant I'imagerie a résonance
magnétique (IRM) a mis en évidence une diminution du volume du cortex préfrontal,
associée a une diminution du volume de I'hippocampe chez des patients souffrant de DM

(Koolschijn et al 2009). Ces résultats ont été récemment corroborés par une étude de
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voxel (analyse volumétrique par IRM) montrant une diminution du volume de matiére grise
dans le cortex préfrontal médian et le cortex orbitofrontal supérieur droit (Nakano et al
2014). Une autre méta-analyse (McKinnon et al 2009) rapporte une diminution
volumétrique globale au niveau de I’hippocampe chez des patients atteints de DM en
comparaison a des patients sains. En revanche, cette diminution apparait spécifiquement

chez des patients souffrant d’épisodes dépressifs dont la durée est supérieure a deux ans.

Des données plus récentes montrent une diminution du volume du DG, notamment au
niveau de I’hippocampe ventral chez les patients dépressifs (Travis et al 2015). En
revanche, il semblerait que la DM ne puisse s’expliquer uniquement par la diminution du
volume hippocampique au niveau ventral puisqu’une analyse IRM montre une diminution
globale du volume de cette structure limbique (Lindqvist et al 2014). Cette atrophie
hippocampique serait due a une augmentation de la mort cellulaire (Lucassen et al 2006).
En effet, dans une étude menée chez le rat, des données révéelent qu’un stress aigu (durant
lequel les animaux sont placés 1h a 4°C) ou chronique (durant lequel les animaux sont
soumis a plusieurs stress imprévisibles durant vingt-et-un jours), réduit le nombre de
neurones dans I’hippocampe via une augmentation du processus d’apoptose alors que ce
phénomene est aboli trois semaines apres I'arrét des stress (Heine et al 2004). La méme
équipe a également montré chez des rongeurs soumis a un stress social, qu’un traitement
de 28 jours a la tianeptine, une molécule sédative utilisée pour ses effets antidépresseurs,

réduit la perte de nouveaux neurones causée par le stress social (Lucassen et al 2004).

Une augmentation du débit sanguin a été mise en évidence dans I'amygdale chez des
patients déprimés (Drevets et al 1992) suggérant I'implication de cette structure dans la
physiopathologie de la DM. En accord avec ces données, une étude utilisant I'lRM montre
une augmentation du volume de I'amygdale chez ces patients (Van Eijndhoven et al 2009).
Les auteurs mettent en évidence une corrélation positive entre le volume de I'amygdale et
la sévérité de la DM. Ces résultats sont néanmoins discutables puisque I'augmentation du
volume de 'amygdale est également observée chez des patients souffrant de dépression
passagere alors que le volume de I'amygdale de patients souffrant de DM récurrente et de
patients sains est comparable (Frodl et al 2003). Faisant écho a ces observations, des
données récentes apportent un argument supplémentaire en faveur d'un volume
amygdalien inchangé dans la DM, tant au niveau de la structure entiére qu’au niveau des

différents noyaux qui la composent (Brown et al 2019).
D’un point de vue anatomo-fonctionnel, des connexions synaptiques aberrantes entre le

cortex préfrontal, I’hippocampe et I'amygdale ont été décrites. En outre, I'utilisation de

techniques d’imageries fonctionnelles (IRMf) montre une diminution des connexions entre
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ces trois structures (He et al 2019). Dans la méme étude, les auteurs décrivent une
corrélation négative entre la présence de connectivités cortico-limbiques et la sévérité de
la dépression : moins de connectivité serait associée a une plus forte sévérité de la DM.
Toutefois, les modifications anatomiques ne peuvent a elles seules rendre compte de
I'apparition, du développement et de la sévérité de la DM. Il est vraisemblable que ces
modifications s’accompagnent de changements fonctionnels qui entrent également en jeu

dans la pathologie.

1.2.2. Modifications fonctionnelles

En accord avec les données présentées précédemment, Rajkowska et ses collaborateurs
montrent dans une étude post-mortem que la densité, le nombre et la taille des neurones
du cortex préfrontal de patients souffrants de DM est réduit en comparaison a des patients
sains (Rajkowska 2000). Par ailleurs, I'activité de cette structure corticale est différente
entre I'hémisphére gauche et I'hémisphére droit (Bruder et al 2001). En utilisant
I’électroencéphalogramme, ces auteurs apportent un argument en faveur d’une plus faible
activation du cortex préfrontal gauche, favorisant I'activité du cortex préfrontal droit. De
maniére intéressante, aprés avoir suivi un traitement antidépresseur de douze semaines a
la fluoxétine, les patients souffrant de DM présentent un schéma d’activation frontal
inversé. Des résultats similaires ont été retrouvés avec un autre inhibiteur de recapture de
5-HT, l'escitalopram (Haghighi et al 2017). De nombreuses preuves expérimentales
viennent étayer ces résultats. En particulier, les travaux de Davidson (Davidson 2003,
Davidson et al 2000) décrivent le cortex préfrontal gauche comme fortement impliqué dans
la régulation des émotions positives alors que le cortex préfrontal droit serait impliqué dans
la régulation des émotions négatives.

Chez I'’Homme, une analyse IRMf a permis de mettre en évidence des modifications
métaboliques dans le systéeme limbique de patients déprimés (Mayberg et al 2000).
L’'injection de fluorodéoxyglucose (FDG), capté mais non métabolisé par les neurones, rend
compte de I'activité métabolique des régions ciblées. Plus le FDG s’accumule, plus I'activité
de la région étudiée est importante et inversement. Les auteurs révelent une hypoactivité
métabolique du cortex préfrontal et une hyperactivité de I'hippocampe chez des patients
déprimés. De maniére intéressante, six semaines de traitement a la fluoxétine
(20 mg/kg/jour sans modification de la concentration au cours du traitement) permettent
de rééquilibrer la balance fonctionnelle en augmentant I'activité corticale et en diminuant
I'activité limbique. Ces résultats ont été précisés réecemment (Yan et al 2019) puisqu’en
utilisant une autre technique IRM basée sur le flux d’'oxygene sanguin, les auteurs

observent une augmentation de I'activité hippocampique.
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Dans des modeéles animaux de dépression, il a été montré qu’un stress chronique pouvait
modifier la plasticité synaptique et la connectivité au sein de I’hippocampe. Ainsi un fort
niveau de stress augmente la dépression a long terme (LTD) et diminue la potentialisation
a long terme (LTP) (Kim & Diamond 2002, Xu et al 1997). En accord avec ces données,
une étude récente chez le rat révéle que I'induction d’'une LTP par des stimulations hautes
fréquences répétées dans le DG ventral est suffisante pour induire un comportement de
type antidépresseur (Kanzari et al 2018). Bien que les mécanismes sous-jacents restent
méconnus, il a été démontré chez le rongeur que les connexions synaptiques au sein de
I’hippocampe sont réduites dans un contexte de DM (Son et al 2012). Dans cette étude,
les auteurs analysent I'expression de la neuritine, une protéine exprimée lors de la
formation de nouvelles synapses. Alors que I'application de stress chroniques imprévisibles
pendant vingt-et-un jours est suffisante pour induire une diminution d’expression de la
neuritine, témoignant d’'une diminution de la connectivité synaptique au sein de

I’hippocampe, un traitement de vingt-et-un jours a la fluoxétine corrige ces effets.

Le processus de neurogenese (production de nouveaux neurones) représente une autre
forme de plasticité observée dans I'hnippocampe. Celui-ci est présent dés les stades
embryonnaires d’un individu et se poursuit chez I'adulte (pour revue Pino et al 2017).
L’hypothése « neurogénique » de la DM stipule que la production de nouveaux neurones
au niveau de I’hippocampe notamment médiée par la production de BDNF, est un processus
primordial dans la régulation des émotions et I'efficacité des antidépresseurs (Yun et al
2017). En ce sens, une des causes de I'apparition des symptémes dépressifs pourrait étre
une diminution de la neurogenése hippocampique chez I'adulte (Miller & Hen 2015). Dans
des modeles animaux de dépression, il a été montré qu’un stress chronique diminue ce
processus et ceci quelque-soit la nature du modele : stress chroniques imprévisibles (Lee
et al 2006), stress de défaite sociale (Van Bokhoven et al 2011) ou encore stress causé
par I'administration chronique de CORT (Cameron & Gould 1994). Chez 'Homme, I'étude
de la neurogenése adulte est source de débat. L'utilisation de carbone radio-marqué a
permis a Spalding et ses collaborateurs de montrer I'existence d’une production de
nouveaux neurones chez l'adulte (Spalding et al 2013, Spalding et al 2005). Dans une
étude récente, des auteurs rapportent que ce processus est présent chez ’'Homme a la
naissance mais qu’il décroit rapidement a en juger par l'absence de marquage
doublecortine (DCX, marqueur de neurones immatures) des I'age de 19 ans et persistant
jusqu'a au moins 77 ans (Sorrells et al 2018). Néanmoins, en utilisant le méme marqueur
de neurones immatures DCX, Boldrini et ses collaborateurs apportent un argument en
faveur du maintien de la neurogenése hippocampique au cours du vieillissement (Boldrini
et al 2018). Il a été cependant montré chez des patients déprimés, une diminution de la

neurogenése hippocampique (Apple et al 2017). Par ailleurs, le déclin de ce processus
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décrit par Sorrells et ses collaborateurs a été récemment corrélé a une susceptibilité plus
importante a la DM (Micheli et al 2018) apportant un argument supplémentaire de
I'importance de la neurogenése dans la DM.

De la méme maniére que les antidépresseurs augmentent la LTP hippocampique, il est
désormais admis gu’ils contribuent & stimuler le processus de neurogenése dans cette
région chez l'adulte. Malberg et ses collaborateurs montrent que différentes classes
d’antidépresseurs comme les ISRS, IRN et IMAO, augmentent la neurogenéese adulte chez
le rat (Malberg et al 2000) alors qu’une inhibition de la production de nouveaux neurones
empéche les antidépresseurs d’exercer leurs effets comportementaux (Santarelli et al
2003). En irradiant la couche sous-granulaire (riche en cellules-souches) du DG de
I’hnippocampe pour bloquer la neurogenése, le Dr Denis David et ses collaborateurs
montrent que les effets antidépresseurs d’'un traitement chronique a la fluoxétine sont
nettement diminués alors que d’autres ne sont pas affectés (David et al 2009), suggérant
I'existence de mécanismes neurogenese-dépendants et -indépendants dans le mode
d’action des antidépresseurs. Parmi ces mécanismes neurogenése-indépendants,
I'hypothése de I'implication des facteurs neurotrophiques comme BDNF est largement
admis (Nibuya et al 1995). En accord avec ces observations, I'administration systémique
de cette neurotrophine (i) promeut des effets de type antidépresseurs et anxiolytiques, (ii)
reverse les effets anhédoniques induits par des stress chroniques imprévisibles et (iii)
favorise la survie des nouveaux neurones hippocampique mais aussi la prolifération des
cellules-souches (Schmidt & Duman 2010). Il a été montré que les effets bénéfiques du
BDNF sur le comportement et I'activation de la neurogenése hippocampique (Li et al 2008)
passent par I'activation du récepteur TrkB (Lee et al 2002). Des effets similaires ont été
retrouvés suite a l'utilisation de stratégies antidépressives non-pharmacologiques comme
I'application de courants électriques (« Deep Brain Stimulation ») dans I'hippocampe
(Encinas et al 2011), ceci non seulement chez I'animal (Jia et al 2019) mais aussi chez des

patients dépressifs (Mayberg et al 2005).

Enfin, plusieurs études révelent I'implication des changements fonctionnels de I'amygdale
dans la physiopathologie de la DM (pour revue Bellani et al 2011). Contrairement a
I’hippocampe, la plasticité synaptique semble étre augmentée dans I'amygdale de patients
souffrant de DM en comparaison a des patients sains (Kuhn et al 2014). De la méme
maniere, alors que plusieurs études révelent la diminution de I'arborisation dendritique
dans le cortex préfrontal et I’hippocampe, d’autre montrent qu’un stress chronique favorise
I'apparition de nouvelles dendrites et de nouveaux boutons synaptiques dans I'amygdale.
On retiendra principalement qu’un stress de contrainte augmente I'arborisation des
neurones pyramidaux de I'amygdale basolatérale (Vyas et al 2002). En accord avec ces

données, I'étude de marqueurs neuronaux spécifiques a permis de montrer chez la souris,
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qu’un stress chronique de contention induit une diminution de [Il'arborisation des
interneurones mais pas de la quantité des épines dendritiques présentes sur ces neurones
de I'amygdale (Gilabert-Juan et al 2011) responsable d’'une hyper-activation de cette
structure cérébrale en conditions pathologiques. En effet, ces auteurs montrent une
diminution de I'’enzyme de dégradation de I'acide glutamique, principalement exprimée par
les interneurones, ainsi qu’une diminution d’expression des protéines d’adhésion
spécifiguement dans cette population de neurones. Ces résultats ont été récemment remis
en question par une étude montrant qu’un stress chronique de défaite sociale n’influence
pas la dendritogenése des neurones pyramidaux de I'amygdale (Colyn et al 2019). En
revanche, I'apparition de nouvelles dendrites est observable dans les neurones dit en étoile

(stellate neurons), principalement GABAergiques.

L'ensemble de ces données mettent en avant des perturbations anatomiques et
fonctionnelles de trois régions cérébrales : le cortex préfrontal, I’hippocampe et
I'amygdale dans des modéles murin d’anxiété et de dépression mais aussi chez des

A

patients souffrant de DM. Ces anomalies a I'échelle tissulaire reposent sur des
meécanismes moléculaires et cellulaires précis qui sont sensibles a différentes classes
d’antidépresseurs. Aujourd’hui, le stress chronique est le modeéle privilégié chez le rongeur
pour étudier la DM et ainsi identifier de nouvelles cibles/pistes thérapeutiques. La

plasticité cérébrale (LTP, neurogenese, dendritogenese) fait partie des processus les plus

étudiés dans le domaine de la neuro-psychopharmacologie.

2. Stress et dépression
2.1. Stress aigu

Le stress est un facteur environnemental qui contribue fortement au développement de
plusieurs pathologies psychiatriques. En effet, une hyperactivité de l'axe HPA a été
rapportée chez certains patients atteints de DM (Holsboer 2001). Dans ce systeme, la
corticolibérine (ou Corticotropin-Releasing Factor CRF) est libérée par le noyau
paraventriculaire de I’lhypothalamus et provoque I'activation de I'axe HPA via la libération
d’adrénocorticotrophine (Adreno-Cortico-Trophic Hormone, ACTH) par [I'hypophyse
antérieure (Figure 2). La libération d’ACTH provoque la stimulation des glandes surrénales
qui, a leur tour, vont produire et sécréter dans la circulation sanguine du cortisol chez
I’'Homme ou de la corticostérone chez les rongeurs (Feldman & Weidenfeld 1995, Herman
& Cullinan 1997). Il est important de noter qu'un stimulus stressant, un changement
d’environnement ou encore de rythme de I'’horloge circadienne peut provoquer des

perturbations de I'activité de I'axe HPA.
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Figure 2 : Représentation schématique de I’'axe HPA.

L’hypothalamus libére de la corticolibérine (CRF) qui stimule la libération d’hormone corticotrope (ACTH) par
I’'hypophyse. L’ACTH favorise la production et la libération de cortisol par les glandes surrénales. Lors d’un stress
aigu, I’élévation des taux plasmatique de cortisol ou de corticostérone entraine un rétrocontréle négatif au niveau
de 'hypophyse, I'hypothalamus et I’hnippocampe par I'intermédiaire des récepteurs aux glucocorticoides (GR). Ce
rétrocontréle inhibiteur permet un retour rapide a I’homéostasie : retour a des taux normaux de

cortisol/corticostérone et ralentissement de I'activité du systéme orthosympathique.

Le cortisol libéré peut activer deux types de récepteurs (Reul & De Kloet 1985) : les
récepteurs glucocorticoides (GR) et les récepteurs minéralocorticoides (MR). Les MR et les
GR appartiennent a la famille des récepteurs nucléaires. Leur dimérisation permet d’une
part leur translocation au noyau (Baker et al 2013) et d’autre part, I'activation de motifs
spécifiques au niveau du génome pouvant moduler I’'expression de plusieurs génes. Sur le
plan génomique, ces récepteurs n'activent pas les mémes genes. En effet, quatre-vingt-
dix-huit génes ont été décrits comme répondeurs aux MR contre soixante-douze pour les
GR. Trente-trois genes seulement sont dits répondeurs aux deux types de récepteurs. C’est
notamment le cas du géne FKBP5, codant pour une protéine de transport intracellulaire.
En co-immunopricipitant des MR et les GR, sur des extraits hippocampiques, deux équipes
révelent une forte association de ces récepteurs avec le géne FKBP5 (Mifsud & Reul 2016,
Van Weert et al 2019) pour lequel certains polymorphismes ont été associés a une
augmentation de I'apparition de symptémes dépressifs (Binder et al 2004). En accord avec
ces données, une activation importante des GR réduit le phénomene de LTP, favorable a
I'apprentissage, au détriment d’'une augmentation de la LTD mesurées dans I'hippocampe
(Pavlides & McEwen 1999, Pavlides et al 1996) en modulant I'expression du BDNF (Chen
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et al 2017). Enfin, l'activation des GR module I'expression de certaines cytokines
importantes dans la réponse inflammatoire liée a un excés de cortisol (pour revue Rook
1999) ou encore des canaux ioniques comme les canaux potassiques (Joéls & De Kloet
1994) indispensables a I'excitabilité neuronale (Figure 3). Alors que les MR sont
principalement exprimés dans I'’hippocampe (Reul et al 2000), I’expression des GR est
beaucoup plus rependue puisqu’ils ont été identifiés dans d’autres régions du SNC dont le
cortex préfrontal cingulaire, I’'hippocampe, 'amygdale et 'hypothalamus (Rosenfeld et al
1993).

Figure 3 : Représentation schématique du mode d’action des récepteurs GR et MR.

Lorsque le cortisol/ la corticostérone se fixe sur les GR/MR, ceux-ci se dimérisent en hétéro — ou homo-dimeéres
puis sont transloqués dans le noyau. Lorsqu’un dimere de récepteurs entre en interaction avec I’ADN via des
séquences de réponses aux récepteurs aux glucocorticoides, la transcription de nouveaux génes est activée ou

inhibée. Figure adaptée de Le Menuet & Lombeés 2014.

2.1.1. ROle des MR

Les MR présentent une forte affinité pour toutes les hormones stéroides et plus
particulierement pour le cortisol (De Kloet et al 1975, McEwen et al 1968). En effet,
I'affinité du cortisol pour les MR est dix fois plus importante que pour les récepteurs GR
(Reul & De Kloet 1985). L'activité des MR est difficile a évaluer puisque ces récepteurs sont
toujours occupés, méme a faible concentration par I’lhormone de stress. Toutefois, il a été
montré chez des rats soumis a un stress de nage, une augmentation de I'expression des
MR dans les différentes sous-régions de I’hippocampe CA1, CA2, CA3 et le DG (Gesing et

al 2001). Ce mécanisme pourrait s’avérer protecteur puisqu’il a été montré que leur
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surexpression est suffisante pour réduire I'anxiété, améliorer la mémoire spatiale et la
néophobie (Lai et al 2007). Ensemble ces données vont dans le sens d’un effet rapide et
neuro-protecteur des MR en condition de stress et donc bénéfique dans la DM.

Bien que leur mode de fonctionnement soit similaire, les MR et les GR proposent des roles
différents dans la réponse au stress. Les MR jouent un rdle important dans les premiéres
phases du stress notamment dans I'appréciation, I’évaluation et le début d’une éventuelle
réponse comportementale tandis qu’en permettant la mobilisation de I’énergie, I'activation

des GR permet I'’exécution d’une réponse comportementale adaptée.

2.1.2. ROle des GR :

L'activité de I'axe HPA est finement régulée au moyen d’'une boucle de rétrocontrble
négatif (Figure 2) en activant les MR et GR situés dans I’hippocampe, I’hnypothalamus ou
I’hypophyse (Aguilera et al 2007). Toutefois, le rétrocontrdle négatif impliquerait une
activité plus importante des GR, peut-étre en requérant la saturation concomitante
des récepteurs MR. L’intervention des GR dans ce phénoméne est largement
corroborée par l'utilisation clinique de la dexaméthasone, qui a un effet agoniste
assez important pour les GR et relativement faible pour les MR, dans I'’évaluation du
rétrocontrdle négatif sur I'axe HPA (Holsboer 2000, Sher 2006, Strohle et al 2008).
Comme nous venons de le voir, I'exposition a un stresseur est a l'origine du
recrutement de l'axe HPA dont le but est de faire face, de facon adaptée, a la
situation qui génere le stress. Méme si les GR jouent un rbéle fondamental dans le
rétrocontrole négatif, le systéme limbique constitue un autre élément incontournable
dans la mise en place des mécanismes de contrble. L’hippocampe fait partie de ces
régions qui exercent une influence inhibitrice importante sur le PVN de
I'hypothalamus. Une Iésion au niveau du fornix, reliant I’hnippocampe a I’hypothalamus,
induit quant a elle des perturbations dans la libération de cortisol (Fischette et al 1980),
argumentant en faveur d’un lien anatomique et fonctionnel entre I’hippocampe et I'axe
HPA. La régulation de I'axe HPA semble étre plus précisément médiée par la partie
ventrale de I'hippocampe et notamment le subiculum ventral (vSUB). Des études ont
montré que des lésions du vSUB augmentent I’expression du CRF (peptide et ARNmM)
ainsi que I'expression du géne cFos en réponse a un stress de contention (Herman et
al 1998). Le vSUB constitue donc une voix de sortie des informations de I’hippocampe
destinées a I'hypothalamus. Les efférences venant du vSUB entrent en contact avec
les neurones projetant vers le PVN notamment au niveau du noyau de la strie
terminale (BNST), ainsi que d’autres noyaux hypothalamiques (Herman et al
2003). Ces structures constituent des relais formés principalement par des
neurones GABAergiques dont la plupart projettent directement sur le PVN

(Cullinan et al 1993).Lesinflux provenant de I'hippocampe, principalement
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glutamatergiques, atteignent des noyaux « relais » que l'on appelle aussi noyaux
péri-PVN, majoritairement constitués de neurones GABAergiques dont I’ activation

entraine donc une inhibition du PVN.

2.2. Stress chronique
Une exposition prolongée aux glucocorticoides et donc une activation élevée des GR, induit
chez I'animal des effets délétéres sur I'organisme, comparables a ceux observés chez
certains patients déprimés (Krishnan & Nestler 2008). Les raisons pour lesquelles un exceés
de corticoides diminue I'effet du rétrocontrdle négatif sont en partie connues. lls résultent
d’'une diminution de I'expression des récepteurs GR au niveau de I'hippocampe (Li et al
2017, Raone et al 2007) de I'hypothalamus (Raone et al 2007) levant ainsi le frein
inhibiteur sur I'axe HPA. Cette désensibilisation peut étre mise en évidence a I'aide du test
a la dexaméthasone. Suite a un stress chronique, la capacité de la dexaméthasone a
inhiber les taux plasmatiques de cortisol/corticostérone est fortement diminuée, traduisant
ainsi une perte de fonction du rétrocontréle inhibiteur exercé par les GR. Des études
récentes proposent également I'apparition de modifications épigénétiques permettant
d’expliquer la perte de fonction des récepteurs GR (pour revue Farrell & O’Keane 2016).
En effet, des méthylations au niveau de génes codant pour des protéines partenaire des
récepteurs GR ont été rapportés comme source de résistance réduisant I'activation de ces
récepteurs par le cortisol/corticostérone. Chez le rongeur, une diminution de la densité de
récepteurs aux GR dans I'hippocampe et le cortex préfrontal en réponse a un stress
chronique a été observée (Boyle et al 2005). Outre la levée d’inhibition de I'axe HPA, I'exces
de cortisol/corticostérone peut avoir des effets déléteres a long-terme en agissant dans
d’autres régions cérébrales pour favoriser I'apparition de symptémes retrouvés dans la DM
(McEwen 2007). Drailleurs, différents travaux menés chez le rongeur soulignent le fait
qu’une surrénalectomie (ablation des glandes surrénales), permet une meilleure résistance

au stress dans un modele de stress chroniques imprévisibles (Chen et al 2016).

Résultant d’'une activation de l'axe hypothalamo-hypophysaire-surrénalien (HPA), le
cortisol/la corticostérone libéré dans la circulation sanguine peut activer les MR et GR
centraux de maniére a exercer un rétrocontrole négatif et ainsi limiter les effets du stress
(phase de résistance au stress) en mobilisant [I'hippocampe ou directement
I’hypothalamus. Lorsque le stress se prolonge le frein inhibiteur exercé par les GR sur
I'axe HPA est levé provoquant une augmentation accrue de cortisol/corticostérone (phase
d’épuisement). Les corticoides circulant en fortes concentrations induisent des effets
déléteres (inhibition de la plasticité cérébrale...) responsables, du moins en partie, de

comportements anxio/dépressifs.
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3. Modeles animaux de la dépression

3.1. Modéliser la dépression
Afin de préciser les mécanismes de la DM ou d’identifier de nouvelles molécules a visée
thérapeutique ou encore de préciser les déterminants génétiques de la pathologie,
différents modeles animaux ont été développés notamment basés sur des stress
environnementaux (Tableau 1).
Plusieurs stratégies ont été adoptées dans la création de ces modeles (pour revue Czéh et
al 2016) :
- La création de modéles récapitulant plusieurs symptomes de la dépression
permet d’étudier la pathologie dans son ensemble,
- La mise en place de tests évaluant un symptdéme unique tel que I'anhédonie,
I'incurie, I'anxiété ou encore les troubles cognitifs permet I'’étude spécifique d'un

seul aspect de la pathologie.

Idéalement, un modeéle animal de dépression doit répondre a trois principaux critéres
(Willner 1984) :
- Présenter les mémes symptdmes que la pathologie humaine (Face Validity)
- Présenter les mémes mécanismes physiopathologiques que la pathologie
humaine (Construct Validity)
- Répondre aux traitements antidépresseurs connus pour étre efficaces chez
I’'Homme (Predictive Validity)
En somme, un modéle animal idéal de dépression doit refléter au plus possible la pathologie
humaine d’'un point de vue symptomatique, mécanistique et en termes de sensibilité aux
antidépresseurs. La question que I'on peut alors se poser est de savoir si I'ensemble de ces
criteres doit étre respecté pour considérer qu’'un modele est pertinent ou si un seul de ces
criteres est suffisant ? Quoi gu’il en soit, il ne peut exister de modele idéal compte tenu de
I'importante variabilité des symptomes d’'un patient a l'autre. Toutefois, le stress
constituant un des principaux facteurs précipitant I'apparition des troubles dépressifs, il
semble que les modeles basés sur I'exposition répétée a des stresseurs soient les plus
adaptés a I'étude et a la compréhension des mécanismes physiopathologiques sous-

jacents.
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Modéle animal

Caractéristiques

Avantages

Inconvénients Références

Exposition répétée

pendant 3 a5

Phénotype pro-dépressif

(Sun & Alkon
2003)
(Sun et al 2011)

A réaliser en (Sun et al 2015)

5D-rFSS . i )
jours a une nage rapide et durable période nocturne (Serchov et al
forcée 2015)
(Delcourte et al
2017)
(Katz et al 1981)
(Willner 1991)
Induction d’un
Stress Exposition a

chroniques
imprévisibles
(UCMS)

plusieurs types de
stress de maniére

aléatoire

phénotype
pseudodépressif
(comportement et

neurochimie) durable

(Ducottet et al

Difficile a 2003)

reproduire (Nollet et al 2013)

(Willner & Belzung
2015)

(Willner 2016)

Stress précoce
(Early Life
Stress)

Manipulation de
I'environnement
d’élevage aux

stades précoces

Induction d’un
phénotype

pseudodépressif durable

(Francis et al
1996)
(Ladd et al 2000)
(Caldji et al 2000)

Réponse aux
antidépresseurs

méconnue

Exposition
chronique a la
corticostérone

(CORT)

Exposition
chronique a la
corticostérone dans

I'eau de boisson

Induit un phénotype
pseudodépressif et
altérations
neurochimiques
durables
Bonne réponse aux

antidépresseurs

(David et al 2009)
(Rainer et al
2011)

Provoque une

importante
. (Quesseveur,
réaction
. . Portal et al 2015)
inflammatoire

(Mendez-David et

Défaite sociale

(Social Defeat)

Introduction d’un
individu étranger
dans la cage

d’élevage

Induction d’un
phénotype pseudo-
dépressif durable avec
effets comportementaux
et neurochimiques

faibles

al 2017b)
(Berton et al
2006)
(Bartolomucci et
Stress
al 2003)
multimodal

(Golden et al
2011)
(Vialou et al 2014)

Tableau 1 : Principaux modéles animaux de dépression basés sur le stress chronique.

Tableau adapté et complété d’aprés Nestler et al 2002.
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Modeéle animal Caractéristique Avantage Inconvénient Références

(Seligman & Maier

Induction d’un 1967)
phénotype (Sherman et al
Impuissance Exposition a des
pseudodépressif Plus faible 1982)
acquise chocs électriques
(comportement et activité (Enkel et al 2010)
(Learn au niveau des
neurochimie) durable. locomotrice (Richter et al
helplessness) pattes
Bonne réponse aux 2012)
antidépresseurs (Vollmayr & Gass
2013)
Induction d’un fort
(Kvetnansky &
niveau de CORT
Mikulaj 1970)
Stress de Maintien des plasmatique et une forte N’induit pas de
(Padovan &
contention animaux dans un anxiété sans adaptation comportement de
Guimaraes 2000)
(Restraint tube de contention possible résignation a
(Campos et al
stress) pendant 120 min Convient au stress aigu long terme

2010)

(7 jours) ou au stress
(Zhu et al 2014)

chronique (21 jours)

Tableau 1 (suite) : Principaux modeles animaux de dépression basés sur le stress chronique.

Tableau adapté et complété d’aprés Nestler et al 2002.

Il est important de différencier le fait de modéliser I'étiologie (modéliser les causes et les
facteurs influencant le développement d’'une pathologie), et le fait de modéliser la
physiopathologie (modéliser le fonctionnement exact d’'une pathologie). L’'évaluation
précise de leurs critéres de validité permet de mieux apprécier leur utilisation en fonction
des questions posées.

Il est également important de souligner que la DM est une maladie mentale multifactorielle
dont le stress n’est pas la seule cause. D’autres facteurs sont impliqués et notamment la
dimension génétique. En ce sens, différents marqueurs génétiques ont été identifiés
comme source de sensibilité accrue a la DM. Différentes revues de la littérature portent
sur les variants génétiques susceptibles d’influencer la vulnérabilité a la DM (Mandelli &
Serretti 2013).

3.2. Le modeéle CORT
Dans ce modeéle utilisé chez la souris, I’hormone de stress est délivrée dans I'’eau de boisson
pendant au moins huit semaines. Il a été démontré qu’une telle exposition provoque des
anomalies comportementales (Guilloux et al 2011b) comme une augmentation de I'anxiété
mesurée dans les tests de champ ouvert ou dans le labyrinthe en croix surélevé (Mendez-
David et al 2017b), une augmentation de I'incurie mesurée dans le test d’éclaboussures,
mais aussi des perturbations de I'architecture du sommeil (Le Dantec et al 2014), des
déficits d’apprentissages mesurés dans des paradigmes de localisation et de

reconnaissance d’objets (Darcet et al 2014). En utilisant un test de sensibilité a la chaleur,
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une étude révele également qu’une exposition chronique a la CORT induit une
augmentation de la sensibilité a la douleur (Hache et al 2012). De maniére intéressante,
plusieurs classes antidépresseurs ont été décrites comme ayant des effets
comportementaux bénéfiques dans ce modeéle. C'est le cas des ISRS et notamment la
fluoxétine (David et al 2009) qui, lorsqu’elle est administrée de maniére chronique
(18 mg/kg/jour pendant vingt-et-un jours) dans l'eau de boisson, améliore les effets
délétéres de la CORT dans la plupart des paradigmes comportementaux cités ci-dessus.
De tels effets bénéfiques ont également été obtenus avec des inhibiteurs mixtes de
recapture de 5-HT et de NA comme I'imipramine ou la venlafaxine (Bacq et al 2012). Ces
données ne se limitent pas aux antidépresseurs classiques. Plus récemment,
I'administration de kétamine (30 mg/kg injection aigle i.p.) s’est révélée suffisante pour
atténuer les effets pro-dépresseurs d’un traitement chronique a la CORT (Brachman et al
2016).

Il est intéressant de noter que plusieurs variantes a ce modele CORT ont été développées
avec succes. En particulier, I'administration chronique de CORT par voie sous-cutanée
provoque également un comportement pro-dépresseur marqué (Demuyser et al 2016,
Zhang et al 2015b). Fort de ces observations et en accord avec I'hypothese de I'hyper-
cortisolémie de la DM, le modéle CORT est un modeéle courant pour modéliser la dépression,
tester l'efficacité des antidépresseurs et préciser leurs mécanismes d’action chez le
rongeur.

Les études portant sur I'effet de la CORT sur I'activité des neurones sérotoninergiques ont
généré des données complexes et de plus amples investigations sont nécessaires pour les
réconcilier avec I’hypothése monoaminergique de la dépression. Une étude in vivo chez le
rat montre une augmentation des concentrations extracellulaires de 5-HT dans
I’hippocampe ventral suite a I'injection de CORT a travers une sonde de microdialyse (Barr
& Forster 2011). Ces résultats sont en accord avec la capacité de la CORT a stimuler
I'enzyme de synthése de la 5-HT, la TPH-2, et vont dans le sens d’une augmentation de la
décharge des neurones sérotoninergiques du noyau dorsal du raphé (NRD) chez la souris
exposée a cette hormone (5 mg/kg/jour ; p.o. correspondant & 35 pg/mi/jour) (Rainer et
al 2011). Au contraire, dans les zones de projection de ces neurones sérotoninergiques,
I'exposition a un stress prolongé provoque une augmentation de I'expression des
ARNmM d’autres récepteurs (5-HT22/5-HT2c) (Harada et al 2008) qui pourrait, du moins en
partie, rendre compte des effets comportementaux délétéres induit par la CORT.
L’hyper-cortisolémie affecte également les autres monoamines. Par exemple, dans un
modéle de rats hyper-cortisolémiques, Pacak et ses collaborateurs montrent que
I'administration chronique de CORT (25 mg/kg/jour ; s.c.) délivrée a I'aide d’'une pompe
osmotique, diminue la production de NA dans le PVN (Pacak et al 1995). Les auteurs

révélent qu’un stress de contrainte, additionnel au traitement CORT, n’affecte pas les
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concentrations extracellulaires de cette catécholamine pourtant augmentées chez des
animaux ayant recu un traitement contréle. La méme équipe réveéle plusieurs années plus
tard qu’en traitant les animaux avec un inhibiteur pharmacologique de la DOPA
décarboxylase (responsable de la conversion du précurseur L-DOPA en dopamine), la
méme exposition chronique a la CORT diminue la production de DA dans le noyau
accumbens (Pacak et al 2002). 1l semble donc que la synthése mais aussi le renouvélement
de DA soient réduits apres I'exposition chronique a la CORT. En accord avec ces données,
vingt-et-un jours d’exposition a la CORT (100 pg/ml) délivrée dans l'eau de boisson
augmente I'anhédonie, I'expression du NET et la dopamine p— hydroxylase dans le locus
coeruleus, I'hippocampe, le cortex préfrontal et 'amygdale (Fan et al 2014).

D’un point de vue morphologique, les altérations liées a une exposition prolongée a la
CORT sont nombreuses. Plusieurs groupes de recherche ont identifié des altérations
anatomiques et des modifications des branchements synaptiques dans le cortex préfrontal
médian (Seib & Wellman 2003, Wellman 2001), I’hippocampe (Sousa et al 2000, Southwick
et al 2005) ou encore I'amygdale (Mitra & Sapolsky 2008). Dans le cortex préfrontal
médian, I'arborisation dendritique dans les couches Il et Ill est diminuée suite a un
traitement chronique a la CORT (Wellman 2001). De la méme maniére dans I’hippocampe,
il est aujourd’hui admis qu’une exposition prolongée a la CORT réduit le nombre et le
volume des dendrites des neurones pyramidaux des aires CA1 et CA3 (Magarifios et al
1999, Sousa et al 1998) et une perte des fibres moussus du CA3 (Tata et al 2006). Le
phénomene inverse est observé dans I'amygdale (Mitra & Sapolsky 2008) ou une
exposition prolongée a la CORT induit une augmentation du nombre de boutons
synaptiques et I'apparition de nouvelles dendrites. En somme, ces données suggerent que
les altérations morphologiques et fonctionnelles liées a une exposition prolongée a la CORT
sont régions- et circuits-dépendants (Pittenger & Duman 2008).

Une autre forme de plasticité est la production de nouveaux neurones dans I'hippocampe
chez l'adulte. En injectant du BrdU, un agent intercalant de I’ADN, une étude rapporte
gu’un traitement chronique a la CORT réduit la prolifération cellulaire mesurée dans le DG
de I'hippocampe mais n’a aucun effet sur la survie des neurones néoformés (David et al
2009). Ces résultats ont été complétés par des études plus approfondies sur le plan
moléculaire révélant qu’'une exposition chronique a la CORT réduit fortement I'expression
de plusieurs facteurs de transcription comme le facteur de transcription CREB (c-AMP
Response Element Binding) (Gourley et al 2008) connu pour ses effets activateurs de la
neurogenése hippocampique (Nakagawa et al 2002) ou encore certains facteurs
neurotrophiques comme le BDNF (Duman 2002). En effet, il a été décrit une diminution de

la quantité d’ARNmM codants pour le BDNF dans I’hippocampe (Jacobsen & Mgrk 2006).
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4. Pharmacologie

L’hypothése monoaminergique de la dépression a permis le développement de composés
pharmacologiques ciblant principalement la 5-HT, la NA et la DA. Etudiées séparément, ces
trois monoamines sont responsables de plusieurs symptdémes qui, lorsqu’ils deviennent

suffisamment nombreux et durables, peuvent déclencher une DM (Figure 4).

Figure 4 : Implication de la 5-HT, de la NA et de la DA dans la symptomatologie de la dépression
majeure.

Figure adaptée de Stahl 2013.

Les premiers antidépresseurs ont été introduits dés les années cinquante avec la
découverte des TCA et des IMAO. En accord avec I’hypothése monoaminergique de la
dépression, ces deux classes de médicaments augmentent les concentrations en
monoamines dans la fente synaptique soit en inhibant leur recapture soit en inhibant leur
dégradation. Ces propriétés pharmacologiques ont été démontrées chez le rongeur a I'aide

de la technique de microdialyse intracérébrale (Tableau 2)
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Classe Molécule Administration Région cible Concentration Références
Cortex A[5-HT]ext (Koch et al
TCA Chlorimipramine Aigue
préfrontal A[NA]ext 2003)
Clorgiline Raphé dorsal
(Celada &
IMAO Tranylcypromine Chronique Cortex A[5-HT]ext .
Artigas 1993)
Deprenyl préfrontal
(Bymaster et al
N[DA]ext
2002)
apreés stress
Cortex (Cuadra et al
Fluoxétine Aigue [DA]ext
préfrontal 2001)
7|[NA]ext ,
(Hervas &
7|[5-HT]ext i
Artigas 1998)
N[NA]ext
Cortex apreés stress (Dazzi et al
Fluvoxamine Chronique
ISRS préfrontal N[5-HT]ext apres 2005)
stress
. . . Cortex 7[DA]ext (Adell &
Clomipramine Aigue )
préfrontal A[5-HT]ext Artigas 1991)
Cortex
. ) (Ortega et al
Citalopram Aigue préfrontal A[5-HT]ext
2013)
Locus coeruleus
) ) Cortex (Nguyen et al
Escitalopram Aigue A[5-HT]ext
préfrontal 2012)
Cortex (Tanda et al
Désipramine Chronique [DA]ext
préfrontal 1996)
Cortex 7[DA]ext (Swanson et al
IRN Atomoxétine Aigue
préfrontal A[NA]ext 2006)
. ) Cortex (Page & Lucki
Réboxétine Aigue A[NA]ext
préfrontal 2002)
(Kihara &
Cortex A[5-HT]ext
lkeda 1995)
Duloxétine Aigue préfrontal A[NA]ext
(Engleman et
Hypothalamus [DA]ext
Inhibiteurs al 1995)
mixtes . . ) Cortex (Koch et al
Milnacipran Aigue A[NA]ext
préfrontal 2003)
Cortex A[NA]ext (Koch et al
Venlafaxine Aigue
préfrontal A[5-HT]ext 2003)

Tableau 2 : Effets des différentes classes d’antidépresseurs sur les systemes monoaminergiques,

mesurés a I'aide de la technique de microdialyse intracérébrale in vivo.

Par la suite, des molécules plus sélectives ont été découvertes ouvrant la voie vers le

développement de nouvelles molécules présentant un meilleur profil de tolérance tels que

les inhibiteurs sélectifs de recapture de la 5-HT, de la NA ou de la DA.
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4.1. Cas des antidépresseurs monoaminergiques

4.1.1. Screening des antidépresseurs suite a une administration

unique

Le test de suspension caudale (TST) et le test de nage forcée (FST) pour lesquels le temps
total d’immobilité est le reflet de I'état de résignation des animaux, sont deux tests
couramment utilisés pour évaluer le potentiel antidépresseur d’'une molécule (Porsolt et al
1978, Steru et al 1985). En effet, I'injection intrapéritonéale (i.p.) d’imipramine (dés
5 mg/kg), de fluoxétine (dés 10 mg/kg) ou encore de venlafaxine (dés 4 mg/kg) réduit de
facon dose dépendante, I'immobilité mesurée dans ces deux tests en comparaison a des
souris (souche Swiss) ayant recu un traitement contrdle (Kulkarni & Dhir 2007). Plus
récemment, une étude rapporte chez la souris C57BI6/J que I'escitalopram (10 mg/kg)
diminue I'immobilité mesurée dans le TST (Patucha-Poniewiera et al 2017).

Si I'efficacité de ces molécules ne fait aujourd’hui aucun doute, des études révélent une
forte variabilité interlignée. Par exemple, la fluoxétine (5-40 mg/kg i.p.) a révélé un fort
effet antidépresseur mesuré dans le TST chez la souris C57BI6/] alors qu’aucune
modification du comportement n’a été observée dans une lignée DBA/2j (Jin et al 2017).
A l'inverse, les auteurs montrent que le citalopram (5-40 mg/kg i.p.) n’a aucun effet dans
une lignée C57BI6/J tandis qu'il réduit I'immobilité de souris DBA/2j de maniere dose
dépendante. De maniere intéressante, la paroxétine (5-40 mg/kg), ne semble avoir aucun

effet antidépresseur chez ces deux lignées de souris.

4.1.2. Screening des antidépresseurs dans des modeéles de dépression

suite & une administration chronique
L'action des ISRS dans les modéles animaux de dépression est aujourd’hui bien décrite
dans la littérature. Par exemple, dans un modeéle de stress chroniques imprévisibles, la
fluoxétine (10 mg/kg) atténue les effets délétéres du stress chronique tant au niveau du
comportement qu’au niveau fonctionnel (rétablissement de la neurogenése
hippocampique, augmentation de l'arborisation dendritique) (Morais et al 2014). Le
citalopram (Furr et al 2012) a révélé son efficacité notamment sur les altérations cognitives
induites par le stress chronique. Il est important de noter que ces résultats ont été
retrouvés dans d’autres modeéles de stress chroniques comme le stress de défaite social ou
encore le modéle d'impuissance acquise (pour revue Ramaker & Dulawa 2017).
Néanmoins, des différences interlignées ont également été mises en avant aprés un
traitement chronique aux antidépresseurs (Yalcin et al 2008). En effet, cette étude révéle
qu’un traitement chronique a la fluoxétine (10 mg/kg/j i.p.) a l'imipramine (20 mg/kg/j

i.p.) ou a la désipramine (10 mg/kg/j i.p.) pendant cinqg semaines corrige les effets de
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stress chroniques imprévisibles (notamment sur le comportement d’incurie) dans une

lignée BalbC alors qu’aucun effet de ces molécules n’est observé chez des souris Swiss.

4.1.3. Limites thérapeutiques des antidépresseurs sérotoninergiques

4.1.3.1.Long délai d’action

Chez I'Homme quatre a six semaines sont nécessaires avant de voir apparaitre les
premiéres améliorations des symptomes dépressifs. En s’'intéressant au systéme 5-HT, on
s’apercoit que ce délai d’action est compatible avec le temps nécessaire aux ISRS pour
provoquer une désensibilisation des autorécepteurs inhibiteurs somatodendritiques 5-HT1a
situés dans le NRD. Cette désensibilisation résulte de I'accumulation de sérotonine
endogene autour des corps cellulaires consécutive au blocage du transporteur SERT, situé
sur les collatérales des neurones sérotoninergiques re-innervant le raphé (Figure 5). Le
role de l'autorécepteur 5-HT1a dans la réponse aux ISRS a été mis en évidence a l'aide de
différentes approches utilisant des souris knock-out (KO) constitutives ou conditionnelles
(Guilloux et al 2006, Richardson-Jones et al 2010), de shRNA-5-HT1a (Bortolozzi et al 2012,
Ferrés-Coy et al 2013), ou différents agents pharmacologiques (Blier et al 1997, Haddjeri
et al 1999, Romero et al 1996). Il a été démontré que quatre semaines étaient nécessaires
pour voir apparaitre une augmentation de la neurotransmission monoaminergique et donc
une amélioration des symptémes (Albert & Vahid-Ansari 2019, Hyman & Nestler 1996,
Stahl 1998).

De maniére intéressante chez I'animal, la vortioxétine (5 mg/kg/jour) présente des effets
antidépresseurs des quatorze jours alors qu’un traitement a la fluoxétine (18 mg/kg/jour)
sur une méme période de temps n’a aucun effet sur le comportement anxio/dépressif
(Guilloux et al 2013).
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Figure 5 : Représentation schématique des effets d’un ISRS sur la neurotransmission 5-HT en fonction
de la durée de traitement.

Le tonus sérotoninergique basal est représenté en (A). Un traitement aux ISRS bloque le transporteur de la
sérotonine (SERT) permettant ainsi une augmentation des taux extracellulaires de 5-HT d’une part dans les aires
de projection et d’autre part autour des corps cellulaires des neurones situés dans le noyau dorsal du raphé (B).
L’élévation de taux de sérotonine endogéne autour des corps cellulaires sérotoninergiques facilite I'activation des
autorécepteurs somatodendritiques inhibiteurs 5-HT1a. Ceci a pour conséquence l'inhibition de I'activité électrique
des neurones sérotoninergiques limitant la neurotransmission au niveau des aires de projection. A long terme,
I'activation prolongée des autorécepteurs 5-HTia somatodendritiques conduit a leur désensibilisation, a une
restauration d’une activité neuronale normale et & une augmentation importante des concentrations synaptiques
en sérotonine. Le délai nécessaire a la désensibilisation des autorécepteurs 5-HT1a coincide avec I'apparition des

premiers signes thérapeutiques des ISRS. Figure adaptée d’apres David & Gardier 2016 et Rainer et al 2011.

4.1.3.2.Faible taux de réponse

Un tiers des patients sont toujours résistants a au moins deux antidépresseurs classiques
utilisés en premiére intention (Little 2009). En effet, plusieurs études cliniques révelent
chez les patients déprimés un taux de rémission (c’est-a-dire une disparition totale des
symptdmes dépressifs aprés traitement) qui varie entre 22% et 30%. Une étude démontre
qu’un an apreés le début du traitement, 60% des patients traités dont 50% souffrant de
dépression légére présentent toujours les mémes symptémes dépressifs (Goldberg et al
1998).

A notre connaissance, les études précliniques ne portent pas sur le taux de réponse bien

que certains travaux dissocient les animaux répondeurs des animaux non-répondeurs

32



(Carrillo-Roa et al 2017, Mendez-David et al 2017a) pour étudier ensuite les déterminants

génétiques qui caractérisent ces deux populations d’animaux.

4.1.3.3.Résistance aux traitements

En clinique, la résistance se définie par une non-réponse a au moins deux antidépresseurs
(ou plus) issus de classes pharmacologiques différentes. On compte 20% des patients qui,
malgré de multiples interventions, présentent toujours de nombreux symptémes de la
pathologie (Holtzheimer & Mayberg 2011).

L'utilisation de modeles animaux s’est développée afin de mieux comprendre les
meécanismes de résistance. En outre, une premiére étude révéele une distribution bimodale
dans la réponse chronique a I'escitalopram (5-10 mg/kg/j i.p.) pour laquelle seulement
une partie d’'une cohorte de souris modéles de stress chroniques imprévisibles voit
apparaitre des effets antidépresseurs mesurés dans le test de préférence au sucrose
(Jayatissa et al 2006). Des résultats similaires ont été retrouvés avec la fluoxétine
(10 mg/kg/j i.p) (Isingrini et al 2010). Une seule étude étudie la résistance au traitement
dans un modele CORT (Samuels et al 2014). Comme pour le modele UCMS, les auteurs
montrent qu'une sous-population d’animaux ne présente pas d’améliorations
comportementales dans le test d’alimentation supprimée par la nouveauté et le TST, aprés
un traitement chronique a la fluoxétine (18 mg/kg/j i.p.).

En somme, méme si les mécanismes de résistance aux traitements restent méconnus, de
nombreux protocoles de recherches précliniques se mettent en place en vue de modéliser

et de mieux comprendre ce phénomene.

4.1.3.4.Taux de rechute
La rechute est définie comme un état dépressif, semblable a celui observé avant
traitement, qui réapparait peu de temps aprés une période de rémission (Frank et al 1991).
Aujourd’hui, 50% des patients font I'expérience d’une rechute (Rush et al 2006) ou font
I'expérience de « récurrence », c’est-a-dire I'apparition d’un nouvel épisode dépressif aprés
un épisode de rémission plus long (Forte et al 2015, Georgotas 1985). Méme si plusieurs
méthodes de prévention de la rechute comme les thérapies cognitives (Bockting et al 2005,
Godfrin & Van Heeringen 2010) ont montré leur efficacité, la mise en place de ce type
d’approche reste aujourd’hui un défi (Rycroft-Malone et al 2014). En outre, si ces thérapies
non pharmacologiques utilisées dans le traitement de I'anxiété souffrent d’un faible taux
de participation (Batelaan et al 2010, Cuijpers et al 2010), les statistiques pour les
thérapies liées a la DM sont aujourd’hui non référencées. Enfin, méme si ces données sont
principalement décrites pour I'utilisation des ISRS, des données similaires ont également
été obtenues avec des IRN ou des inhibiteurs mixtes de recapture de la sérotonine et de

la noradrénaline (IRSN) comme la venlafaxine.
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Concernant les mécanismes neurobiologiques a l'origine de la rechute, ceux-ci sont mal
connus faute de modéles animaux pertinents. Correspondent-ils a une nouvelle
dégradation de la neurotransmission monoaminergique ? Dans ce travail de thése, nous
avons modeélisé la rechute en réalisant un suivi longitudinal des animaux exposés a la CORT
de maniére a évaluer leur comportement avant et aprés arrét des traitements
pharmacologiques (voir Chapitre 4 :). A notre connaissance, une telle étude n’a jamais été

élaborée chez I'animal de laboratoire.

4.2. Cas des inhibiteurs mixtes de recapture de la sérotonine

et de noradrénaline

Suite & un stress chronique, les IRSN (Muscat et al 1992) provoguent des effets
comportementaux de type antidépresseurs similaires aux ISRS. En effet, I'administration
répétée de venlafaxine induit des effets de type antidépresseurs chez des rats modéles de
dépression (Wang et al 2016a). Apreés trente jours de stress chroniques imprévisibles, vingt
jours de venlafaxine sont suffisants pour réduire I'anxiété mesurée dans le test de champ
ouvert et I'anhédonie dans le test de préférence au sucrose. D’'un point de vue clinique,
plusieurs études mettent en évidence les effets antidépresseurs de la venlafaxine. On
retiendra principalement I'efficacité des doses allant de 75 a 375 mg/kg/jour, en
comparaison a un placébo (Khan et al 1991, Schweizer et al 1991). Cependant, I’hypothése
selon laquelle 'augmentation simultanée de la neurotransmission sérotoninergique et
noradrénergique entraine une meilleure efficacité que les ISRS est encore controversée.
Par exemple, une méta-analyse de la littérature utilisant la duloxétine ne révéle aucune
évidence montrant la supériorité de cet IRSN comparé a des ISRS comme la fluoxétine ou
I'escitalopram (Cipriani et al 2012). Dans une autre étude, la venlafaxine exerce les mémes
effets sur la symptomatologie de la DM que la sertraline (ISRS) (Mehtonen et al 2000). En
revanche, le taux de réponse a six semaines de traitement est plus important dans le
groupe venlafaxine alors que huit semaines sont nécessaires pour voir apparaitre le méme
taux de réponse chez les patients traités a la sertraline. Des observations similaires ont
été décrites avec la fluoxétine (Silverstone & Ravindran 1999). Méme si la majorité des
études se focalisent sur les effets a moyen terme des IRSN, quelques études rapportent
leurs effets a plus long terme sur le taux de rémission et le risque de rechute. Par exemple,
chez des patients ayant répondu positivement aprés huit semaines de traitement a la
venlafaxine, le taux de rechute a six mois est de 11% contre 23% pour des patients traités
avec un ISRS (Entsuah et al 1996, Thase 1999). Dans la méme étude, les auteurs révelent

que la rechute est également plus faible un an apres le traitement a la venlafaxine.
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Basé sur I'hypothese monoaminergique de la dépression, les antidépresseurs classiques ciblent
préférentiellement la recapture de la 5-HT, NA et/ou DA. Bien que leurs modes d’action soient divers,
associes a une efficacité certaine, les antidépresseurs présentent encore aujourd’hui de
nombreuses limites thérapeutiques comme un long délai d’action, plusieurs effets indésirables et un
taux de rechute non négligeable. Une recherche active en psychopharmacologie vise a identifier de
nouvelles cibles cellulaires et moléculaires qui permettront de développer des nouveaux

médicaments présentant une meilleure efficacité
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Partie 2 : Les astrocytes, fonctions et implication

dans la dépression

Constituants majoritaires du SNC, les astrocytes forment la barriere hématoencéphalique,
protégeant ainsi I'encéphale des infections externes (Allen & Barres 2009). Egalement
décrits comme étant le support énergétique des neurones, les fonctions initialement
attribuées aux astrocytes sont diverses et variées. On sait aujourd’hui que leur réle dans
le SNC va au-dela de ces aspects, notamment en participant de maniére active a la
régulation de la neurotransmission. Les différents paragraphes de cette seconde partie
bibliographique s’attachent a décrire les différentes fonctions et mécanismes d’action des
astrocytes qui pourraient rendre compte de leurs réles dans les émotions et la réponse aux

antidépresseurs.

1. Généralités sur les astrocytes

Identifiés pour la premiére fois en 1824 par René Dutrochet, les astrocytes appartiennent
a la famille des cellules gliales qui composent 80% du SNC. Faisant référence a I’hypothése
selon laquelle ces cellules non-neuronales assurent la cohésion du systéme nerveux (de
gloios en grecque signifiant glue), on distingue aujourd’hui trois grands types de cellules
gliales :

- Les oligodendrocytes dont la fonction principale est la myélinisation des axones
(en périphérie, on parle de cellules de Schwann),

- La microglie dont le réle de cellules immunitaires permet de protéger le SNC des
réactions inflammatoires,

- Les astrocytes.

Les astrocytes sont sans doute les cellules les plus polyvalentes et les plus abondantes du
SNC puisqu’elles constituent la moitié des cellules du cerveau humain (Azevedo et al 2009)
et composent prés de 40% de la population totale de cellules gliales (Herculano-Houzel
2014, Rowitch & Kriegstein 2010). En forme d’étoile, ils se distinguent des neurones par
(Volterra & Meldolesi 2005) :

- La présence de filaments intermédiaires regroupés en faisceaux et composés
d’'une protéine spécifique : la protéine gliale fibrillaire acide (GFAP) qui est
souvent utilisée comme marqueur spécifique des astrocytes, méme si tous les
astrocytes n’expriment pas cette protéine (Kettenmann & Verkhratsky 2011),

- La présence de grains de glycogene au niveau du corps cellulaire et des
prolongements cytoplasmiques appelés pieds astrocytaires,

- La présence de jonctions communicantes permettant une signalisation

intracellulaire entre astrocytes adjacents.
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Des études morphologiques des prolongements astrocytaires ont permis de définir deux
catégories d’astrocytes (Figure 6) :
- Les astrocytes protoplasmiques, majoritairement présents dans la matiere grise,
présentent des prolongements fins et trés ramifiés (Farhy-Tselnicker & Allen
2018),
- Les astrocytes fibrillaires, principalement retrouvés dans la matiére blanche,

présentent des prolongements trés longs mais peu ramifiés (Liedtke et al 1996).

Figure 6 : Différences morphologiques entre astrocytes protoplasmiques et fibrillaires.
Les astrocytes protoplasmiques (A) ont un corps cellulaire plus gros et possédent de nombreuses ramifications
généralement courtes. Les astrocytes fibrillaires (B) ont un corps cellulaire plus petit mais leurs prolongements

sont plus longs et peu ramifiés. Figure adaptée d’aprés Sosunov et al 2014.

Les astrocytes protoplasmiques présentent de nombreux prolongements qui leur
permettent d’établir un contact étroit avec les vaisseaux sanguins, de participer a I'apport
des nutriments aux neurones et d’envelopper les synapses afin de moduler I'activité
neuronale pré- et post-synaptique (Heller & Rusakov 2015). Les astrocytes fibrillaires sont
principalement en contact avec les axones au niveau de la matiére blanche et participent,
aux coOtés des oligodendrocytes, au processus de myélinisation.

En exprimant de nombreux récepteurs capables de fixer un large panel de
neurotransmetteurs et neuromodulateurs, les astrocytes sont capables d’évaluer la
quantité de ces molécules biochimiques et, en réponse, den libérer dans I'espace
extracellulaire (Panatier et al 2011, Parpura & Verkhratsky 2012). Il s’instaure ainsi une
communication bidirectionnelle entre les astrocytes et les autres populations de cellules
qui composent le SNC. 1l est notamment admis aujourd’hui que les astrocytes sont
capables de communiquer avec la microglie (pour revue Jha et al 2019) et/ou les neurones

(pour revue Durkee & Araque 2019, Pérez-Alvarez & Araque 2013).
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Longtemps considérés comme non-excitables et dans I'incapacité de produire des
potentiels d’actions, il a été montré in vitro que les astrocytes répondent au glutamate
(Cornell-Bell et al 1990). Ainsi, I'application de glutamate sur des cultures primaires
d’astrocytes facilite une élévation des concentrations intracellulaire de calcium (Ca?%),
marque de [I'activation astrocytaire. Sur des coupes de cerveaux, cette élévation
intracellulaire de Ca?* peut se propager de proche en proche grace a la présence de
jonctions communicantes (JC ou gap-junctions) entre astrocytes adjacents. On parle de
« vagues calciques » (Fujii et al 2018, Schipke et al 2002). En réalité, ce n’est pas le Ca?*
qui diffuse d’'une cellule a l'autre mais I'un des acteurs de la signalisation calcique :
I'inositol-tri-phosphate (IP3). Basé sur des observations biologiques, Hofer et ses
collaborateurs montrent a I'aide d’'un modéle mathématique, que I'élévation intracellulaire
de Ca?* induit la production d’'IPz qui, en se propageant, induit successivement une
élévation des concentrations calciques, une nouvelle production d’'IPz: et ainsi de suite
(Hofer et al 2002).

La diversité morphologique et les propriétés physiologiques diverses des astrocytes posent
la question de la diversité de leurs fonctions (pour revue Ben Haim & Rowitch 2017). Leur
distribution dans le SNC est homogéne (Sofroniew & Vinters 2010) mais on retiendra une
hétérogénéité dans les marqueurs exprimés (Chaboub & Deneen 2012). On observe
principalement une forte densité d’astrocytes exprimant la GFAP dans I'hippocampe, les
régions sous-ventriculaires et la matiére blanche alors que les astrocytes corticaux
n’expriment que trés peu cette protéine (Kettenmann et al 2013). En microscopie, il est
possible d’observer une forte densité d’astrocytes au niveau des synapses, a l'interface
avec les vaisseaux sanguins alors que peu d’astrocytes sont présents autour des corps

cellulaires neuronaux (Khakh & Sofroniew 2015).

Les astrocytes se distinguent des neurones par leur morphologie mais aussi par leur
diversité et leurs nombreuses fonctions qui va au-dela d’'un réle de support pour les
neurones. Disposant d’'un véritable systeme de communication, les astrocytes sont
capables de transmettre des messages entre cellules voisines grace a la présence de
jonctions communicantes au niveau desquelles diffusent I'lPs. Ce dernier est responsable
d’élévations de proche en proche des concentrations intracellulaires de Ca?* appelées

« vagues calciques ». Celles-ci représentent la forme la mieux décrite d’activation des

astrocytes.
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2. Grandes fonctions des astrocytes

Il est aujourd’hui admis que les astrocytes jouent un réle important dans I'intégration et le
maintien de I'information neuronale (Oberheim et al 2012, Zhang & Barres 2010). En plus
d’apporter un support mécanique et énergétique aux neurones, les astrocytes participent
activement a leur activité, faisant de ces cellules gliales un acteur clé et indispensable dans

les grandes fonctions du SNC.

2.1. Astrocytes : modulateurs de I’énergie
Les astrocytes entrent en étroite communication avec le systéme sanguin, ce qui leur
confére un rble important dans le couplage neurovasculaire et neurométabolique (Martin
et al 2013). On estime aujourd’hui a plus de 99% la surface cérébrovasculaire enveloppée
par les prolongements astrocytaires (Simard et al 2003). En conséquence, les astrocytes

sont capables de capter et redistribuer les nutriments aux neurones.

2.1.1. Transport du glucose

Le cerveau est le plus gros consommateur de glucose de I'organisme. Entre 20% et 30%
du glucose circulant est consommeé par I'’encéphale. Disposant de trés peu de réserve, les
neurones ont besoin d’'un apport énergétique constant. On retrouve a la surface des
astrocytes plusieurs types de transporteurs du glucose. Les transporteurs les plus exprimés
sont les transporteurs de type 1 & 2 (GLUT-1 & 2) (Kacem et al 1998), exprimés a
I'interface astrocyte/sang (Figure 7). Récemment, une équipe a révélé la présence de
récepteurs a l'insuline sur les astrocytes (Cai et al 2018). Leur stimulation dans
I’hypothalamus est responsable de la capture du glucose par ces cellules gliales (Garcia-
Céceres et al 2016). Dans un modeéle de souris KO pour le récepteur a I'insuline dans les
astrocytes ou dans un modele de résistance a I'insuline, une capture plus faible du glucose
est observée, altérant ainsi la fonction hypothalamique sur le maintien de I’lhoméostasie
glucidique.

Une fois capté par les astrocytes, le glucose sanguin est métabolisé en glucose-6-
phosphate puis en glycogéne faisant de ces cellules gliales la source majeure de glycogéne
cérébral (Cali et al 2019). In vitro, les astrocytes consomment plus de glucose que les
neurones (Bouzier-Sore et al 2006, Jakoby et al 2014). En revanche, [l'activité
mitochondriale et la consommation d’ATP sont plus faibles dans les astrocytes (Hyder et al

2006) conduisant a une accumulation de pyruvate puis de lactate.
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2.1.2. Transport du lactate
Dans les neurones, le processus d’oxydation du glucose ne peut aboutir puisqu’'un des
produits de cette oxydation, le phospho-fructose, est systématiquement dégradé avant de
pouvoir donner le métabolite suivant (Fernandez-Fernandez et al 2012).
Dans les astrocytes, le glucose-6-phosphate peut étre métabolisé en pyruvate puis en
lactate qui sera préférentiellement utilisé par les neurones comme substrat énergétique.
Une fois produit par les astrocytes, le lactate est libéré dans le milieu extracellulaire par
des transporteurs aux monocarboxylates (MCT). Il peut étre ensuite capté par les neurones
via d’autres sous-types de MCT. En alimentant le cycle de Krebs mitochondrial, ce substrat
énergétique permet la production d’ATP dans les neurones et participe a leur
fonctionnement.
De maniere intéressante, le glutamate libéré par les neurones joue un réle important dans
I'apport énergétique puisqu’il permet d’augmenter la capture de glucose et son
métabolisme par les astrocytes, augmentant ainsi la quantité de lactate disponible pour
les neurones. Ce phénomeéne est appelé « Astrocyte/Neuron Lactate Shuttle » et il permet
de réguler la production astrocytaire de lactate en fonction des besoins neuronaux (Pellerin
& Magistretti 1994).
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Figure 7 : Représentation schématique du métabolisme glucidique dans la communication
astrocytes/neurones.

Le glucose est transporté du systéme sanguin aux astrocytes par les transporteurs au glucose GLUT-1 et 2. Apres
plusieurs réactions enzymatiques, il est métabolisé afin de donner soit du glycogéne stocké par les astrocytes
soit du lactate libéré dans le milieu extracellulaire par différents transporteurs aux monocarboxylates 1/4 (MCT
1/4). Le lactate est ensuite capté par les neurones via un autre transporteur aux monocarboxylates : le MCT-2.
Le pyruvate alimente alors la chaine respiratoire mitochondriale afin de permettre la production d’énergie sous
forme d’ATP.

2.2. Astrocytes : modulateurs de I’osmolarité

Les astrocytes sont importants pour le maintien et la régulation du volume de I'espace
extracellulaire qui compose la synapse. Plusieurs travaux soulignent la présence dans le
cerveau de canaux perméables a I'eau formés par des protéines appelées aquaporines
(Hasegawa et al 1994, Jung et al 1994). On sait aujourd’hui que les aquaporines de type
4 (AQP4) sont exprimées principalement par les astrocytes (Nielsen et al 1997).

L’'activité neuronale est dépendante du volume de I'espace extracellulaire (pour revue
Sykové & Nicholson 2008). Un volume extracellulaire plus petit facilitera la diffusion des
neurotransmetteurs, augmentant ainsi la probabilité de fixation sur les récepteurs cibles.
A linverse, un espace extracellulaire plus grand, réduit cette probabilité. Plusieurs
études montrent que des souris KO pour les AQP4 ont un volume extracellulaire plus

important (Yao et al 2008) s’expliquant par la présence de plus d’eau au niveau de
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I'encéphale (Haj-Yasein et al 2011). La présence d’AQP4 sur les terminaisons
astrocytaires pose la question du role de ces canaux dans le maintien de I'homéostasie
potassique au sein de la synapse tripartite. Des études en microscopie électronique ont
révélé sur cellules de Miller (astrocytes spécialisés de la rétine), que les AQP4 co-
localisent avec les canaux Kir4.1, originellement impliqgués dans I’'homéostasie
potassique de la synapse (Nagelhus et al 1999, Nagelhus et al 1998). Alors qu’aucune
étude ne révele I'implication directe des AQP4 dans I'’homéostasie potassique, ces canaux
perméables a I'eau pourraient affecter indirectement I'activité des canaux Kir4.1 via des
interactions moléculaires ou un étirement membranaire qui faciliterait I'ouverture des
canaux K* (Soe et al 2009). Des études plus récentes montrent que le réle des AQP4
sur I'’homéostasie potassique est bien plus complexe. Chez des souris KO pour 'AQP4,
des auteurs montrent qu’en plus d’une faible clairance du K* extracellulaire, ces animaux
présentent une activité épileptiforme plus importante dans I'hippocampe (Amiry-
Moghaddam et al 2003) associée a des crises plus longues (Binder et al 2006). Ainsi,
I'exemple de 'augmentation de I’espace extracellulaire chez des souris KO AQP4 (Yao et
al 2008) apporte un autre exemple de I'implication des astrocytes, via ces protéines,

dans la modulation de I'activité neuronale.

2.3. Astrocytes : modulateurs de la myélinisation

Le réle des astrocytes dans la myélinisation concerne principalement les astrocytes
fibrillaires et intervient majoritairement aprés un traumatisme au niveau de I'’encéphale.
Aprés une lésion, les astrocytes deviennent réactifs (on parle d’astrogliose réactive) et
apportent leur support au maintien, la régénération et la production de myéline (Barnett
& Linington 2013). Une augmentation de I'expression de GFAP associée aux astrocytes
réactifs est le signe d’'une lésion au niveau du SNC (Sofroniew & Vinters 2010). Il a été
montré que des souris KO pour la GFAP présentent des défauts de myélinisation et de re-
myélinisation aprés lésions (Liedtke et al 1996).

Des études in vitro ont révélé qu’'un milieu conditionné d’astrocytes favorise la
différentiation et la maturation des cellules précurseurs d’oligodendrocytes (Yoshida et al
1995, Zhu et al 2006). Comme décrit précédemment, les astrocytes, notamment
fibrillaires, sont capables de libérer des facteurs de croissance comme le facteur de
croissance ciliaire (CNTF). In vitro (Stankoff et al 2002) comme in vivo (Dallner et al 2002,
Stockli et al 1991), ce facteur de croissance favorise la prolifération, la maturation des
cellules progénitrices d’oligodendrocytes et la migration des cellules matures (Vernerey et
al 2013). Enfin, plusieurs évidences expérimentales montrent que les astrocytes sécretent
des molécules nécessaires a la myélinisation en cas de Iésion. Chez des souris, une lésion
consécutive a la diminution de I'expression d’'un transporteur astrocytaire aux ions fer

(ferroportine), induit moins de re-myélinisation et moins de maturations des cellules
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précurseures d’oligodendrocytes (Schulz et al 2012). Plus récemment, il a été démontré
que le processus de re-myélinisation nécessite des lipides, et plus particulierement le
cholestérol, sécrété par les astrocytes (Camargo et al 2017). Ceci est un exemple
supplémentaire illustrant la maniére dont ces cellules gliales peuvent moduler la vitesse
de conduction des signaux électriques neuronaux et donc, indirectement la

neurotransmission.

2.4. Astrocytes et plasticité synaptique
Les astrocytes jouent un rdle important dans la migration cellulaire et le guidage des
axones au cours des étapes précoces de maturation. Par la libération de molécules de la
matrice extracellulaire, les astrocytes participent a I'’élaboration d’un véritable échafaudage
aidant le guidage des axones (Clarke & Barres 2013). De la méme maniére, les astrocytes
participent a la croissance neuronale. Dans une étude in vitro, des auteurs révelent que la
neuréguline-2, un facteur de croissance produit par les astrocytes, favorise la croissance
des neurites (Nakano et al 2016). Néanmoins les effets in vivo des astrocytes sur la
croissance neuronale restent aujourd’hui trés peu documentés. Ces résultats ont été
complétés par un grand nombre d’études décrivant le réle des astrocytes sur la plasticité
synaptique. Les travaux récents de I'’équipe du Dr Magistretti réveélent que sur des cultures
de neurones, le L-lactate d’origine astrocytaire est capable d’activer la transcription de
nombreux génes impliqués dans la plasticité synaptique (Margineanu et al 2018). Une large
analyse transcriptomique en RT-gPCR a permis notamment de mettre en avant I'activation
de génes précoces comme cFos, zif268 ou encore Arc, des genes connus pour étre des
marqueurs d’activité neuronale. Cette étude montre par ailleurs que I'expression de ces
genes est sous le controle des facteurs de transcriptions activés lors du processus de LTP.
Les astrocytes sont capables de libérer des facteurs neurotrophiques comme le BDNF ou
le GDNF, nécessaires a la prolifération et a la maturation des neurones (Airaksinen &
Saarma 2002, Martin & Finsterwald 2011, Martin et al 2013, Paratcha & Ledda 2008). Une
lignée de souris KO pour le GDNF ou pour I'un de ses récepteurs GDNF.1, a été utilisée
pour montrer que la signalisation cellulaire associée a ce facteur de croissance est
nécessaire au développement post-natal (Airaksinen et al 1999). Dans le méme ordre
d’idée, l'inactivation d'un autre récepteur au GDNF, le récepteur GDNF.2 induit une
diminution de la neurotransmission glutamatergique dans I'hippocampe (Gerlai et al 2001).
Des données similaires ont été obtenues pour d’autres facteurs comme le BDNF. Plusieurs
travaux suggeérent notamment que ce dernier exerce un effet positif sur la croissance
neuronale dans les premiéres phases de développement mais aussi dans le cerveau adulte
(Horch 2004). Des résultats in vitro montrent que I'application de BDNF sur des cultures
de neurones corticaux induit une augmentation de la taille de leurs dendrites (McAllister et

al 1996). De plus, il est intéressant de noter que la sur-expression de ce facteur
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neurotrophique dans les astrocytes de I'hippocampe de souris adultes stimule la
neurogenese hippocampique (Quesseveur et al 2013a), apportant une preuve
expérimentale in vivo d'un effet neurotrophique des astrocytes dans cette région cérébrale.
Les modalités de libération (calcium-dépendante et/ou indépendante) du BDNF restent
encore a étre précisées mais d’un point de vue fonctionnel, le BDNF est capable de stimuler
in vitro la libération de glutamate par les neurones (Takei et al 1998). En utilisant la
technique de microdialyse, Paredes et ses collaborateurs corroborent ces résultats in vivo
et montrant que l'infusion de BDNF dans I'hippocampe augmente les concentrations
extracellulaires de glutamate dans cette structure limbique (Paredes et al 2007).
L’augmentation de la neurotransmission glutamatergique induite par le BDNF astrocytaire
pourrait également résulter de la capacité de ce facteur neurotrophique a augmenter
I'expression (Caldeira et al 2007) et la probabilité d’ouverture des récepteurs NMDA (Levine
& Kolb 2000) au niveau des neurones post-synaptiques hippocampiques. Ces données

montrent que les astrocytes sont capables de moduler la plasticité et I'activité neuronale.

2.5. Astrocytes et synapse tripartite

2.5.1. Modulateurs de la neurotransmission

Le potassium (K*) extracellulaire est essentiel pour le fonctionnement des neurones, ses
concentrations extracellulaires restant stables autour de 3 mM (Somjen 1979). Lorsque
I'espace extracellulaire est saturé, les concentrations extracellulaires de K* ne varient plus
et la stimulation nerveuse devient élevée et constante. Ces observations ont conduit a
I’hypothése de la clairance du K* par les astrocytes. Hertz propose pour la premiére fois le
réle de ces cellules gliales dans I’homéostasie potassique (Hertz 1965). En utilisant des
souris KD pour le co-transporteur Na*/K*, Kir4.1, Sibille et ses collaborateurs apportent
des preuves électrophysiologiques a I'hypothése posée par Hertz (Sibille et al 2014). On
sait également aujourd’hui que la pompe Na*/K*—ATPase est également impliquée dans la
I'assimilation du K* par les astrocytes (Kofuji & Newman 2004) notamment lors de fortes
activités neuronales (Larsen et al 2014). Ces caractéristiques ont permis en 1999 d’établir
pour la premiére fois le concept de synapse tripartite (Araque et al 1999) qui repose sur
la communication de trois éléments : I'élément neuronal pré-synaptique, I'élément
neuronal post-synaptique et I'astrocyte. A titre d’exemple, dans I’hippocampe plus de 50%
des synapses glutamatergiques seraient des synapses tripartites (Fellin et al 2006).

Les astrocytes expriment a leur surface de nombreux transporteurs qui leur permettent de
réguler finement I'activité neuronale. Entre autres, ces cellules gliales expriment un large
panel de transporteurs au glutamate comme les transporteurs GLT-1 et 2 (Perea & Araque
2005, Perea et al 2009), leur permettant de réguler directement les concentrations
synaptiques de neurotransmetteurs. En effet, une des propriétés des astrocytes est le

recyclage des neurotransmetteurs (Marcaggi & Attwell 2004), notamment celui du
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glutamate (Uwechue et al 2012). Lorsque le glutamate est libéré par I'élément pré-
synaptique, il peut étre capté par les astrocytes grace aux transporteurs GLT-1 et 2. Sous
I’action de la glutamine synthase dans le cytoplasme des astrocytes, le glutamate est alors
converti en glutamine puis transféré a I'élément pré-synaptique pour limiter sa
néosynthése couteuse en énergie.

Par ailleurs, les astrocytes expriment plusieurs sous-types de récepteurs au glutamate
comme les récepteurs ionotropiques NMDA, AMPA ou encore les récepteurs
métabotropiques mMGIuR (Perea & Araque 2005). Depuis les premiéres observations de
Cornell-Bell dans les années 1990 (Cornell-Bell et al 1990), la réponse astrocytaire a la
stimulation glutamatergique correspond a une élévation des concentrations intracellulaires
en Ca2* (Panatier et al 2011, Porter & McCarthy 1997). Il est cependant important de noter
que I'élévation locale des concentrations en Ca?* pourrait résulter de I'activation des
récepteurs glutamatergiques métabotropiques mGIuR de type 5. Une étude sur tranche
révele que ce sous-type de récepteur est exprimé par les astrocytes chez I'adulte et que
leur activation est associée a I'induction de vagues calciques (Sun et al 2013).

Des évidences récentes montrent que la fonction astrocytaire au sein méme de la synapse
tripartie peut étre étendue a la synapse monoaminergique (pour revue Quesseveur et al
2013b). Les astrocytes expriment plusieurs transporteurs et récepteurs aux monoamines
(Then et al 2017, Vaarmann et al 2010), les rendant sensibles aux variations des
concentrations extracellulaires de 5-HT, NA et DA (Figure 8). Les transporteurs des
monoamines sont trés présents a la surface des astrocytes. In vitro, I'application de
fluoxétine sur cultures d’astrocytes permet d’augmenter les concentrations extracellulaires
de 5-HT apportant une premiére preuve de la présence du SERT sur les astrocytes (Katz
& Kimelberg 1985). Ces résultats ont été confirmés par la détection d’ARNm codants pour
le SERT sur des cultures primaires d’astrocytes (Inazu et al 2001, Kittel-Schneider et al
2012). De la méme maniéere, une étude en RT-gPCR a révélé que les astrocytes expriment
le transporteur NET (Inazu et al 2003). Méme si ces données sont controversées (Hansson
et al 1985, Hosli & Hosli 1995, Paterson & Hertz 1989), plusieurs inhibiteurs du NET comme
la désipramine ou le milnacipran ont montré leur capacité a bloquer la recapture de la NA

sur des cultures primaires d’astrocytes de rats (Inazu et al 2003).

Les récepteurs monoaminergiques sont également présents sur les astrocytes. Par
exemple, I'expression du sous-type de récepteur a la sérotonine 5-HT1a a été détectée in
vivo et in situ dans le cortex enthorinal et I’hippocampe de primates (Azmitia et al 1996).
Son activation permet une élévation de la libération de s100p, une protéine capable de se
fixer au Ca?* (Eriksen et al 2002, Whitaker-Azmitia et al 1990) et de favoriser le
métabolisme énergétique, la communication et la croissance cellulaire (Zimmer et al

1995). De maniére intéressante, de faibles concentrations de s1003 ont été associées a
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une réduction de la mort neuronale (Ahlemeyer et al 2000, Eriksen & Druse 2001) alors
qu’une forte concentration de cette protéine a été associée a plusieurs pathologies
notamment psychiatriques (Schroeter et al 2013). La présence d’autres récepteurs
sérotoninergiques comme les récepteurs 5-HT2 a également été rapportée sur des cultures
primaires d’'astrocytes issus de I'hippocampe (Zhang et al 2010a). Couplé a une protéine
Gq, I'activation de ces récepteurs permet le déclenchement d’'une cascade de signalisation
visant a augmenter les concentrations intracellulaires de Ca?* puis la libération de
gliotransmetteurs ou a la production de facteurs de croissance comme le GDNF (Tsuchioka
et al 2008). Dans cette derniére étude, les auteurs utilisent une lignée cellulaire
d’'astrocytes pour montrer que la production de GDNF, passe par I'activation des récepteurs
5-HT2 et la phosphorylation/activation de facteurs de transcription tel que ERK. D’autres
types de récepteurs sérotoninergiques ont été retrouvés sur les astrocytes comme les
récepteurs 5-HT4 ou 5-HT7 qui, in vitro, semblent avoir un effet sur la libération de
molécules pro-inflammatoires comme l'interleukine-6 (Lieb et al 2005). Ainsi, la réponse
des astrocytes suite a I'augmentation des concentrations extracellulaires de 5-HT au sein
de la synapse tripartite monoaminergique dépendra du sous-type de récepteur
sérotoninergique activé.

Des études in vitro ont également révélé la présence des récepteurs a- (Shao & Sutin
1992) et f—adrénergiques (Junker et al 2002) sur les astrocytes. Alors que la stimulation
de ces deux sous-types de récepteurs favorise la production de BDNF par les astrocytes
(Juric et al 2008), les voies de communications intracellulaires impliquées difféerent. Leur
couplage a une protéine Gq permet aux récepteurs o—adrénergique, lorsqu’ils sont activés,
de déclencher la production d’'IP3, 'augmentation des concentrations intracellulaires de
Ca?* et la libération de BDNF (O'Donnell et al 2012). En revanche, l'activation des
récepteurs B—adrénergiques permet l'activation d’une adénylate cyclase (Daaka et al
1997), la phosphorylation du facteur de transcription CREB participant a la production de
BDNF (Chen et al 2007). A linstar du glutamate, l'activation des récepteurs o—
adrénergiques et notamment le sous type a1, favorise I'oxydation du glucose en
augmentant la glycolyse (Catus et al 2011), les récepteurs a2 et f eux étant plus impliqués
dans le processus de glycogénolyse (conversion du glycogéne stocké en glucose) (O'Dowd
et al 1995, Sorg & Magistretti 1991) laissant entrevoir la possibilité qu’une activation
adrénergique des astrocytes peut participer au fonctionnement de la synapse fournissant

plus d’énergie aux neurones Vvoisins.
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Figure 8 : Régulation de I'activité astrocytaire par la 5-HT, la NA et leurs récepteurs respectifs au sein
de la synapse tripartite monoaminergique

Figure redessinée et adaptée d’aprés Quesseveur et al 2013b.

L’ensemble de ces observations cellulaires et moléculaires montrent que les astrocytes
sont, au sein de la synapse tripartite, capables de recevoir des informations des neurones
et de répondre a ces signaux a travers un grand nombre de récepteurs, conduisant a une
augmentation du Ca?* intracellulaire. Ce signal permet aux astrocytes de libérer des
substances neuroactives par un processus appelé gliotransmission (Araque et al 2014).
Celui-ci repose sur le principe de libération de gliotransmetteurs par les astrocytes dans la
fente synaptique de maniere a moduler I'activité des neurones pré- et/ou post-

synaptiques.

2.5.2. Modulateurs de la gliotransmission
Au sein de la synapse tripartite, des études récentes révélent que les astrocytes sont
capables de libérer des molécules neuroactives comme le glutamate (Orellana et al 2011b),
I'ATP (Kang et al 2008) ou la D-sérine (Papouin et al 2017). Ces molécules appelées
gliotransmetteurs, participent a la modulation de [I'activité neuronale pré- et post-

synaptique une fois libérées dans I'espace extracellulaire Tableau 3 ; Figure 9).
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Type d’étude Technique utilisée Effet Références

Glutamate

Libération vésiculaire
Patch clamp (Arague et al 2000)
dépendante du Ca2+

Libération via les HC
Culture primaire . . . .
Analyse HPLC sensible aux stimuli (Jiang et al 2011)

osmotiques

Mort neuronale par
Capture de colorant (Orellana et al 2011b)
activation des Panx1

ATP
Module la libération de

In vivo Microdialyse (Okada et al 2001)
5-HT hippocampique

o Mort neuronale par
Culture primaire Capture de colorant o (Orellana et al 2011b)
activation des Panx1

. Electrophysiologie sur Synchronisation du
Ex vivo (Pascual et al 2005)
tranches réseau neuronal

D-Sérine

Intégration des
Microscopie nouveaux neurones dans (Sultan et al 2015)

I’hippocampe

In vivo
Maturation et
Electrophysiologie augmentation de la (Van Horn et al 2017)
plasticité synaptique
. Electrophysiologie sur o )
Ex vivo Module I'activité NMDA (Panatier et al 2006)

tranches

Tableau 3 : Exemples d’effets de trois gliotransmetteurs (glutamate, ATP et D-sérine) sur l'activité

neuronale

e Cas du glutamate

La libération de glutamate a été mise en évidence in vitro a I'aide de cultures mixtes
neurones/astrocytes. Alors qu’une premiére étude révele la présence de vésicules
contenant du glutamate au niveau des pieds astrocytaires (Bezzi et al 2004), ces
résultats ont été confirmés par une étude montrant que cette libération par les astrocytes
est dépendante du Ca?* (Liu et al 2011). En ce sens, tout stimulus augmentant les
concentrations intracellulaires de Ca?* comme les stimuli mécaniques (Araque et al
2000, Montana et al 2004), ou encore I'activation de récepteurs couplés aux protéines
Gq (Zhang et al 2004) permet la libération du glutamate par les astrocytes. Dans
I’hippocampe, il a été démontré que ce processus peut moduler I'activité neuronale
(Angulo et al 2004). En effet, I'’enregistrement électrophysiologique sur tranches révele
une augmentation des potentiels post-synaptiques excitateurs suite a la libération de
glutamate par les astrocytes. Des données viennent appuyer ces observations, précisant

que l'effet du glutamate astrocytaire sur les neurones passe principalement par les



récepteurs NMDA (Fellin et al 2004). Néanmoins, en activant les récepteurs kainate ou
les récepteurs mGIuR, le glutamate astrocytaire favorise respectivement la LTP ou la LTD
mesurées en électrophysiologie sur tranches d’hippocampe (Liu et al 2004a, Liu et al
2004b).

Méme si la grande majorité du glutamate astrocytaire est libérée selon le mécanisme
d’exocytose, d’autres mécanismes de libération ont été identifiés comme le gonflement
cellulaire, notamment en conditions pathologiques (Kimelberg et al 1990), par activité
inverse des canaux sodiques (Longuemare & Swanson 1995), par I'activation des
récepteurs canaux purinergiques P2X7 (Duan et al 2003), ou encore par des canaux
spécialisés (pannexines/connexines) qui seront détaillés dans le troisieme volet de la

partie bibliographique de ce manuscrit de these.

e Cas de 'ATP/Adénosine

Bien que I'ATP soit le substrat énergétique principal de toutes les cellules, son action va

au-dela d’'un rdle intracellulaire puisqu’elle peut également activer des récepteurs
purinergiques situés sur les neurones et les astrocytes. En culture, I’ATP libérée par les
astrocytes permet le déclenchement de vagues calciques (Guthrie et al 1999) au sein du
réseau d’'astrocytes. Les mécanismes qui sous-tendent sa libération restent cependant &
clarifier (Koizumi 2010). Alors que certaines études soulignent I'importance de
I'exocytose (Maienschein et al 1999), appuyées par des observations microscopiques
révélant la présence de vésicules astrocytaires contenant de I’ATP (Coco et al 2003), une
autre étude révéle I'importance de I'activation des récepteurs-canaux P2X7 et de
I’'augmentation intracellulaire de Ca?* dans la libération d’ATP (Suadicani et al 2006).
Dans une série d’expériences combinant des approches pharmacologiques,
microscopiques et électrophysiologiques, il a été montré que I'ATP provenant des
astrocytes pouvait faciliter I'expression des récepteurs AMPA a la membrane des
neurones post-synaptiques (Gordon et al 2005). L’enregistrement électrophysiologique
sur tranches a permis aux auteurs de montrer que I’ATP augmente I'amplitude des
potentiels post-synaptiques excitateurs. Néanmoins, les effets activateurs de I’ATP sont
limités par son cycle de dégradation. En effet une fois libérée dans I'espace
extracellulaire, I'ATP est trés vite dégradée en adénosine. En agissant sur les récepteurs
purinergiques A: situés sur I'élément pré-synaptique, I'adénosine permet, quant-a-elle,
d’inhiber la libération de glutamate (Zhang et al 2003) et de coordonner I'ensemble de
I'activité synaptique (Pascual et al 2005). Plus récemment des études utilisant des
méthodes d’inactivation génétique (Lalo et al 2014) ou d’optogénétique (Tan et al
2017b) proposent un réle inhibiteur de 'adénosine. Dans un modeéle de souris KO pour
les récepteurs purinergiques P2X4 post-synaptiques, Lalo et ses collaborateurs montrent

une diminution des potentiels post-synaptiques inhibiteurs suite a la libération d’ATP par
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les astrocytes, laissant entrevoir I'importance des récepteurs P2X4 dans les effets
inhibiteurs de I'adénosine. D’ailleurs, Tan et ses collaborateurs montrent que I'activation
par optogénétique des astrocytes hippocampiques, favorise la libération d’ATP par ces
cellules gliales, qui active dans un second temps les neurones GABAergiques de cette
région. En combinant I'optogénétique et des lignées de souris mutantes pour les

récepteurs purinergiques, les auteurs révelent quant a eux le rble des récepteurs Ax.

e Cas de la D-sérine

Une premiére étude in vitro menée dans les années quatre-vingt-dix, révele la présence
de D-sérine dans les astrocytes (Schell et al 1995). Les auteurs suggérent que la
libération de D-sérine par les astrocytes est dépendante du glutamate puisque cet acide
aminé est retrouvé dans des régions riches en glutamate (comme I'hippocampe ou le
cortex préfrontal) et que des agonistes des récepteurs NMDA favorisent ce processus.
Ces données apportent une preuve complémentaire en faveur de la présence de D-sérine
au niveau des astrocytes qui peut étre libérée dans I'espace extracellulaire grace a des
mécanismes d’exocytose Ca?*—dépendants (Takata et al 2011). Plusieurs études
viennent appuyer ces résultats puisque des observations en microscopie électronique
réveélent la présence de D-sérine dans des vésicules situées au niveau des pieds
astrocytaires (Bergersen et al 2012, Martineau et al 2013). In vitro, 'augmentation de
la libération de D-sérine par les astrocytes facilite les processus de LTP sur tranches
d’hippocampe (Yang et al 2003). In vivo, il a également été démontré que la D-sérine
est libérée par les astrocytes par exocytose et qu’elle agit également favorablement sur
la LTP (Panatier et al 2006). Dans cette étude les auteurs utilisent des tranches

d’hippocampe sur lesquelles la D-sérine se fixe sur les récepteurs NMDA pour renforcer

cette forme de plasticité au niveau de I'élément[post-synaptigue. Ces observations sont

néanmoins controversées puisqu’une chute des concentrations de Ca?* dans l'aire CA1
de I’'hippocampe ne bloque pas le processus de LTP (Ge & Duan 2007). Or, quelques
années plus tard, une étude montre gu’un clamp du Ca?* astrocytaire bloque la LTP des
neurones de I'aire CA1 de I'hippocampe alors que ce processus est restauré en réponse

a I'application de D-sérine (Henneberger et al 2010).
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Figure 9 : Représentation schématique d’'une synapse tripartite.

L’élément pré-synaptique (jaune) libére des neurotransmetteurs (sphéres bleues) qui se fixent sur leurs
récepteurs post-synaptiques (orange) régulant ainsi son activité. Les astrocytes (vert) libérent des
gliotransmetteurs (sphéres jaunes) qui permettent de moduler I'activité neuronale a la fois au niveau pré- et

post-synaptique.

Les astrocytes entretiennent des liens anatomiques et fonctionnels étroits avec les
neurones. Ces cellules gliales fournissent aux neurones les substrats énergétiques et les
facteurs neurotrophiques nécessaires a leur prolifération, maturation, survie puis a leur
fonctionnement. De plus, les astrocytes sont capables de réguler le volume et 'osmolarité
du milieu extracellulaire ou encore, favoriser la myélinisation aprés une Iésion du systeme
nerveux central. Enfin, au sein de la synapse tripartite glutamatergique et
monoaminergique, les astrocytes sont également capables de moduler I'activité pré- et
post-synaptique des neurones par deux processus majeurs : capture/fixation de

neurotransmetteurs et libération de substances neuroactives appelés gliotransmetteurs.
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3. Astrocyte et physiopathologie
Des altérations dans la physiologie des astrocytes ont conduit a I'hypothése de leur

implication dans plusieurs pathologies neurologiques et psychiatriques (Rossi & Volterra
2009).

Figure 10 : Représentations schématiques des grandes fonctions astrocytaires.

Figure adaptée d’aprés Middeldorp & Hol 2011.

Plusieurs pathologies ont été décrites comme présentant des altérations astrocytaires : on
parle d’'astrogliopathies. On distingue par ailleurs deux types d’astrogliopathies : les
astrocytopathies et les astroglioses réactives (Pekny et al 2016). La premiére peut étre

définie par des modifications morphologiques associées a une perte de fonction, tandis que
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la seconde se caractérise principalement par I’hypertrophie des astrocytes souvent

associée a une augmentation de I'expression de la GFAP et une cicatrice gliale.

3.1. Astrocytes et physiopathologie de la dépression
En accord avec leurs rdles au sein des synapses tripartites glutamatergiques et
monoaminergiques, de nombreuses études suggérent que la DM est non seulement une

pathologie neuronale mais aussi gliale.

3.1.1. Modifications numéraires & anatomiques

De plus en plus détudes apportent des preuves expérimentales en faveur d’'une
perturbation astrocytaire dans la DM (Ongir et al 1998). Par exemple, l'utilisation
d’anticorps spécifiqguement dirigés contre la GFAP ou s1008 ont permis de montrer a l'aide
d’approches immunohistochimiques sur coupes post-mortem, une diminution de la densité
d’astrocytes dans le cortex préfrontal (Miguel-Hidalgo et al 2000), I’'hippocampe (Cobb et
al 2016) ou encore I'amygdale (Altshuler et al 2010) de patients souffrant de DM. De
maniére intéressante, des résultats similaires ont été observés dans différents modéles
animaux de dépression. Dans le cortex préfrontal de souris ayant été exposées a des stress
chroniques imprévisibles (Banasr & Duman 2008) ou encore dans I’hippocampe d’animaux
soumis a un stress social (Gong et al 2012), une diminution de la densité de cellules GFAP-
positives a été détectée. Par ailleurs, de nombreuses études révéelent des altérations des
astrocytes fibrillaires dans la pathologie de la DM. Dans I'une d’entre elles réalisée post-
mortem, une diminution de la taille des corps cellulaires des astrocytes dans le cortex de
patients déprimés a été démontrée (Torres-Platas et al 2015). Les auteurs rapportent par
ailleurs une diminution du nombre de ramifications, de la taille de ces ramifications et du
nombre d’épines dendritiques de ces astrocytes fibrillaires corticaux. Une étude de
recherche translationnelle récente confirment ces résultats (Rajkowska et al 2018).

En analysant plus finement la morphologie astrocytaire dans le cortex préfrontal,
notamment a 'aide d’une analyse de Sholl, il a été montré que des animaux soumis a un
stress de contention pendant vingt-et-un jours présentent de plus petites extensions
(Tynan et al 2013) en termes de longueur, de volume mais aussi de ramifications.

Les thérapies pharmacologiques s’averent bénéfiques sur ces anomalies liées a la densité
et a la morphologie des astrocytes. Par exemple, un traitement chronique a la fluoxétine
(15 mg/kg/jour pendant sept jours) atténue la perte d’astrocytes dans I’hippocampe de rat
(Czéh et al 2006). Chez la souris, une autre étude montre qu’un traitement a la paroxétine
(10 mg/kg p.o. deux fois par jour pendant vingt-huit jours) induit un comportement de
type antidépresseur associé a une surexpression de GFAP dans I’hippocampe (Sillaber et
al 2008). Ces résultats sont confirmés avec différentes classes d’antidépresseurs et

notamment les TCA comme la clomipramine (Liu et al 2009). Ces résultats sont également
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observés dans une lignée de rats génétiquement sélectionnés sur la base de leur phénotype

dépressif (Di Benedetto et al 2016).

Compte tenu des multiples réles des astrocytes décrits précédemment, ces altérations
laissent également entrevoir la possibilité qu’elles soient accompagnées d’altérations

fonctionnelles dans la physiopathologie de la DM.

3.1.2. Modifications énergétiques

Un nombre croissant d’évidences démontre un dysfonctionnement énergétique dans la DM
notamment dans le cortex préfrontal (Li et al 2015a), I'hippocampe (Videbech 2000) ou
encore I'amygdale (Drevets et al 2002). Comme décrit précédemment, des études en IRMf
ont montré une hypoactivité du cortex préfrontal de patients souffrant de DM (pour revue
Willner et al 2013). Cependant ces résultats restent incomplets dans la mesure ou aucune
étude ne révele précisément le type cellulaire impliqué dans ces déficits métaboliques.
Une réduction de la surface des terminaisons astrocytaires a l'interface des vaisseaux
sanguins a été révélée dans le cortex préfrontal de patients déprimés (Rajkowska &
Stockmeier 2013) mais aussi dans une lignée de rats spécifiqguement sélectionnés pour
leur haut niveau d’anxiété (Di Benedetto et al 2016). Ainsi, I’assimilation de glucose par
les astrocytes serait effectivement réduite dans la DM. Par ailleurs, in vitro et in vivo,
I'administration de CORT exerce des effets délétéres sur I'activité biochimique des
astrocytes puisque cette hormone réduit la production de glycogéene par les astrocytes
(Allaman et al 2004, Elekes et al 1996, Zhang et al 2015c).

In vitro les antidépresseurs ont une efficacité non-négligeable sur ces altérations
métaboliques associées a la DM. Par exemple, I'application de fluoxétine ou encore de
paroxétine sur des cultures primaires d’'astrocytes pendant vingt-quatre heures permet
d’augmenter la libération de lactate. De maniere intéressante, deux TCA comme
I'imipramine ou la désipramine ne permettent pas d’observer de tels résultats (Allaman et
al 2011). En utilisant du glucose radiomarqué, les auteurs révelent dans la méme étude
que les ISRS augmentent I'assimilation du glucose alors que les TCA ne semblent pas
modifier ce processus. De maniére intéressante, soixante-douze heures d’exposition de a
la fluoxétine augmente la production et la libération de lactate sur des cultures primaires
d’astrocytes humains (Daniele et al 2015). La méme étude montre que des antidépresseurs
multimodaux comme la trazodone, un inhibiteur du SERT et un antagoniste des récepteurs
5-HT2a, permet d’obtenir des effets encore plus marqués que ceux observés avec les ISRS.
Enfin, 'administration périphérique de lactate semble avoir des effets antidépresseurs chez
des souris modeles de dépression (Carrard et al 2018). Aprés vingt-et-un jours de
traitement chronique a la CORT, les auteurs montrent que des injections systémiques de

L-lactate diminuent le temps d’'immobilité dans le test de nage forcée. In vitro I'application
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de L-lactate sur des cultures de neurones induit I'expression de nombreux géenes impliqués
dans la plasticité synaptique (Margineanu et al 2018). Ces derniers résultats restent a étre

confirmés in vivo.

3.1.3. Modifications de I'osmolarité

Une étude post-mortem chez 'Homme révéle une réduction des AQP4, associée a une
diminution de la couverture hémato-encéphalique dans le cortex orbitofrontal de patients
déprimés (Rajkowska et al 2013). De la méme maniére, une diminution de la quantité
d’ARNmM codant pour les AQP4 a été observée dans le locus coeruleus (Bernard et al 2011)
et I’hippocampe (Medina et al 2016) de patients déprimés laissant penser a un défaut de
ces canaux dans la DM.

De maniére surprenante, dans un modéle murin de stress chronique (vingt-et-un jours de
CORT par voie sous-cutanée) une surexpression des AQP4 dans I'hippocampe a été
rapportée (Kong et al 2014). Dans une lignée de souris KO AQP4, ces auteurs révelent
néanmoins une plus forte sensibilité au stress chronique induit par la CORT puisque le
temps d’'immobilité mesuré dans le FST et le TST est plus important en comparaison a des
animaux sauvages non mutés. Ces résultats contredisent une étude précédente montrant
que I'inactivation génétique des AQP4 n’affecte pas le comportement anxio/dépressif apres
sept jours de stress chroniques imprévisibles (Kong et al 2009). Néanmoins, la méme
étude suggére que les effets thérapeutiques de la fluoxétine nécessitent la présence des
AQP4. En effet, alors que quatre semaines de fluoxétine réduisent la latence a aller se
nourrir dans le test d’alimentation supprimée par la nouveauté, la diminution d’expression
des AQP4 dans une lignée KO prévient I'apparition des effets antidépresseurs de cet ISRS.
En dépit de ces découvertes, les effets des antidépresseurs sur I'expression/fonction des

AQP4 restent méconnus et peu documentés.

3.1.4. Modification de la myélinisation
L'implication des oligodendrocytes dans la DM est un terrain de plus en plus exploré (Edgar
& Sibille 2012). En effet, des études post-mortem ont révélé de nombreuses altérations
dans la matiere blanche de patients déprimés (pour revue Tham et al 2011). Par exemple,
I'utilisation d’'un colorant spécifique de la myéline révéle un marquage moins important
dans le cortex dorsolatéral de patients déprimés (Regenold et al 2007). Sur le plan
microscopique, une analyse des marquages histologiques sur coupes post-mortem de
patients déprimés révélent une diminution du nombre d’oligodendrocytes dans le cortex
préfrontal et 'amygdale (Hamidi et al 2004, Uranova et al 2004). Ces observations ont été
confirmées par approche transcriptomique montrant une diminution de I'expression du
gene CNP-1 (impliqué dans le processus de myélinisation) chez le patient déprimé (Aston

et al 2005), renfor¢cant I'idée d’un défaut de myéline dans la DM.
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Les défauts de myélinisation ont été retrouvés dans des modeles animaux de stress social
(Czéh et al 2007) ou UCMS (Banasr et al 2007, Miguel-Hidalgo et al 2018) dans lesquels
I'exposition chronique a un stress, réduit la prolifération des oligodendrocytes dans le
cortex préfrontal. In vitro, I'exposition a la CORT produit des résultats similaires (Miguel-
Hidalgo et al 2019). Ces observations révélent que les défauts de myéline observés en
réponse a I'exposition & de fortes concentrations de CORT (Miguel-Hidalgo et al 2019,
Miguel-Hidalgo et al 2018) sont associés a une diminution de I'expression des connexines
30 (Cx30) et connexines 43 (Cx43), deux protéines impliquées dans la formation des
jonctions communicantes et principalement exprimées par les astrocytes. Ces derniers
travaux confirment donc I'importance de ces cellules gliales dans les défauts de

myélinisation associés a la DM.

3.1.5. Modification de la réaction inflammatoire

Des altérations du systéme immunitaire périphérique ont longtemps été associées a la DM.
Une élévation plasmatique des concentrations en IL-6 (Kéri et al 2014), IL-1p (Dahl et al
2014), TNFa (Dahl et al 2014) ou encore en molécules du complément (CRP) (Walker et
al 1998) a été rapportée chez des patients souffrant de DM. Cette hypothése inflammatoire
de la DM est confirmée par de nombreuses méta-analyses (Dowlati et al 2010, Haapakoski
et al 2015). Si I'ensemble de ces études s’intéressent aux mécanismes inflammatoires
périphériques, les mécanismes centraux sont actuellement connus. En utilisant la PCR
quantitative, une étude post-mortem montre une augmentation de I'expression de ces
cytokines pro-inflammatoires dans le cortex orbitofrontal de patients déprimés suicidés
(Tonelli et al 2008). En accord avec ces données une étude rapportent une augmentation
des ARNm codants pour I'lL-1pB, I'lL-6 et le TNFa dans le cortex préfrontal d’adolescents
déprimés suicidés (Pandey et al 2012) mais ces résultats restent discutés (Dean et al
2010).

Plusieurs évidences portent a croire que les astrocytes ont un réle a jouer dans la réaction
inflammatoire (Balasingam et al 1994, Walker et al 1998). En outre, 'augmentation de
I’expression de GFAP apreés « Iésion » (Norden et al 2016, Sticozzi et al 2013) et la présence
d’'une astrogliose argumentent en faveur d’'un rbéle important des astrocytes dans la
réaction inflammatoire (Najjar et al 2013). Néanmoins, leur implication semble plus
complexe puisque la libération de cytokines pro-inflammatoires est principalement
attribuée aux cellules microgliales et aux lymphocytes (Haroon et al 2012). L'activation
astrocytaire résulterait donc de leur stimulation par les lymphocytes T via la libération d’IL-
6, L’IL-1B, le TNFa ou encore de CRP par ces cellules immunitaires. Par ailleurs, une étude
révele une diminution de I'expression de GFAP dans I'hippocampe de patients souffrant de
DM (Cobb et al 2016). Egalement observées dans le cortex préfrontal (Torres-Platas et al

2015), les modifications d’expressions de la GFAP en réponse a l'inflammation semblent
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confinées spécifiguement aux structures cérébrales impliquées dans la régulation des
émotions.

L'inflammation est-elle la cause ou la conséquence de la DM ? Plusieurs études ont rapporté
que les glucocorticoides comme le cortisol induisent une augmentation de la libération des
cytokines pro-inflammatoires en périphérie (pour revue Glaser & Kiecolt-Glaser 2005). De
la méme maniére, des concentrations plasmatiques élevées en IL-6 ont été observées chez
des souris soumises a un stress de défaite sociale (Hodes et al 2014). Au niveau central,
I'augmentation de I'expression de ces interleukines corréle avec une augmentation de
I'activité de I'amygdale et une diminution de la plasticité synaptique hippocampique
(Nagaraja et al 2016). De plus, I'administration intra-cérébro-ventriculaire de TNFa est
suffisante pour produire un comportement anxio/dépressif chez la souris (Manosso et al
2013). Cette étude montre par ailleurs que la fluoxétine, I'imipramine mais aussi le
bupropion administrés oralement, corrigent les effets pro-dépresseurs du TNFa. Ainsi, une
partie des effets antidépresseurs de ces molécules pourrait passer par des effets anti-

inflammatoires indirects.

3.1.6. Modifications de la plasticité synaptique

L’hypothése neurotrophique de la DM a été formulée pour la premiére fois dans les années
1990 (Duman et al 1997). Suivant cette idée, les taux de BDNF ont été rapportés comme
réduits dans le cortex préfrontal (Karege et al 2005), I'hippocampe (Dunham et al 2009)
ou encore I'amygdale (Guilloux et al 2012) de patients déprimés. Chez ces mémes patients,
une diminution du récepteur TrkB au BDNF a également été rapportée (Tripp et al 2012)
suggérant une réduction de la signalisation du BDNF et par extrapolation, une perte de
plasticité synaptique dans la DM. Cette théorie est corroborée par une étude montrant une
diminution de I'expression du BDNF dans I’'hippocampe de rongeurs soumis a différents
types de stress chroniques (Castrén 2014).

Peu d’études s’intéressent aux concentrations centrales de GDNF. Une étude post-mortem
révele cependant une augmentation des concentrations de ce facteur neurotrophique dans
le cortex pariétal de patients déprimés (Michel et al 2008). Toutefois, une autre équipe
montre une diminution des concentrations plasmatiques en ARNm codant pour le GDNF
(Otsuki et al 2008). Certaines études décrivent a I'inverse une hausse des concentrations
plasmatiques en GDNF chez des patients déprimés (Rosa et al 2006, Zhang et al 2010b).
Chez I'animal, une réduction des concentrations en GDNF dans I'hippocampe (Liu et al
2012) et dans le striatum ventral (Uchida et al 2011) de souris soumises au modele de
stress chroniques imprévisibles, a été rapportée. Par ailleurs, des études in vitro (Verity et
al 1999) et in vivo (Nakashima et al 2004) rapportent qu’'une exposition au

cortisol/corticostérone réduit la production et la libération de GDNF.
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De nombreuses études montrent que le traitement chronique aux ISRS, IRN ou TCA
(Nibuya et al 1996) ou encore des thérapies non-pharmacologiques (Nibuya et al 1995)
augmentent I'expression du BDNF dans I'’hippocampe de rats. Ces résultats ont été
confirmés a maintes reprises notamment en montrant que I'amitriptyline (Hisaoka et al
2007) et la fluoxétine (Mercier et al 2004) augmentent la production d’ARNm codant pour
le BDNF. Toutefois, la source de cette neurotrophine reste aujourd’hui méconnue.
L'utilisation de vecteurs lentiviraux ciblant préférentiellement les astrocytes a permis de
montrer que la surexpression de BDNF dans ces cellules gliales favorise I'augmentation de
la production de nouveaux neurones ainsi que leur survie dans I’hippocampe de souris
adultes (Quesseveur et al 2013a). Par ailleurs, cette augmentation de la neurogenése
induite par la surexpression de BDNF dans les astrocytes corréle avec une diminution du
comportement anxio/dépressif mesuré dans un large panel de paradigmes
comportementaux, apportant pour la premiére fois une preuve expérimentale, in vivo, de
I'origine astrocytaire du BDNF et de son importance dans les comportements
anxio/dépressifs.

Tous les antidépresseurs utilisés en cliniques (i.e. IMAO, TCA, ISRS) modulent la
production de GDNF dans des mécanismes dépendants ou indépendants des monoamines
(pour revue Tsybko et al 2017). Un exemple de mécanisme « monoamine-dépendant » est
la production de GDNF par la fluoxétine (Hisaoka et al 2004). En activant les récepteurs 5-
HT2, 'augmentation des concentrations de 5-HT induite par la fluoxétine permet in vitro
une augmentation de I'expression d’ARNm codant pour le GDNF. A l'inverse, le mécanisme
par lequel les IMAO augmentent I'expression de GDNF peut étre considéré comme
indépendant des monoamines. Sur des cultures d’astrocytes, I'activation de la voie PI3K
ou de la voie NFkB par la sélégiline permettrait 'augmentation de la production d’ARNm
codant pour le GDNF (Maruyama et al 2004, Mizuta et al 2000). De la méme maniére, les
TCA comme l'amitriptyline augmentent la production d’ARNm codant pour le GDNF
(Kajitani et al 2012) de fagon temps et concentration dépendantes mais ne mobilisant pas
les systemes monoaminergiques (Hisaoka et al 2007) puisque le blocage des récepteurs
5-HT n’affecte pas la capacité de ce TCA a augmenter la production d’ARNm codant pour
le GDNF.

Bien que ces observations soient trés bien décrites sur des modeéles in vitro, une
confirmation de I'action des antidépresseurs sur la production de BDNF et/ou de GDNF in

Vivo reste nécessaire.
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3.1.7. Modification de la gliotransmission

De nombreuses évidences démontrent un défaut de gliotransmission dans la DM (pour

revue Etiévant et al 2015).

e Cas du glutamate

De nombreuses évidences cliniques rapportent une augmentation des concentrations
plasmatiques de glutamate chez les patients dépressifs (Mauri et al 1998, Mitani et al
2006). Bien que remis en question (Francis et al 1989), des observations similaires ont été
observées dans le liquide céphalorachidien (Levine et al 2000), le cortex frontal (Hashimoto
et al 2007) et le cortex préfrontal dorso-latéral (Lan et al 2009). En accord avec ces
données, des études utilisant I'IRM montrent une diminution du rapport
glutamine/glutamate (Kondo et al 2011, Yuksel & Ongur 2010) suggérant des altérations
du cycle de recyclage du glutamate dans la DM. Pour renforcer cette hypothése, des études
post-mortem ont montré une diminution de I’expression du GLT-1 dans le cortex préfrontal
de patients déprimés (Choudary et al 2005, Sanacora & Banasr 2013).

Ces altérations ont été retrouvées dans des modeles animaux de dépression, notamment
en utilisant des techniques de neuro-imagerie (Arnone et al 2015, Luykx et al 2012).
Plusieurs études rapportent en effet une diminution de GLT-1 dans I'hippocampe de rats
soumis a vingt-et-un jours de stress chroniques imprévisibles (Chen et al 2014b), au
modeéle d’'impuissance acquise « learned helplessness » (Zink et al 2010), en réponse a
I'administration prolongée de CORT (Gourley et al 2012) ou dans différentes lignées
génétiques connues pour leur hypersensibilité au stress (Goémez-Galan et al 2013). Ainsi,
une augmentation des concentrations extracellulaires de glutamate consécutive a la
diminution de ses transporteurs aurait des effets délétéres dans les troubles de I'humeur.
Appuyant le réle du glutamate dans la dépression, il a été montré que le riluzole, une
molécule dont le mode d’action reposerait sur l'inhibition de la neurotransmission
glutamatergique et notamment une augmentation de I’'expression du transporteur GLT-1
dans le cortex préfrontal de rats, exerce des effets de type antidépresseurs en réponse a
des stress chroniques imprévisibles (Sanacora & Banasr 2013).

Faisant écho a ces travaux, il est aujourd’hui admis que la libération de glutamate peut
étre altérée par une exposition a la CORT. Sur tranches d’hippocampe, Karst et ses
collaborateurs montrent que Il'application aigile de CORT (100 nM) provoque une
augmentation rapide de la fréquence des potentiels post-synaptiques excitateurs (Karst et
al 2005). En accord avec ces données, plusieurs études révelent une augmentation de la
libération de glutamate dans le cortex préfrontal (Musazzi et al 2010) et I'amygdale
(Reznikov et al 2007) de rats soumis a un stress de contention. De maniére intéressante,
le role des GR (et non des MR) dans la libération de glutamate liée au stress a été proposeé.

Bien que les effets du stress chronique sur la libération du glutamate soient trés peu
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documentés, il est admis qu’une augmentation rapide et la neuro/gliotransmission
glutamatergique conduisant a des concentrations synaptiques de glutamate importantes,
entraine des remodelages synaptiques et dendritiques délétéres, qui peuvent expliquer
I'apparition de la DM (Gorman & Docherty 2010, Musazzi et al 2011).

Il est important de noter que les antidépresseurs monoaminergiques présentent une
efficacité intéressante en modulant [Iactivité glutamatergique, notamment Ila
neurotransmission médiée par les récepteurs NMDA (Nowak et al 1993, Skolnick 1999).
Une administration aiguie d’imipramine (Michael-Titus et al 2000) exerce des effets
inhibiteurs sur la libération de glutamate mesurée sur tranches de cortex préfrontal. Une
étude de microdialyse réveéle qu'une administration aiglie de fluoxétine réverse
'augmentation des concentrations extracellulaires de glutamate dans I'amygdale induite
par un stress de contention (Reznikov et al 2007). Des résultats similaires ont été retrouvés
avec I'agomélatine (dont une partie des effets serait liée a des mécanismes indépendants
des monoamines) dans I'hippocampe et 'amygdale (Reagan et al 2012). A Pinstar d’un
traitement aigu, il a été démontré qu’'un traitement chronique a différentes classes
d’antidépresseurs comme la désipramine, la fluoxétine et la réboxétine (Bonanno et al
2005), réduit la libération de glutamate dans I’hippocampe. Observée également dans les
cortex frontaux et préfrontaux (Musazzi et al 2010), 'augmentation de la libération de
glutamate induite par un choc électrique au niveau de la patte est reversée par un
traitement chronique a la fluoxétine, la désipramine, la venlafaxine ou a I'agomélatine.
Enfin, I'ensemble de ces molécules ont révélé leur rble sur la modulation de la fonction et
de I'expression des différents récepteurs au glutamate. En particulier, I'imipramine (Nowak
et al 1993) mais aussi le citalopram (Skolnick et al 1996), administrés de facon chronique,
réduisent la fixation de ligands radiomarqués sur les récepteurs NMDA du cortex frontal
(Paul et al 1994) et la quantité d’ARNm codant pour ce récepteur notamment dans le cortex
préfrontal, I'hippocampe et I'amygdale (Boyer et al 1998, Pittaluga et al 2007). Ces
données ont été précisées sur le plan moléculaire ou I'escitalopram (Ryan et al 2009) et la
duloxétine (Calabrese et al 2012) administrés de facon chronique bloquent I'augmentation
d’expression de la sous unité GIuN1 des récepteurs NMDA induite dans le modéle de stress
chroniques imprévisibles, renforcant I'intérét de bloquer ces récepteurs glutamatergiques
pour traiter les pathologies liées au stress chronique comme la DM.

Ayant pour objectif de réduire le délai d’action des antidépresseurs classiques mais aussi
d’augmenter le nombre de répondeurs, plusieurs études s’intéressent aux molécules
ciblant le systéme glutamatergique. Alors que la forte augmentation synaptique de
glutamate est susceptible d’activer les récepteurs NMDA, des antagonistes de ces
récepteurs comme la kétamine ont montré a dose sub-anesthésique un effet
antidépresseur rapide (dans I'heure qui suit son administration) et durable (jusqu’a une

semaine aprés son administration) chez le patient dépressif (Berman et al 2000, Ibrahim
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et al 2012) mais aussi dans différents modéles animaux d’'impuissance acquise (Maeng et
al 2008) ou dans le modele de stress chroniques imprévisibles (Li et al 2011). Les effets
de la kétamine pourraient passer par une activation du systéme sérotoninergique (Du
Jardin et al 2016, Hamon & Blier 2013). En somme, bloquer la neurotransmission NDMA
semble étre une perspective thérapeutique intéressante dans le traitement de la DM
puisque I'expression et la fonction de ces récepteurs sont augmentées en cas de stress
chronique. Malgré ces découvertes, des travaux plus approfondis sont nécessaires pour
comprendre les effets des antidépresseurs sur le rble des astrocytes la régulation du tonus
glutamatergique via la régulation de ces processus de recapture/recyclage/libération, a la

fois dans des modéles animaux de dépression et chez des patients souffrant de DM.

e Cas de I'ATP/Adénosine/lnosine

Chez I'Homme, les liens entre ATP et DM ont été trés peu étudiés aboutissant a des
résultats non concluants (Hejjas et al 2009, Lucae et al 2006). En revanche, les études
précliniques permettent d’apporter un meilleur éclairage. Une diminution de I'ATP
astrocytaire a été rapportée dans le cortex préfrontal et I’hippocampe de souris soumises
a un stress de défaite sociale (Cao et al 2013a). Ces résultats sont confirmés par des
données génétiques (Cao et al 2013b). En effet, en utilisant une lignée KO pour le récepteur
astrocytaire a I'lPs (Itpr27/-), les auteurs montrent que la diminution de libération d’ATP est
responsable d'un comportement pro-dépresseur. De maniére intéressante, |'apport
exogene d’ATP au niveau central, par injection intra-cérébro-ventriculaire, ou systémique,
permet de corriger les effets du stress et d’induire un comportement de type
antidépresseur aprés seulement sept jours de traitement. L’ATP pourrait ainsi promouvoir
des effets antidépresseurs rapides. Grace a une série d’expériences combinant des
approches pharmacologiques et génétiques, les auteurs montrent par ailleurs que les
récepteurs P2X2 seraient fortement impliqués dans les effets antidépresseurs de I’'ATP (Cao
et al 2013b). En effet, l'inactivation génétique des récepteurs P2X2 suite a I'injection d’'un
ARN interférent (ARNI) dirigé contre ces récepteurs dans le cortex préfrontal, prévient des
effets antidépresseurs de I’ATP.

Toutefois, d’autres récepteurs a I’ATP pourraient jouer un réle dans la DM et la réponse
aux antidépresseurs. Une attention particuliere est d’ailleurs portée sur les récepteurs
P2X7. Une étude chez des souris révele I’'existence d’'un polymorphisme génétique pour ce
récepteur (Metzger et al 2017), associé a une sensibilité plus importante au stress de
défaite sociale, renforcant I'idée que les récepteurs P2X7 sont impliqués dans la DM. Des
résultats concordants ont été retrouvés dans d’autres modeles de stress chronique comme
le modele de stress chroniques imprévisibles (Su et al 2018) ou le modeéle de stress de
contention (Tan et al 2017a) pour lesquels le stress chronique augmente I'expression des

récepteurs P2X7 dans le cortex préfrontal et I’hippocampe.
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In vitro, I'application de fluoxétine sur cultures d’astrocytes d’hippocampe permet une
augmentation des concentrations d’ATP dans le milieu de culture (Kinoshita et al 2018).
Par ailleurs, de nombreux antidépresseurs augmentent lI'expression et la fonction des
récepteurs purinergiques. La paroxétine (mais pas la fluoxétine ni la clomipramine) réduit
la libération de cytokines pro-inflammatoires induites par I'activation des récepteurs P2X7
(Dao-Ung et al 2015) et I'amplitude des courants sodiques (Wang et al 2016b). In vivo,
I'imipramine (Ribeiro et al 2019) et la kétamine (Tan et al 2017a) réduisent I’expression
des récepteurs P2X7 dans I’hippocampe de rats exposés a des stress chroniques. Ces
observations sont similaires a celles obtenues dans un modéle de délétion des récepteurs
P2X7 (Csolle et al 2013) ou de blocage de ces récepteurs par des antagonistes (Aricioglu
et al 2019, Farooq et al 2018) renforcant I’hypothése purinergique de la dépression.

A noter que I'ATP est trés vite dégradée en adénosine (Pascual et al 2005). Plusieurs
thérapies non pharmacologiques comme la privation de sommeil (Hines et al 2013) ou les
stimulations hautes fréquences (Etiévant et al 2016, Etiévant et al 2015) ont révélé que
leurs effets antidépresseurs passent par I'activation des récepteurs A: et A2 a I'adénosine.
De la méme maniére, la dégradation de I'adénosine en inosine, dont les concentrations
plasmatiques sont réduites chez les patients déprimés (Ali-Sisto et al 2016), pourrait aussi
avoir des conséquences sur I’humeur. En outre, plusieurs évidences montrent qu’une
administration orale (Muto et al 2014) ou par injection i.p. d’inosine (Yuan et al 2018)
induit un comportement de type antidépresseur mesuré dans le TST (Kaster et al 2013) et
que ces effets sont médiés par I'activation de la voie de signalisation dépendant du facteur
de transcription CREB (Goncalves et al 2017).

e Cas de la D-sérine

Principalement décrite pour ses effets antipsychotiques dans la schizophrénie (MacKay et
al 2019), aucune étude clinique ne révele I'effet de la D-sérine dans la DM. Cependant,
plusieurs études suggérent des effets antidépresseurs dans des modeéles animaux. Il a été
montré gu’'une lignée de rats génétiquement sélectionnés pour leur phénotype pro-
dépresseur présente une diminution de D-sérine dans I’hippocampe (Gomez-Galan et al
2013). Ces résultats ont été confirmés dans d’autres modéles de dépression comme le
modele d’impuissance acquise (Malkesman et al 2012) ou des modéles génétiques de
surexpression de la sérine racémase, responsable de la production de la D-serine (Otte et
al 2013). Dans cette derniere étude, Otte et ses collaborateurs démontrent que
I'administration chronique de D-sérine dans I'eau de boisson induit une diminution de
I'immobilité dans le FST et une diminution de la latence a aller se nourrir dans le test
d’alimentation supprimée par la nouveauté. L’étude de Malkesman quant a elle s’intéresse
aux effets d’'une injection aigie de D-sérine sur les comportements pseudo-dépressifs chez

a

le rongeur notamment a l'aide du FST. L'administration de D-sérine atténue le
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comportement de type dépressif généré par le stress chronique. De maniére intéressante,
la diminution de I'expression de la sous unité NR1 des récepteurs NMDA, (connus comme
pouvant étre activés par la D-sérine), induit un comportement pro-dépresseur qui ne peut
étre rétabli par l'injection aigiie de D-sérine. Enfin dans un modéle de défaite sociale,
I'utilisation de la microdialyse a permis de mettre en parallele une diminution des
concentrations extracellulaires de D-sérine dans I'hippocampe a un comportement pro-
dépresseur mesuré a l'aide du FST (Wang et al 2017). Au contraire, l'injection intra-
hippocampique de D-sérine vingt minutes avant le test, corrige les effets
comportementaux induits par le stress.

Les effets antidépresseurs de la D-sérine reposeraient sur les mémes mécanismes d’action
que la kétamine (Wei et al 2017). Cette étude montre dans un premier temps que cent a
deux cents fois plus de D-sérine sont nécessaires pour obtenir des effets antidépresseurs
comparables a ceux de la kétamine ou de la désipramine. Par ailleurs, en étudiant les
acteurs moléculaires de la signalisation intracellulaire, les auteurs montrent par western
blot, que la D-sérine augmente I'expression des mémes facteurs de transcriptions activés
par la kétamine (mais pas ceux activés par la désipramine). Curieusement, I'administration
chronique (quatorze jours) mais pas unique de fluoxétine réduit les concentrations de D-
sérine mesurées dans le cortex préfrontal (Ma et al 2017). Aucune modification n’est
observée dans I’hippocampe en réponse a un traitement a la fluoxétine administrée seule,
alors que la combinaison de cet ISRS avec le brexpiprazole augmente les concentrations
hippocampiques de D-sérine. Des études complémentaires sont donc nécessaires afin de

préciser le rble de ce gliotransmetteur dans la DM et les traitements associés.

La dépression est une gliopathie pour laquelle les astrocytes présentent de nombreux
dysfonctionnements anatomiques et fonctionnels : diminution du nombre de cellules et
de leurs prolongements, mauvaise régulation de I'osmolarité, de la myélinisation, forte
inflammation, augmentation de la libération de glutamate, diminution de libération d’ATP
ou de D-sérine.

La plupart de ces altérations anatomo-fonctionnelles peuvent étre corrigées par un
traitement aigu ou chronique aux antidépresseurs. Ceci renforce I'idée que les astrocytes
constituent une cible cellulaire pertinente en vue du développement de nouveaux

antidépresseurs présentant un mécanisme d’action original.

Nous avons vu dans cette partie que les astrocytes sont capables de communiquer avec
les neurones notamment via la libération de gliotransmetteurs tels que le glutamate, I’ATP
ou encore la D-sérine au sein de la synapse tripartite. La libération de ces gliotransmetteurs
a principalement été décrite par des mécanismes Ca?* dépendant impliquant I'exocytose

(pour revue Santello et al 2012). Néanmoins, I'existence d’autres systémes de libération
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de ces molécules neuroactives est également possible. Nous verrons dans la troisieme
partie de cette introduction bibliographique que les connexines (Cxs), impliquées dans la
formation des jonctions communicantes (JC), assurent sous leur forme hémicanal (HC) la
libération de glutamate, d’ATP et de D-sérine. Ainsi, ces protéines constituent des cibles
moléculaires particulieres des astrocytes pour la modulation de I'activité neuronale et les

comportements anxio/dépressifs.
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Partie 3 : Physiopathologie des connexines

Les jonctions communicantes (JC) sont la forme la plus classique de communication
intercellulaire pour les astrocytes. Composées de protéines transmembranaires formant
des canaux perméables aux ions et petites molécules (i.e. Ca?*, IPz ou ATP), elles
permettent notamment a un groupe de cellules de répondre de maniére synchrone a un
stimulus.

Les JC sont retrouvées au cours de I'’évolution. Chez les invertébrés elles sont composées
d’'innexines (pour revue Phelan et al 1998), chez les vertébrés, on parle de connexines
(Cxs) et de pannexines (Panx).

Dans cette troisieme partie, nous aborderons la physiopathologie de ces protéines et plus
particulierement celle des Cxs, leur biochimie, leurs fonctions et leurs implications dans les
pathologies du SNC dont la DM et d’autres pathologies souvent associées a ce trouble
psychiatrique. En effet, en raison de leurs rbles dans la physiologie de I'astrocyte et de
toutes les fonctions qui ont été décrites dans la partie précédente, les Cxs sont des

protéines qui pourraient participer a la régulation de I’humeur.

1. Généralités sur les pannexines et connexines

1.1. Les pannexines

La famille des Panx compte trois membres Panxl, Panx2 et Panx3. Chez I'Homme, les
Panxl et Panx3 présentent des homologies de séquence et ont un poids moléculaire
semblable, autour de 45 KDa (Baranova et al 2004). Les Panx2 sont plus lourdes pour un
poids moléculaire de 73 KDa (Baranova et al 2004, Yen & Saier 2007). Découvertes dans
les années 2000 (Panchin et al 2000), I'expression des Panx est aujourd’hui bien
caractérisée chez I'Homme et la souris (Yen & Saier 2007). Les Panx humaines présentent
94% d’homologie avec les Panx murines (Penuela et al 2009) et donc I'’étude de ces
protéines dans des modeéles pathologiques murins permet d’anticiper leurs réles dans les
pathologies humaines.

Alors que les Panx3 sont principalement présentes dans la peau (Celetti et al 2010), les
cartilages (lwamoto et al 2010) et les os (Ishikawa et al 2011), les Panx1 et Panx2 sont
exprimées dans tous les types cellulaires du SNC (Penuela et al 2007). Une étude post-
mortem révéle que les Panx2 sont présentes dans le cortex frontal, le cervelet ou encore
les noyaux putamen (Baranova et al 2004).

Les Panx sont composées de quatre domaines transmembranaires, deux boucles
extracellulaires et une boucle intracellulaire, orientées dans la membrane plasmique de
maniére a ce que les extrémités amino- (N-) et carboxyle- (C-) terminales soient dans le

cytosol (Figure 11). Les Panx sont des glycoprotéines ce qui signifie que plusieurs de leurs
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acides aminés (généralement des asparagines) portent un sucre ; On parle de N-

glycosylation.

Figure 11 : Représentation schématique d’une Pannexine.
6 Panx (A) sont nécessaires pour la formation d’'un hémicanal (B, C). Figure redessinée d’aprés Giaume et al

2013.

Des études de cristallographie ont montré que les Panx1 forment des canaux hexameériques
(Baranova et al 2004), tandis que les Panx2 forment des canaux hepta- ou octomériques
(Panchin 2005). A ce jour, aucune étude ne révele I'oligomérisation des Panx3. Une fois
transcrits dans le noyau, les ARNm codant pour les Panx sont traduits dans le réticulum
endoplasmique. Les protéines réalisent leur maturation dans I'appareil de Golgi puis sont
transportées a la membrane plasmique dans des vésicules. L’adressage a la membrane
plasmique des Panxl est trés bien documenté (Ambrosi et al 2010) contrairement aux
Panx2 et Panx3. Dans une étude utilisant un inhibiteur du trafic cellulaire, il a été montré
que les Panx1 ont une durée de vie trés longue (Bhalla-Gehi et al 2010). Par ailleurs, des
études de FRAP montrent que ces canaux sont trés mobiles et que la formation de JC n’est
pas organisée en domaines (Penuela et al 2013).

En raison de I'ouverture large des Panx (Bhalla-Gehi et al 2010) et du nombre important
de molécules qui peuvent diffuser a travers ces canaux (i.e. ions, ATP, glutamate, acide
arachidonique) (Bao et al 2004a, Locovei et al 2006), il apparait évident qu’une régulation
fine est nécessaire pour maintenir I'intégrité des cellules (Figure 12). Dans le cas de la
Panx1, il a été proposé que les extrémités C-terminales agissent comme un « bouchon »
permettant la fermeture du pore (D'hondt et al 2011). De nombreuses modifications post-
traductionnelles comme des S-nitrosylation (Lohman et al 2012) ou des phosphorylations
(Bunse et al 2010) participent par ailleurs a la régulation de I'ouverture du pore mais aussi

a leur appariement avec les Panx des cellules voisines (Penuela et al 2014).
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Figure 12 : Régulation de I'ouverture des canaux pannexines.

Les Panx portant des sites de glycosylation sur leur face extracellulaire (A) sont ancrées dans la membrane
plasmique et sont trés mobiles. En conditions basales, les extrémités C et N-terminales sont repliées a I'intérieur
du canal et permettent sa fermeture (B). Lorsque le canal est ouvert (C), les extrémités C et N-terminales restent
dans I'espace cytoplasmique et permettent le passage de molécules. Figure redessinée d'aprés Penuela et al
2014).

1.2. Les connexines
On connait aujourd’hui vingt-et-une Cxs différentes (Theis et al 2005). Chez la souris, on
compte vingt génes codants pour les Cxs, dix-neuf d’entre eux peuvent étre considérés
comme orthologues avec les génes humains.
Au niveau du SNC, tous les types cellulaires expriment des Cxs (Tableau 4). En revanche,
on constate que certaines d’entre elles sont plus spécifiquement exprimées par un type

cellulaire donné.
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Type cellulaire Cxs exprimées Cxs prédominantes Références

Cx26, Cx30.1, Cx30.2, (Decrock et al 2015)
Neurones Cx32, Cx36, Cx37, Cx40, Cx36 (Willebrords et al 2017)
Cx50, Cx57 (Xia et al 2018a)

(Contreras et al 2002)
Cx26, Cx30, Cx40, (Martinez et al 2002)
Astrocytes Cx30, Cx43
Cx43, Cx45 (Sun et al 2005)

(Willebrords et al 2017)

(Eugenin et al 2001)
Microglie Cx32, Cx36, Cx43 Cx32, Cx36 (Decrock et al 2015)
(Willebrords et al 2017)

(Dermietzel et al 1989)
Oligodendrocytes Cx32, Cx39, Cx47 Cx32, Cx39, Cx47 (Micevych & Abelson 1991)
(Kleopa et al 2004)

Tableau 4 : Distribution cellulaire des différentes isoformes de Cxs exprimées dans le systeme
nerveux central.
Sont indiquées en gras les connexines exprimées par les astrocytes. Tableau adapté et complété d’apres

Orthmann-Murphy et al 2008 et Xia et al 2018a.

Chaque Cxs est nommée en fonction de son poids moléculaire variant de 20 et 60 KDa.
Dans le cerveau, onze Cxs ont été identifiées parmi lesquelles on retrouve les Cx26, Cx29,
Cx30, Cx32, Cx36, Cx37, Cx40, Cx43, Cx45, Cx46 et Cx47 (Giaume & Liu 2012). Les
astrocytes expriment cing types de Cxs : La Cx26, Cx30, Cx40, Cx43 et Cx45 (Dermietzel
et al 1989, Nagy et al 2004, Nagy et al 2003). En revanche, on observe majoritairement
les Cx30 et Cx43 au niveau de ces cellules gliales (Giaume et al 1991a). Ces deux protéines
ont des patrons d’expression qui difféerent. En effet, la Cx30 n’est exprimée qu’a partir de
la troisieme semaine de développement post-natal (Nagy et al 1999) alors que la Cx43 est
exprimée dés les premiers stades embryonnaires (Giaume & Liu 2012). On sait également
que I'expression de la Cx43 est trois fois plus importante que celle de la Cx30 dans le
cerveau (Kunzelmann et al 1999).

Les Cxs partagent de nombreuses caractéristiques avec les Panx. Ce sont des protéines a
quatre domaines transmembranaires (Rackauskas et al 2010), deux boucles
extracellulaires et une boucle intracellulaire. De méme, les extrémités N- et C-terminales
sont cytoplasmiques (Figure 13A). De nombreux sites de modifications post-
traductionnelles ont été mis en évidence, notamment de nombreux sites de
phosphorylations aux niveaux des extrémités N- et C-terminales et dont le changement de
statut a été révélé comme un de mécanismes de régulation d’ouverture/fermeture du canal
(Bao et al 2004c).

L’expression cellulaire varie d’'une connexine a I'autre, de la méme facon que le « cycle de
vie » d’'une connexine varie en fonction des besoins cellulaires (Oyamada et al 2005,

Oyamada et al 2013, Vinken 2016). A linstar des Panx, aprés traduction, les Cxs sont
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insérées dans la membrane du réticulum endoplasmique puis transportées a I'appareil de
Golgi via un systéme vésiculaire. Assemblées par 6, elles forment un connexon (aussi
appelé HC) puis sont acheminées a la membrane plasmique de la cellule ou leur fonction
est la plus importante. Un HC peut étre composé de six mémes connexines identiques. On
parle d’homomeére (Figure 13B). En revanche, il peut aussi étre composé de Cxs

différentes, on parle alors d’hétéromere.

Figure 13 : HC et JC formés par les Cxs.

Six Cxs (cadre jaune) sont nécessaires a la formation d’'un hémicanal (HC : cadre rouge). Lorsque deux HC
s’assemblent, ils forment une jonction communicante (JC) (A). La figure B représente la diversité des HC et des
JC en fonction de la composition en Cxs. Il est important de noter qu'une JC peut étre constituée de deux
homomeéres ou de deux hétéromeéres identiques. On parle de JC homotypique. Si une JC est constituée d’un
homomeére associé a un hétéromere ou encore de deux hétéromeres différents, on parle de JC hétérotypique.
Une de leurs particularités est leur regroupement en domaines spécialisés dans la communication intercellulaires :
on parle de plaques jonctionnelles. Ces plaques sont composées de plusieurs milliers de canaux intercellulaires
permettant une communication plus importante entre deux cellules voisines. Figure redessinée d’aprés Delvaeye

et al 2018.

Les connexines ont une durée de vie courte (une a trois heures pour la Cx43 par exemple)
(Beardslee et al 1998, Laird et al 1991). Elles sont donc en permanence recyclées a I'aide
du systéeme de lysosome soit par internalisation de la plaque jonctionnelle soit par
recyclage d’un HC (Figure 14) (Laird 2006).
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Figure 14 : Représentation schématique et simplifiée du cycle de vie des Cxs.

Une fois traduites dans le réticulum endoplasmique, les Cxs sont adressées a l'appareil de Golgi ou elles
s’associent en hexameéres pour former des HC. Une fois formés ces HC sont adressés a la membrane plasmique
et peuvent s’associer (ou non) a d’autres HC situés sur des cellules proches. En fin de vie, ces canaux sont

endocytés puis dégradés par le protéasome. Figure adaptée d’aprés Laird 2006.

Plusieurs études ont mis en avant I'action de sérine-kinases et phosphatases sur les Cxs
et plus particulierement sur la Cx43. Leurs actions post-traductionnelles sur de multiples
sites ont permis de mettre en évidence I'importance du processus de
phosphorylation/déphosphorylation dans Il'assemblage en HC (Thévenin et al 2013)
I'adressage a la membrane (Falk et al 2016), l'internalisation ou le recyclage de ces
protéines. Ces phosphorylations sont également associées a l'appariement avec des
protéines partenaires, nécessaires au fonctionnement des Cxs (Hervé et al 2012). En outre,
une étude in vivo récente montre chez différents mutants pour des sérines retrouvées a
I'extrémité C-terminale, I'incapacité a fixer la protéine ZO-1 (Thévenin et al 2017). Dans
cette étude, les auteurs suggerent que I'appariement Cx43/Z0-1 est nécessaire a
I'adressage des Cx43 aux plaques jonctionnelles et au recyclage de ces protéines,
apportant un argument supplémentaire en faveur de l'importance des zones de

phosphorylations dans le fonctionnement des Cxs.

1.3. Outils d’étude des connexines

Le développement de nouveaux outils génétiques et/ou pharmacologiques, a permis ces
derniéres années de faciliter I'’étude de la fonction des Cxs dans le SNC (pour revue Giaume
& Theis 2010).
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1.3.1. Outils génétiques

Les modeles de souris transgéniques permettent I'étude des différentes Cxs in vivo. Un
des avantages a I'utilisation de ces modeles génétiques est I'’étude séparée de chacune des
connexines dans le SNC. La lignée KO Cx43 présente des malformations cardiaques
induisant la mort prématurée des nouveau-nés (Reaume et al 1996), vraisemblablement
liée & un dysfonctionnement du couplage des cellules cardiaques via les JC (Naus et al
1997, Scemes et al 1998). De maniére intéressante, la double délétion de la Cx43 et de la
Cx30 est viable.

L'apparition des techniques d’édition du génome (i.e. Crispr-Cas9, systéeme CRE/lox) a
rendu possible le développement de plusieurs lignées de rongeurs transgéniques
permettant d’étudier le rbéle des Cxs, en ciblant spécifiquement un type cellulaire ou une
région cérébrale précise. En effet, le croisement d’une lignée Cx43"" et d’'une lignée GFAP-
CRE (Recabal et al 2018, Theis et al 2003) ou s100p— CRE (Tanaka et al 2008), permet
I’étude de la délétion des Cx43 spécifiquement dans les astrocytes.

Le développement d’outils viraux a également permis I'’étude des Cxs au sein de structures
particuliéres. Des ARNi intégrés a des vecteurs viraux permettent l'inactivation locale et
durable de I'expression des Cxs et plus particulierement des Cx30 et Cx43 (lacobas et al
2008). In vitro, il a été démontré que l'utilisation de ces ARNi dirigés contre les Cxs permet
une diminution de la prolifération astrocytaire ainsi qu’une diminution de I'assimilation de
glucose révélant le réle des Cx30 et Cx43 dans la physiologie de ces cellules gliales
(Herrero-Gonzalez et al 2009). D’autre part, il a été rapporté une forte régulation des
éléments du cytosquelette apres l'utilisation d’ARNi dirigés contre les Cxs (Olk et al 2010).
Aujourd’hui les outils viraux deviennent de plus en plus performants puisqu’en plus d’'une
inactivation locale, certains vecteurs proposent un tropisme spécifique. C’'est notamment
le cas de vecteurs lentiviraux a enveloppe MOKOLA (Colin et al 2009, Merienne et al 2015)
ou certains adénovirus (AAV) (Huang et al 2019a, Jollé et al 2019) qui permettent de cibler

préférentiellement les astrocytes.

1.3.2. Outils pharmacologiques

De nombreux composés pharmacologiques, administrés de maniére systémique ou
directement dans le SNC sont disponibles pour I'’étude des Cxs in vitro et in vivo (Tableau
5).
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Outils

Cibles

Bloqueurs mixtes JC & HC

Octanol

JC et HC

Non sélectif des Cxs

1Cso
(HM)

n.c.

Effets

Inhibe I'activité des

récepteurs P2X7

Références

(Suadicani et al 2006)

122

Bloque les courants Na2*

dépendants

(Bernardini et al 1984)
(Dildy-Mayfield et al 1996)

177

Bloque les courants

médiés par les Cx50

(Eskandari et al 2002)

Heptanol

JC et HC

Non sélectif des Cxs

10

Inhibe les courants
ioniques médiés par les
HC

(Bernardini et al 1984)
(Dildy-Mayfield et al 1996)
(Brokamp et al 2012)

Inhibe I'activité des

récepteurs P2X7

(Suadicani et al 2006)

Réduit la conductance

des GJ

(Bastiaanse et al 1993)

Halothane

JC

Non sélectif des Cxs

Bloque les Cx40 et Cx43

a faible concentration

(Mantz et al 1993)
(Wentlandt et al 2006)
(Bodendiek & Raman
2010)

Acide
Glycyréthinique

(et dérivés)

JC et HC

Non sélectifs des Cxs

N |'expression Cx43

Inhibe JC et HC

(Long et al 2010)
(Bodendiek & Raman
2010)

Inhibe les HC Cx46 et
Cx50

(Bruzzone et al 2005)
(Bodendiek & Raman
2010)

N |'expression Cx43
N |a phosphorylation des
JC Cx43

(Goldberg et al 1996)
(Guan et al 1996)

Carbenoxolone

JC et HC

Non sélectifs des Cxs

Inhibe HC Cx26

(Ripps et al 2004)

Inhibe les JC Cx38

(Ripps et al 2002)

Inhibe les JC et HC Cx43

(Sun et al 2012)

Reverse Aactivité HC lié

au LPS

(Jeanson et al 2016)

Augmente la recapture de

glutamate in vitro

(Takano et al 2018)

IN1-0602

Cx32, Cx43

Diminue I'expression des
Cx32 et Cx43

(Zhang et al 2019)

Quinine

(et dérivés)

JC et HC

Non sélectifs des Cxs

100

Bloque les HC Cx35,
Cx38 et Cx46

(Ripps et al 2002)
(Srinivas et al 2001)

32
73

Bloque les HC Cx36 et
Cx50

(Srinivas et al 2001)
(Rubinos et al 2012)

Tableau 5 : Tableau récapitulatif des principaux bloqueurs pharmacologiques des Cxs utilisés.

n.c. : non-communiqué, JC : jonction communicante ; HC : hémicanal. Tableau adapté et complété d’apres

Willebrords et al 2017.
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1Cso

Outils Cibles Effets Références
(M)
300 Inhibe les GJ et HC Cx36 (Cruikshank et al 2004)
1,1 et Cx50 (Srinivas et al 2005)
GJ et HC Inhibe les JC Cx40 et (Yamamoto & Suzuki
Méfloquine n.c
Non sélectifs des Cxs Cx43 2008)
Inhibe les HC Cx26 et
16 (Levit et al 2015)
Cx50
(Sauvet et al 2019)
THN102 Cx43 18 Bloque les GJ et HC Cx43
(Vodovar et al 2018)
THN212 Cx43 variable Bloque les HC Cx43 (Picoli et al 2012)
(Evans & Boitano 2001)
n.c Bloque les JC et HC (De Vuyst et al 2006)
(De Vuyst et al 2009)
HC/GJ, Cx43 (boucle Diminue la libération (Braet et al 2003)
Gap26 n.c
E1l) d’ATP par les HC (De Vuyst et al 2009)
Induit un comportement
n.c anxio/dépressif (injection (Sun et al 2012)
dans cortex préfrontal)
(Evans & Boitano 2001)
(Braet et al 2003)
n.c Bloque les JC et HC
(De Vuyst et al 2006)
HC/GJ, Cx32, Cx37,
Gap27 (De Vuyst et al 2009)
Cx40, Cx43 (Boucle E2)
Modifie I'état de
(Solan & Lampe 2005)
n.c. phosphorylation de la

sérine 268 des Cx43

(Solan & Lampe 2009)

Bloqueurs des HC

(Wang et al 2013)

n.c. Inhibe I'ouverture des HC
(Abudara et al 2014)
Gapl9 HC, Cx43 (C-term)
Inhibe la mémoire
n.c . (Walrave et al 2016)
spatiale a court terme
HC, Cx43 (boucle (Seki et al 2004)
TAT-L2 ) . n.c Inhibe I'ouverture des HC
intracellulaire) (Ponsaerts et al 2010)
Gapl3 et Gapl5 : Inhibe
n.c (Becker et al 1995)
les JC
JC et HC, Cx43 n.c EL186 : inhibe les JC (Meyer et al 1992)
. EL2-186 : Inhibe les JC et  (Hofer & Dermietzel 1998)
Anticorps n.c .
HC (Siller-Jackson et al 2008)
Desl et Des 5 : Inhibe les
n.c (Boitano et al 1998)
JC, Cx32 JC
n.c Gap9 : Inhibe les JC (Boitano et al 1998)

Tableau 5 (suite) : Tableau récapitulatif des principaux bloqueurs pharmacologiques des Cxs utilisés.

n.c. : non-communiqué, JC : jonction communicante ; HC : hémicanal. Tableau adapté et complété d’apres
Willebrords et al 2017.
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1.3.2.1. Inhibiteurs pharmacologiques

Parmi les molécules les plus utilisées, on retrouve les composés lipophiles qui peuvent
bloquer a la fois les JC et les HC, et dont la sélectivité est faible vis-a-vis des différentes
isoformes de Cxs (Juszczak & Swiergiel 2009). L'un des plus utilisés en laboratoire est la
carbenoxolone (CBX) qui est un dérivé de I'acide glycerrhétique et qui, malgré son activité
multi-cible (Tableau 6) est décrit comme un inhibiteur rapide des JC in vitro (Blomstrand
et al 2004). L'utilisation in vivo de ce bloqueur pharmacologique reste aujourd’hui
beaucoup moins documentée. En effet, en dépit de son efficacité, cet agent
pharmacologique non-sélectif cible toutes les Cxs qu’elles soient astrocytaires ou
neuronales (Hervé & Sarrouilhe 2005). Cependant, quelques études montrent que
I'utilisation de carbenoxolone in vivo induit une diminution de I'activité des JC (Cheung et
al 2014, Sun et al 2012) et des HC (Bazzigaluppi et al 2017).

Cible Type cellulaire Affinité (ICs0) Type d'étude Références
(Davidson & Baumgarten 1988)
Fibroblastes n.c In vitro
JC (Davidson et al 1986)
Cultures primaires d'astrocytes <50-100 pM In vitro (Suadicani et al 2006)
HC Cultures primaires d'astrocytes 5 uM In vitro (Ye et al 2003)
Lignée cellulaire PC12 n.c In vitro (Zhang et al 2003)
Cellules 4T-1 n.c In vitro (Stoletov et al 2013)
Cx43 Cultures primaires d'astrocytes n.c In vitro (Rana & Dringen 2007)
Cellules HEK23 n.c In vitro (Schalper et al 2008)
Astrocytes de Rats n.c In vivo (Sun et al 2012)
Cx25 Cellules Jurkat n.c In vitro (Sinyuk et al 2015)
Cx46 Oocytes de xénopes 3 UM (Ki) In vitro (Eskandari et al 2002)
Cx50 Oocytes de xénopes 3 UM (Ki) In vitro (Eskandari et al 2002)
Cellules HEK23 5 uM In vitro (Bruzzone et al 2005)
Panx1 Lignées cellulaires d'astrocytes n.c In vitro (Pelegrin & Surprenant 2006)
Panx2 Cellules HEK23 5 uM In vitro (Bruzzone et al 2005)
P2X7 Cultures primaires d'astrocytes 0,18 uM In vitro (Suadicani et al 2006)
(Souness & Morris 1991)
GR/MR  Cellules des glandes surrénales n.c Ex vivo

(Souness & Morris 1989)

Tableau 6 : Caractéristiques pharmacologiques de la carbenoxolone CBX.

Plusieurs études (majoritairement in vitro) ont montré que la CBX est un agent pharmacologique multi-cible.

Les dérivés de la quinine ou encore la méfloquine sont quant a eux plus sélectifs vis-a-vis
des différentes Cxs méme si leur action de bloqueurs s’étend a la fois aux JC et aux HC.
La quinine a été décrite comme bloqueur des Cx36 et les Cx50, toutes deux exprimées par

les neurones (Srinivas et al 2001). Néanmoins, des effets autres que sur les Cxs ont été
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rapportés comme le blocage du CYP2D6, connus pour son rble dans la métabolisation de
nombreux médicaments dont les antidépresseurs, les antipsychotiques, les neuroleptiques
et les analgésiques (Granvil et al 2002, Lorenc-Koci et al 2004). La méfloquine a elle aussi
été décrite comme bloqueur des Cx36 et Cx50 (Cruikshank et al 2004). Cependant, a fortes
concentrations (30 UM), cet agent est capable de bloguer les Cx43 et les Cx32.

L'utilisation de ces composés pharmacologiques a permis de contourner les aléas
techniques de lignées génétiqguement modifiées décrites précédemment. Néanmoins,
malgré une efficacité certaine, leur utilisation thérapeutique reste limitée de par leur faible
sélectivité vis-a-vis des différentes isoformes des Cxs (Dhein 2004) et de par leur
appartenance a des classes pharmacologiques ayant d’autres effets in vivo que le blocage
des Cxs comme des effets anti-inflammatoires (Davidson et al 1986, Harks et al 2001). En
se focalisant sur trois isoformes humaines, les Cx32, Cx40 et Cx43, Picolli et ses
collaborateurs proposent un « screening » novateur permettant d’isoler de nouveaux
bloqueurs pharmacologiques des Cxs ayant des effets spécifiquement sur les JC (Picoli et
al 2012). Dans cette étude, les auteurs identifient sept nouveaux composés dont le blocage
spécifique des JC in vitro, est reproductible, sans toxicité et agissant de maniere dose
dépendante. Dans un « screening » plus récent, la méme équipe montre que des agents
ciblant les microtubules comme le nocodazole, le paclitaxel ou le docetaxel (utilisés comme

traitement de certains cancers) sont de potentiels bloqueurs des Cx43 (Picoli et al 2019).

1.3.2.2. Inhibiteurs mimétigues structuraux

De par leur structure, il est difficile d’inhiber spécifiquement les HC. Toutefois, différents
peptides dits mimétiques ont été développés. Ces peptides présentent des séquences
identiques aux boucles intra- ou extracellulaires des Cxs et, en se fixant sur la protéine, ils
peuvent interférer avec leur fonctionnement. Introduits dans les années 1990, les plus
utilisés sont le Gap26 et le Gap27 présentant des séquences homologues avec
respectivement la premiére et seconde boucle extracellulaire. En se fixant sur ces boucles,
les peptides mimétiques empéchent I'appariement avec un nouvel HC situé sur une cellule
proche (Evans & Boitano 2001, Warner et al 1995). Méme si ces peptides ont été décrits
comme inhibant les JC (Warner et al 1995), il a néanmoins été démontré que le Gap26 et
le Gap27 inhibent les HC en quelques minutes lorsqu’ils sont administrés en fortes
concentrations (Matchkov et al 2006). In vitro, I'effet de ces peptides révéle une bonne
efficacité sur le blocage des HC Cx43 (Ohshima et al 2012, Wang et al 2012). Leur
utilisation in vivo a par ailleurs permis de révéler I'importance des Cx43 dans la
consolidation de la mémoire a la peur dépendante de I'amygdale (Stehberg et al 2012).
Cependant, il est important de noter que de nombreuses séquences d’homologies sur les
séquences des boucles extracellulaires sont retrouvées sur la plupart des Cxs. En ce sens,

le Gap27 initialement décrit comme inhibiteur des HC Cx43 peut aussi inhiber les Cx37,

77



situées sur les vaisseaux sanguins cérébraux (Martin et al 2005). Des peptides plus
spécifiques ont été développés. C’est le cas du Gapl9, peptide mimétique de la boucle
intracellulaire. Une étude rapporte que I'utilisation de ce peptide in vivo permet de bloquer
I'activité HC sans pour autant affecter I'activité JC (Abudara et al 2014).

Il est toutefois important de noter que ces peptides mimétiques ne peuvent pas passer la
barriere hématoencéphalique. Leur utilisation in vivo nécessite donc la mise en place de

protocoles proposant leur administration par injection intra-cérébrale.

1.3.2.3. Anticorps spécifiques des HC

Comme décrit ci-dessus, la production d’agents sélectifs d’'une forme de Cxs et/ou de la
fonction HC reste aujourd’hui un défi.

Les anticorps dirigés contre les Cxs ont principalement été utilisés pour mettre en évidence
leur localisation cellulaire (Laird & Revel 1990). Une étude princeps in vitro révéle
cependant que des anticorps ciblant la deuxiéme boucle extracellulaire (E2) des Cx43
empéchent la diffusion de colorant au travers des JC (Meyer et al 1992) suggérant que E2
est impliquée dans l'interaction cellulaire et la formation des JC. S’il est par ailleurs difficile
de produire des anticorps spécifiques de E2 (en raison de domaines d’homologies avec la
premiére boucle extracellulaire E1), certaines études rapportent I'utilisation de nouveaux
anticorps polyclonaux (Hofer & Dermietzel 1998) ou monoclonaux (Baklaushev et al 2009)
spécifiques de ce domaine protéique. Plus récemment, une équipe décrit un nouvel
anticorps ciblant la boucle E2 (Siller-Jackson et al 2008) sans aucun effet sur les plaques
jonctionnelles (Bao et al 2011, Batra et al 2012, Orellana et al 2011c).

Comme pour les peptides mimétiques, ces anticorps ne passent pas la barriere hémato-
encéphalique rendant leur utilisation thérapeutique Ilimitée pour des pathologies
neurologiques ou psychiatriques. Méme si par ailleurs de plus amples études in vivo sont
nécessaires afin de valider ces nouveaux outils, leur utilisation constitue un atout non

négligeable pour I'’étude de la fonction des Cxs.

1.3.3. Etude des JC : outils d’étude fonctionnelle

1.3.3.1.Transfert in vitro de sondes colorées /fluorescentes

1) Microinjection
Cette technique fut la premiére utilisée pour I'étude des JC (Kanno & Loewenstein 1964).
Son principe repose sur I'injection intracellulaire, a I'aide d’'une micropipette de verre, d’un
traceur fluorescent non toxique et non diffusible a travers la membrane plasmique. Si les
cellules adjacentes a la cellule microinjectée sont couplées a celle-ci par des canaux
jonctionnels, le traceur diffuse a I'intérieur de celles-ci. Le premier traceur utilisé fut la

fluorescéine puis le Lucifer Yellow (LY) dont la fluorescence est plus intense.
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2) Scrape loading

Cette méthode ressemble a la précédente excepté que le traceur fluorescent n’est pas
injecté dans les cellules mais ajouté dans le milieu de culture de cellules adhérentes.
Cette monocouche est « rayée » a I'aide d’un scalpel (« scrape »), en présence du traceur
afin que celui-ci soit incorporé dans les cellules endommagées (« loading »). La molécule
fluorescente peut ensuite diffuser depuis les cellules endommagées vers les cellules
intactes adjacentes par les HC (El-Fouly et al 1987).

Ces deux techniques sont aujourd’hui trés utilisées pour étudier la fonction des JC (Méme
et al 2006).

3) Electroporation
Cette technique repose sur une autre approche pour introduire le traceur hydrosoluble
dans les cellules (Raptis et al 1994). Les cellules sont cultivées sur une lame de verre dont
la moitié est recouverte par un conducteur électrique transparent, I'oxyde d’indium-étain.
Une impulsion électrique, en présence de LY, permet [l'ouverture des pores
membranaires et I'incorporation du traceur dans les cellules cultivées dans la moitié
conductrice de la lame. Les cellules cultivées sur la partie non-conductrice ne sont pas
perméabilisées puisqu’elles ne recoivent pas de courant électrique. Le passage du
traceur, a travers les JC dansles cellules non perméabilisées, est observé par microscopie
a fluorescence (Vuitureta 2003). Pour permettre la quantification de I'activité JC, le nombre
de cellules devenues fluorescentes dans la partie non-conductrice est divisé par celui des

cellules bordant la partie conductrice de la lame (Raptis et al 2008).

4) Le « Gap-FRAP »
La base de cette technique repose sur le phénoméne de recouvrement de la
fluorescence aprés photoblanchiment (Fluorescence Recovering After Photobleaching,
FRAP). Les molécules marquées d’'une petite région cellulaire sont photoblanchies par un
laser puissant et le mouvement des molécules non-photoblanchies peut étre suivi dans
les membranes plasmiques ou les organelles. La cinétique de retour de fluorescence
dans la zone photoblanchie permet de déterminer les constantes de diffusion et la
vélocité du flux (Lippincott-Schwartz et al 2001). La technique de Gap-FRAP utilise ces
principes pour I'’étude de la JC. Le traceur utilisé est lipophile et donc perméable a la
membrane plasmique (par exemple la calcéine-AM). Celui-ci est ajouté dans le milieu
de culture de cellules adhérentes. Une fois parvenu a l'intérieur des cellules, ce traceur
est désestérifié en calcéine non lipophile (622 Da) par des estérases cytoplasmiques
permettant sa séquestration intracellulaire (Abbaci et al 2007). Aprés
élimination du traceur en excés par ringage, une cellule cible est photoblanchie et les

cellules adjacentes permettent le transfert du traceur a celle-ci a travers les canaux
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jonctionnels. Ce retour de fluorescence dans la cellule cible peut donc étre suivi par
microscopie a fluorescence et est proportionnel au degré de couplage fonctionnel par
jonctions communicantes. Cette technique permet une quantification de la dynamique du

retour de la fluorescence en fonction du temps (Déléze et al 2001).

1.3.3.2.Etude des vagues calciqgues ex vivo

L’augmentation de la concentration cytosolique du Ca?" se propage, comme vu
précédemment, de cellule a cellule par des vagues calciques intercellulaires. Ce
phénomeéne permet de mesurer l'activité des JC de maniére indirecte. Différentes
stimulations (mécaniques, chimiques ou électriques) d’une cellule peuvent augmenter les
concentrations calciques du cytosol qui peut diffuser, sous forme de vagues calciques,
aux cellules voisines. Ce phénoméne est corrélé avec la présence de JC, en absence de
Ca** extracellulaire ou aprés micro-injection d’IPs (Sanderson 1995). Concrétement, les
cellules sont chargées avec un traceur fluorescent sensible au Ca?* (par exemple, fura-2
ou fluo-3) et sont ensuite stimulées de maniére a générer de I'IP; qui passe dans les
cellules voisines a travers les JC et permet le largage des stocks calciques intracellulaires.
Cette augmentation de la concentration intracellulaire calcique active le traceur qui
fluoresce. Ainsi, la quantification de la CIJG sera liée a la fluorescence observée de cellule

a cellule.

1.3.3.3. Etude des courants par double patch clamp

Sur tranche de cerveau, la combinaison de techniques d’imagerie et d’électrophysiologie
a permis de montrer que la mesure de la conductance était liee au nombre de JC
ouvertes entre deux cellules (Wilders & Jongsma 1992). Dans les premiéres études,
chaque cellule de la paire cellulaire était « piquée » de deux microélectrodes permettant
des injections et le contréle de la tension (volt) puis, une seule pipette par cellule fut
utilisée (Wilders & Jongsma 1992). Les micropipettes permettent de contréler les
potentiels membranaires de chaque cellule et de mesurer les courants correspondants.
Cette mesure de canal unitaire en fait la méthode la plus sensible de quantification des
JC (Giaume et al 1991a).

1.3.4. Etude des HC : « dye uptake »
Aujourd’hui, 'ouverture des HC a de plus en plus été étudiée notamment dans différentes
conditions expérimentales (Bao et al 2004b, Cherian et al 2005, Orellana et al 2011a). Elle
repose sur I'incorporation d’un autre colorant, le bromure d’éthidium (EtBr). Une fois capté
par les cellules en culture, 'EtBr va s’intercaler dans I’ADN. La quantité de fluorescence

mesurée sera le reflet de 'ouverture des HC.
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L’étude des HC peut elle aussi se faire sur tranches grace a la technique de patch-clamp.
Cependant, la faible résistance membranaire des astrocytes (2-5 MQ) induit de
nombreuses erreurs de mesures puisque I'électrode de stimulation et I'électrode
d’enregistrement sont souvent dans la méme pipette (Zhou et al 2009). Pour limiter cela,

la technique de double patch clamp peut également étre appliquée (Ma et al 2014).

L’étude des Cxs astrocytaires est rendue possible grace a différentes approches génétiques (souris
mutantes, shRNA...) et pharmacologiques (inhibiteurs, anticorps, peptides mimétiques). Par ailleurs,
différentes techniques ont été développées afin d’évaluer et de dissocier la fonction JC de la fonction
HC. La combinaison de ces différents éléments est un atout mais des progres restent a faire pour
appréhender de maniere précise, fiable et sélective le role des différentes isoformes de Cxs dans des

fonctions supérieures contrélées par le SNC.

2. ROle des connexines astrocytaires.

La démonstration de I'existence d’une communication astrocytaire a été rendue possible
grace a l'avénement des techniques de microscopie. En particulier, l'utilisation de la
microscopie électronique et de la cryofracture a notamment permis la visualisation des JC

et des HC et de dissocier leurs rdles respectifs (Lauf et al 2002).

2.1. Les jonctions communicantes (JC)
Comme leur nom l'indique, les JC permettent d’établir une communication entre deux
astrocytes voisins et sont perméables a certaines molécules endogenes tel que I'lP3, les
ions calcium Ca?*, mais aussi a certains acides aminés (glutamate, aspartate), aux acides
nucléiques et a certains métabolites énergétiques (glucose, glucose-6-phospphate, lactate)

(Giaume et al 2001).

2.1.1. JC et transport de glucose
Plusieurs études in vitro montrent que les JC sont perméables au glucose (Goldberg et al
2002, Tabernero et al 1996) mais aussi a certains produits de son oxydation comme le
glucose-6-phosphate (Tabernero et al 1996) ou le lactate (Tabernero et al 1996). Dans
des lignées KO Cx30, KO Cx43 ou double KO Cx30/Cx43, une étude montre une diminution
du nombre de cellules couplées révélée par la diminution de la diffusion d’'un analogue non-
métabolisable et fluorescent du glucose (Rouach et al 2008), apportant une preuve
supplémentaire du role des JC dans le transfert du glucose d'une cellule astrocytaire a

I'autre.
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2.1.2. JC et transport de calcium
Comme brievement décrit dans le chapitre précédent, les astrocytes sont capables de

déclencher une réponse synchronisée grace a la diffusion de vagues calciques (Scemes et
al 1998).

Il existe deux méthodes de diffusions :

- Ladiffusion du second messager IP3 qui en diffusant a travers les JC va produire
la sortie de calcium du réticulum endoplasmique favorisant une propagation
proximale,

- La diffusion de messagers extracellulaires qui permettent la synthése de novo
de d’IPs et une propagation distale.

La diffusion des vagues calciques par les JC a été la premiére mise en évidence (Finkbeiner
1992). Dans cette étude, I'octanol ou I’halothane ont montré leur capacité a bloquer la
diffusion de ces vagues entre deux astrocytes voisins. L’élargissement de la vague calcique
passe par des mécanismes de libération de I’ATP qui, en activant des récepteurs distaux,
permet la production de novo d’IPs et la libération de Ca?*. Il est important de noter que
certains bloqueurs comme la CBX, peuvent bloquer la propagation distale de ces processus,
en agissant directement sur les récepteurs a I’'ATP P2X7 (Suadicani et al 2006).

Plusieurs études montrent que les vagues calciques peuvent s’étendre jusqu’a environ
200 pm du point d’initiation (Bowser & Khakh 2007, Wang et al 1997). Celles-ci peuvent
aussi avoir plusieurs conséquences fonctionnelles comme la libération de gliotransmetteurs
(Pellerin & Magistretti 1994), I'assimilation de glucose (Bernardinelli et al 2004) ou le
déclenchement de vagues calciques dans les neurones (Nedergaard 1994). Il est
également important de noter qu’une signalisation calcique induit une sur-activation des
astrocytes et donc une astrogliose réactive potentielle, notamment observable en cas

d’'inflammation (Strokin et al 2011).

2.1.3. JC et transport des autres ions

Dans une premiére étude in vitro, l'utilisation d’agents fluorescents permettant de suivre
les concentrations intracellulaires de Na*, montre que la diffusion de ce cation a travers
les JC assure I'équilibre des concentrations ioniques. En conditions basales, les auteurs
montrent des concentrations similaires dans tous les astrocytes. En revanche, I'utilisation
de bloqueurs pharmacologiques des Cxs permet d’observer une augmentation du Na*
intracellulaire dans 54% des astrocytes apportant un premier argument en faveur du
transport des ions par les JC (Rose & Ranson 1997).

L’hypothése du transport du K* d’'un astrocyte a un autre a été posée pour la premiére fois
dans les années soixante (Orkand et al 1966). Dans une série d’expériences, Gardner-

Medwin montre que I’lhoméostasie potassique se fait de maniére spatiale et dépendante du
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temps (Gardner-Medwin 1983a, Gardner-Medwin 1983b, Gardner-Medwin & Nicholson
1983). Néanmoins, dans deux lignées KO Cx30 et KO Cx43, des auteurs révélent que la
diffusion des ions K* est seulement médiée a 30% par les JC (Wallraff et al 2006). Ainsi,
d’autres mécanismes pourraient étre impliqués dans I’homéostasie potassique ouvrant la

voie vers de plus amples recherches sur le rble des JC dans le transport d’ions.

2.2. Les hémicanaux (HC)
Comme décrit précédemment, les HC représentent un canal localisé a la membrane
plasmique d’un astrocyte. Méme si pendant longtemps leur ouverture n’a jamais été décrite
autrement qu’en conformation de JC, il est aujourd’hui admis que ces unités moléculaires

possédent une activité qui leur est propre.

2.2.1. HC et transport du glucose
Une étude montre que les HC formés de Cx43 sont importants dans la détection du glucose
et la régulation de la glycémie dans I’hypothalamus (Allard et al 2014). Dans cette étude,
les auteurs montrent que les Cx43 sont fortement exprimées dans les astrocytes de
I’lhypothalamus, notamment au niveau des pieds astrocytaires enveloppant les vaisseaux
sanguins. Des résultats similaires ont été observés dans I'hippocampe (Rouach et al 2008)
ou le cortex préfrontal (Nagy et al 1999) laissant entrevoir un rbéle des HC dans la régulation
du glucose. Cependant, I’'hypothése d’'une action directe des HC sur I'assimilation du
glucose reste a démontrer. Comme premier élément de réponse, une étude montre
qu’apres une période de jelne de vingt-quatre heures produisant une diminution de la

glycémie, I'expression des Cx43 est fortement réduite (Allard et al 2014).

2.2.2. HC et homéostasie potassique
Le contrbéle de 'lhoméostasie potassique est associé aux canaux Kir4.1. En ce sens, peu
d’études réveélent I'implication des Cxs dans le contréle/maintien des concentrations
extracellulaires de K*. Néanmoins, une augmentation des courants potassiques chez des
souris doubles mutantes KO Cx30/Cx43 a été rapportée (Wallraff et al 2006). Les auteurs
montrent sur tranches qu’une stimulation haute fréquence de I'aire CA1 de I’'hippocampe,
augmente les concentrations extracellulaires de K* dans cette région. Par ailleurs, les
auteurs proposent que le retour aux concentrations basales, est plus lent dans la lignée
double KO en comparaison aux animaux sauvages, laissant penser que les Cx30 et Cx43
sont importantes dans le processus de recapture du K* extracellulaire. Ces résultats ont
été confirmés quelques années plus tard (Pannasch et al 2011) dans une étude montrant
une augmentation des concentrations extracellulaires de potassium et de glutamate dont

la recapture par leurs transporteurs respectifs est diminuée.
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2.2.3. HC et gliotransmission

Il a été démontré que les Cx43 interviennent dans la libération de glutamate (Orellana et
al 2011b), de I'ATP (Kang et al 2008, Orellana et al 2011b) et de la D-sérine (Otte et al

2013) en complément du processus d’exocytose Ca?*—dépendante.

e Cas du glutamate

Il a été montré que la libération de glutamate par les astrocytes est plus élevée dans un
milieu de culture dépourvu de cations divalents comparé a des astrocytes cultivés en milieu
standard (Ye et al 2003). En utilisant des bloqueurs pharmacologiques des Cxs comme
I’'octanol ou encore la carbenoxolone, les concentrations extracellulaires de glutamate sont
ramenées aux niveaux observés en milieu standard. Ces données suggérent que la
libération de glutamate par les astrocytes par les Cx43 serait indépendante du Ca?* et
mobilise les HC. Confirmé par ailleurs (Jiang et al 2011), une exposition au LPS (Abudara
et al 2015) ou encore au peptide AB (Orellana et al 2011b) semble également augmenter
la libération de glutamate par les HC. Dans cette derniére étude, les auteurs montrent que
la libération de glutamate, induite par le peptide A (est inhibée par I'utilisation du peptide
mimétique Gap26 mais pas par un bloqueur des HC formés de Panx renforcant I'idée que
les Cx43 sont impliquées dans la libération de ce gliotransmetteur. Ces observations ont
également été confirmées in vivo chez la souris KO Cx43 (Chever et al 2014). En effet, en
étudiant les potentiels post-synaptiques excitateurs, les auteurs révélent une diminution
de 30% de la neurotransmission chez les animaux KO en comparaison a des animaux
sauvages.

Néanmoins on sait aujourd’hui que les astrocytes ne sont pas les seuls a libérer du
glutamate via les HC puisque des cytokines pro-inflammatoires comme le TNFa favorisent
ce processus via des canaux formés de Cx32 microgliales (Takeuchi et al 2006). Par
ailleurs, des données montrent que les Panx participent a la libération du glutamate dans
les synaptosomes corticaux (Di Cesare Mannelli et al 20015) et dans les astrocytes (Wei

et al 2016) notamment aprés I'application d’oxaliplatine.

e Cas de 'ATP/Adénosine

Une premiére étude datant des années quatre-vingt-dix montre que des cellules non

gliales, sur-exprimant la Cx43 assurent une libération d’ATP importante (Cotrina et al
1998). Ces observations ont été validées quelques années plus tard a partir de cultures
primaires d’astrocytes dans lesquelles l'activité importante des HC mesurée par la
technique de « dye-uptake », corréle parfaitement avec la libération d’ATP (Stout et al

2002). Plus récemment, l'utilisation des techniques d’imagerie combinées a
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I'enregistrement électrophysiologique a permis de valider cette hypothése (Kang et al
2008).

A linstar du glutamate, ’ATP peut étre libéré par d’autres types cellulaires comme la
microglie (Higashi et al 2011, Orellana et al 2013) ou les tanicytes (Lazutkaite et al 2017,
Orellana et al 2012). De méme, les Panx semblent une fois de plus impliquées dans la
libération de cette purine (Garré et al 2016, Suadicani et al 2012) posant la question de

I'origine de I'ATP et de la spécificité de son moyen de libération.

e Cas de la D-sérine

Aucune étude ne révele aujourd’hui le lien direct entre Cx43 et D-sérine. Cependant, il a
été montré que le blocage des HC par le TAT-Gapl19 dans I'amygdale induit des déficits
mnésiques (Stehberg et al 2012) alors que I'injection d’'un cocktail de gliotransmetteurs,
dont la D-sérine, permet aux animaux de récupérer des performances normales. En
revanche, cette étude ne montre pas les effets de l'injection de D-sérine seule. Plus
récemment, des données révelent que la neurotransmission glutamatergique au niveau du
cortex préfrontal est dépendante de I'ouverture des HC Cx43 et de la D-sérine libérée par
les astrocytes (Meunier et al 2017). Néanmoins comme pour le glutamate ou I'ATP, la
libération de D-sérine peut également étre associée a I'ouverture des canaux Panx (Pan et
al 2015).

Comme les JC, les HC participent activement a la modulation de I'activité neuronale. En
effet, ces unités fonctionnelles sont perméables au glucose jouant donc un rdéle dans
I’'homéostasie énergétique et potassique, indiquant leur capacité a moduler I'excitabilité
des neurones.

En retour, les HC sont capables de libérer des gliotransmetteurs dans la fente synaptique
par un mécanisme différent de I’exocytose. Les Cx30 et Cx43 constitueraient des cibles

privilégiées pour moduler cette gliotransmission qui pourrait étre perturbée dans certaines

conditions pathologiques.

3. Connexines astrocytaires et pathologies

Comme vu précédemment, des altérations morphologiques et fonctionnelles des astrocytes
peuvent entrainer des pathologies neurologiques et psychiatriques comme la DM. Par
ailleurs, on connait aujourd’hui quatorze pathologies liées a des mutations sur au moins
un des vingt-et-un génes codant pour les Cxs (Laird 2014). De la dégénérescence oculaire
aux douleurs neuropathiques, des altérations de la quantité et/ou de la fonction de ces

protéines ont été rapportées (Figure 15) notamment dans la DM (Xia et al 2018a).
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Figure 15 : Altérations des Cxs astrocytaires dans différentes pathologies du systéme nerveux central.
(A) expression et fonction des Cxs dans le cerveau sain. (B-D) Régulation de I'expression et de la fonction des
Cxs dans la douleur neuropathique (B), I'épilepsie (C), la maladie d’Alzheimer (D) et la dépression majeure (E).
L’augmentation d’expression et/ou de fonction est représentée par les fleches vertes alors que la diminution est

représentée par des fléches rouges. Figure redessinée et adaptée d’aprés Dossi et al 2018.

3.1. Cxs astrocytaires et douleur neuropathique

On sait aujourd’hui que la douleur neuropathique peut résulter de la section d’'un nerf.
Dans cette pathologie, les astrocytes et la microglie ont montré leur importance (Mika et
al 2013). L’activation de la microglie en réponse a ce type de section entraine la libération
de molécules pro-inflammatoires (comme le TNFa, ou les IL-1p et IL-6) responsables de
I'activation des astrocytes et de la mise en place d’'une astrogliose réactive (Ji et al 2013).
Néanmoins, il est important de noter que [l'activation astrocytaire ne dépend pas
uniqguement de la microglie puisque dans un modéle murin d’inhibition de la microglie, la
quantité d’astrocytes réactifs est la méme aprés ligature du nerf sciatique (Vallejo et al
2010).

L'implication des Cxs et plus particulierement des Cx43 dans cette pathologie, a été

rapportée dans plusieurs études précliniques (Chen et al 2014a, Lee et al 2005, O'Carroll

86



et al 2013b, Rohlmann et al 1993, Yoon et al 2013). Menées dans les années quatre-vingt-
dix a partir dun modele de section du nerf facial gauche, des auteurs révélent une
surexpression des Cx43 observable dés trente minutes aprés la section du nerf (Rohlmann
et al 1994). En accord avec ces résultats, une étude plus récente montre qu’apreés ligature
du nerf sciatique (Chen et al 2014a), I’expression des Cx43 est augmentée dans la moelle
épiniére dix jours apres section du nerf. Dans cette méme étude, I'utilisation de peptides
mimétiques comme le Gap26, Gap27 ou encore des bloqueurs pharmacologiques comme
la carbenoxolone permettent (i) de réduire le seuil de douleur, (ii) d’augmenter la
fréquence des potentiels post-synaptiques excitateurs de la moelle épiniere et (iii) de
réduire la libération de CXCL1, une chimiokine pro-inflammatoire. Néanmoins, la
surexpression des Cx43 suite a la ligature du nerf sciatique reste controversée puisque
plusieurs études mettent en évidence, au contraire, une diminution d’expression (Morioka
et al 2018, Morioka et al 2015, Zhang et al 2015a). Suite a I'injection d’oxaliplatine (Tonkin
et al 2018), de bortezomine (Morioka et al 2018) ou encore a la section de la moelle
épiniere (Choi et al 2016), une augmentation de I'expression des Cx43 a été détectée dans
la moelle épiniére.

Dans des modeéles plus centraux de douleur, I'inhibition de I'expression des Cx30 et Cx43
dans la moelle épiniére prévient I’hyperalgésie induite par la chaleur (Chen et al 2012). De
maniére intéressante, l'inhibition des deux Cxs est nécessaire pour obtenir ces effets
analgésiques. Ces résultats ont été confirmés par des approches génétiques et
pharmacologiques montrant que le blocage des Cxs par des ARNi (Dorn et al 2000), les
peptides mimétiques (Choi et al 2016) ou par la CBX (Yang et al 2018) réduit les signes
de douleurs dans ces différents modeles. Par ailleurs, dans un modele de ligature du nerf
sciatique, I'amitriptyline exerce des effets analgésiques pouvant étre potentialisés lorsque
ce TCA est administré en combinaison avec un bloqueur des Cxs (Jeanson et al 2016). En
effet, dans un test de nociception basé sur I'application de pressions de plus en plus fortes
sur les pattes de rats, alors qu’un traitement aigu n’a aucun effet, un traitement chronique
(quatorze jours) a I'amitriptyline augmente le seuil de douleur. Cette réponse est encore
plus élevée en présence de méfloquine. Si la diminution d’expression des Cx43, la perte
d’activité JC et 'augmentation du seuil de douleur semble exacerbée par cette association
médicamenteuse, il reste a déterminer s’il existe réellement un lien causal entre ces

différentes observations moléculaires et comportementales.

3.2. Cxs astrocytaires et épilepsie
Il existe plusieurs formes d’épilepsies dont la principale est I'épilepsie du lobe temporal.
Elle se caractérise par une activité neuronale anormalement élevée et méme si son
apparition et son développement ont été initialement attribués aux neurones, I'implication

des astrocytes est aujourd’hui étudiée (Tian et al 2005). En particulier, plusieurs études
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montrent des altérations d’expression et de fonction de nombreux canaux et récepteurs
astrocytaires, appuyant le réle important de ces cellules gliales dans I'épilepsie.
L'implication des Cxs dans I'épilepsie est possible et fait I'objet d’études approfondies. Leur
capacité a capter le glutamate (Malarkey & Parpura 2008, Ye et al 2003) ou les ions K*
(Walz 2000) leur confére un rdle potentiellement antiépileptique alors que leur capacité a
libérer du glucose (Rouach et al 2008) ou des gliotransmetteurs tels que le glutamate
(Angulo et al 2004) ou I'ATP (Rassendren & Audinat 2016) leur confere, au contraire, un
rble pro-épileptique.

Chez I'Homme, plusieurs études post-mortem se sont intéressées a I'expression des Cx43
dans I'épilepsie et ont montré une augmentation de I'’expression de ces protéines dans le
cortex aussi bien au niveau de ’ARNm (Naus et al 1991) qu’au niveau protéique (Collignon
et al 2006). En revanche, il semble que l'implication des Cx43 dépende du degré de
I’épilepsie puisqu’aucune modification d’expression n’est observée chez des patients
souffrant de formes d’épilepsie modérées (Elisevich et al 1997). Une étude plus récente
montre une diminution du nombre de cellules connectées entre elles dans I'hippocampe de
patients épileptiques (Bedner et al 2015). Une autre étude montre a la fois chez des
patients épileptiques et chez des souris modeles d’épilepsie, une diminution de la fonction
JC liée a une augmentation de la phosphorylation des Cx43. En effet, alors que I'expression
de ces protéines est augmentée dans I’hippocampe de patients épileptiques, le nombre de
protéines a la membrane est le méme en comparaison a des patients contréles. Les auteurs
proposent que la formation de JC soit réduite chez les patients épileptiques, en raison d’'une
augmentation de son degré de phosphorylation (Deshpande et al 2017).

Dans des modeles murins d’épilepsie basés sur I'administration chronique de kainate,
I'étude de I'expression de la Cx43 a conduit a des résultats contradictoires puisque
certaines études montrent une augmentation de I'expression des Cx43 dans I'hippocampe
(Takahashi et al 2010), d’autres montrent une diminution (Condorelli et al 2003) ou encore
aucun effet (Sohl et al 2000). D’autres modeles comme le modele de stimulation de
I'amygdale (Elisevich et al 1997) ou le modele d’induction au lithium (Su & Tong 2010)
révelent également des données ne permettant pas d’apporter de conclusions définitives
quant au réle de ces protéines dans I'épilepsie. Il est possible que le choix du modéle soit
un critére majeur dans lidentification du rble des Cx43 dans ce type de troubles
neurologiques.

Plusieurs traitements existent pour traiter I'épilepsie et certains d’entre eux ciblent les
cellules gliales (Baulac & Pitkanen 2009). Néanmoins, l'utilisation de lignées KO (Nielsen
et al 2017) ou de blogueurs pharmacologiques des Cxs (Willebrords et al 2017) a conduit
a des résultats difficilement interprétables (Carlen 2012) puisque des mécanismes de
compensations associés a la faible sélectivité des molécules utilisées ne permettent pas

d’étudier précisément le réle des HC ou des JC dans la physiopathologie de I'épilepsie. Une
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étude récente s’est toutefois intéressée au role des HC dans I'épilepsie en utilisant le
peptide  mimétique TAT-Gapl9 (Abudara et al 2014). L’enregistrement
électrophysiologique montre une diminution de I'activité épileptiforme induite par la
pilocarpine aprés l'injection de TAT-Gapl9 dans I'hippocampe (Walrave et al 2018). De
maniére intéressante, cette méme étude montre une diminution des concentrations
extracellulaires de D-sérine dans I’hippocampe, suggérant un réle pro-épileptique de ce

gliotransmetteur dont la libération serait, du moins en partie, sous le contrble des Cxs.

3.3. Cxs astrocytaires et maladies d’Alzheimer

La maladie d’Alzheimer (MA) est la maladie neurodégénérative la plus répandue dans le
monde. Cette pathologie se caractérise par la formation de plaques séniles extracellulaires,
composées de peptides amyloide-B (AB) et d’agrégats intracellulaires formés par la
phosphorylation anormale de la protéine Tau (pour revue Querfurth & LaFerla 2010).
L'astrogliose réactive observée dans la MA est aujourd’hui reconnue comme étant une
caractéristique clinique de la maladie mais les causes restent a déterminer. Dans une étude
in vitro, I'application d’A (sur des cultures d’astrocytes montre que ce peptide induit une
augmentation de I'expression de la GFAP, accompagnée de modifications morphologiques
comme un corps cellulaire plus gros par exemple (DeWitt et al 1998), suggérant une
origine amyloide de I'activation astrocytaire. Concernant les Cxs, une étude post-mortem
révele une augmentation de la présence de Cx43 aux alentours des plaques d’Af (Nagy et
al 1996) laissant entrevoir un rdle de ces protéines dans la clairance et/ou le
développement des plaques séniles. Cette hypothése a été confirmée dans une étude
montrant une augmentation des Cx43 dans une large cohorte de patients souffrant de la
MA (Kajiwara et al 2018). Dans cette analyse, le géne GJA1 (codant pour la Cx43) semble
surexprimé dans plusieurs régions cérébrales et correle avec I'expression de nombreux
genes connus pour étre impliqués dans la MA.

Des observations similaires ont été faites a partir de modeéles animaux de la MA. Par
exemple, une lignée porteuse d'une mutation sur le géne du précurseur amyloide APP
(lignée APP/PS1) connue pour présenter les mémes symptémes que la pathologie humaine
(Clark et al 1995, Sherrington et al 1995), montre une surexpression des Cx43
particulierement aux alentours des plaques d’Ap (Mei et al 2010), associée a une
augmentation de I'activité des HC (Yi et al 2016). En accord avec ces données, I'inhibition
pharmacologique des Cx43 et plus particulierement des HC permet une réduction du stress
oxydatif, du nombre de neurites dystrophiques (Yi et al 2017) mais aussi d’améliorer les
altérations cognitives observées dans la pathologie (Ren et al 2018). De maniére
intéressante, le blocage des HC ne semble pas influencer la densité de plagues amyloides

suggérant un lien indirect entre les astrocytes et I'aspect amyloide de la MA.
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Concernant les symptomes de la MA, Il a été démontré que le blocage des HC réduit la
mémoire a court terme sans altérer la mémoire spatiale (Walrave et al 2016). Dans le test
de labyrinthe en « Y », l'injection de TAT-Gap19 n’affecte ni le nombre ni 'alternance des
visites des différents bras, montrant que le TAT-Gapl19 est sans effet sur la mémoire de
travail. Néanmoins, dans une version ou un des bras est ouvert aprés un certain délai,
I'injection intra-cérébro-ventriculaire du peptide mimétique entraine une diminution du
temps passé dans le nouveau bras, semblable a ce qui est observé aprés injection de
scopolamine connue pour provoquer des déficits mnésiques. Ces observations laissent
entrevoir une perturbation de la mémoire a court terme aprées le blocage des HC. Une
confirmation dans un modeéle animal de la MA reste toutefois nécessaire. Il est intéressant
de noter qu’un traitement aux canabinoides prévient I'ouverture des HC induite par I’'A (sur
astrocytes en culture (Gajardo-Gomez et al 2017). Dans la méme étude, les auteurs
proposent que les canabinoides préviennent l'augmentation des courants électriques,
possiblement sous-tendus par les Cx43, mesurés en patch clamp sur tranches
d’hippocampe. En accord avec ces résultats, une étude in vitro montre sur des cultures
primaires d’astrocytes issues de souris KO Cx43, que la libération d’espéces réactives de
I'oxygéne (ROS), marque d'un fort stress oxydatif, est réduite en comparaison a des
astrocytes issus d’animaux WT (Ye et al 2015). Dans la méme idée, le blocage des Cxs
avec la carbenoxolone rétablie un niveau basal de ROS, produites en grandes quantités
apres un traitement a I’'Ap (Sharma et al 2019). Ces observations ont été retrouvées dans
plusieurs régions du cerveau comme I’hippocampe, le cortex préfrontal, le striatum ou
encore le cervelet. De maniére remarquable, cette étude montre qu’'un traitement
chronique (six semaines) a la carbenoxolone réduit également le phénotype anxieux induit
par I’A (suggérant I'implication des Cxs dans d’autres pathologies comme l'anxiété ou la

dépression.

3.4. Cxs astrocytaires et maladie psychiatrique

3.4.1. Exemple des troubles anxio/dépressifs
Comme décrit précédemment, plusieurs anomalies astrocytaires ont été rapportées dans
la dépression notamment une diminution du nombre d’astrocytes (Cotter et al 2001, Ongur
et al 1998) ou d’expression de plusieurs marqueurs astrocytaires comme la GFAP, les
transporteurs au glutamate GLT-1 & 2 mais aussi des génes codant les Cx30 et Cx43 (Nagy
et al 2015). Ces derniers résultats sont notamment en accord avec des études cliniques
antérieures rapportant une diminution de I'expression des Cx43 dans le cortex préfrontal
(Ernst et al 2011), le locus coeruleus (Bernard et al 2011), le cortex orbitofrontal (Miguel-
Hidalgo et al 2014) et I'hippocampe (Medina et al 2016) de patients suicidés. De méme,

des agents pharmacologiques connus pour inhiber les Cxs astrocytaires comme la
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méfloquine, induiraient des effets pro-dépresseurs (Meier et al 2004) et des tendances
suicidaires plus importantes chez les patients souffrants de DM (Nevin 2012).

L'utilisation de modeles in vitro apporte des résultats cohérents avec ces données cliniques
(Tableau 7). Par exemple, une étude in vitro indique que I'incubation de cultures primaires
d’astrocytes corticaux et d’hippocampe, avec des doses croissantes de CORT induit la
diminution de I'expression de Cx43, associée a une diminution de la diffusion de LY
suggérant la perte de fonction des JC (Xia et al 2018b). Ce résultat n’est pas limité aux
modeles in vitro. En effet, I'inactivation des Cx43 spécifiquement dans les astrocytes induit
une augmentation de la locomotion et une diminution du comportement d’anxiété mesuré
dans le test de champ ouvert (Frisch et al 2003). Néanmoins, il a été démontré qu’'une
inactivation des Cx30 dans les astrocytes induit, a l'inverse, une augmentation du
comportement anxieux mesuré dans le test de champ ouvert (Dere et al 2003). Ainsi, les
deux sous-types de Cxs seraient impliqués dans les comportements liés au stress et a
I'anxiété mais de maniére opposée. Outre ces modifications spontanées du comportement,
différentes études ont porté sur le réle des Cxs en conditions pathologiques.

Dans un modele de défaite sociale chez la souris, Huang et ses collaborateurs montrent
une diminution de I'’expression des Cx30 et Cx43, associée a une diminution de la fréquence
des potentiels post-synaptiques excitateurs dans le cortex préfrontal et I'hippocampe
(Huang et al 2019a). Ces résultats sont confirmés par I'utilisation de shRNA injectés
directement dans le cortex préfrontal et I'hippocampe. A l'inverse, en sur-exprimant les
Cx30 et Cx43 dans les astrocytes de ces deux régions, les auteurs montrent une
augmentation des potentiels post-synaptiques excitateurs accompagnée d’une
amélioration des comportements pro-dépresseurs induit par le stress. En accord avec ces
données, Sun et ses collaborateurs montraient une diminution d’expression des Cx43 et
de la fonction JC chez des rats soumis au modele de stress chroniques imprévisibles, (Sun
et al 2012). En paralléle de ces perturbations, les auteurs observaient une anhédonie et
un niveau d’anxiété élevé. Un tel phénotype a également été observé suite a l'injection
intra-corticale de peptides mimétiques Cependant, un stress chronique de contention ne

semble pas altérer I'expression des Cx43 (Orellana et al 2015).
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Modele

Tissus ou type cellulaire

Effets

Références

Etudes cliniques

Patients suicidés

Tranches post-mortem

N Cx30 et Cx43 dans

le cortex préfrontal

(Ernst et al 2011)

Patients déprimés et

suicidés

Tissus congelés

2 méthylation des
génes GJB6 (Cx30) et
GJA1 (Cx43)

(Nagy et al 2015)

Patients déprimés et

suicidés

Tissus congelés

N ARNmM codant pour
Cx30 et Cx43

(Medina et al 2016)

Patients déprimés et

suicidés

Tissus post-mortem

N Cx43 dans le cortex

préfrontal

(Miguel-Hidalgo et al
2014)

Patients déprimés

Etudes pré-cliniques

Tissus post-mortem

N Cx43 dans le Locus

Coeruleus

(Bernard et al 2011)

Stress Chroniques

Imprévisibles

Cultures primaires

d'astrocytes

N Cx43
N JC et HC

(Sun et al 2012)
(Jin et al 2017)

Stress de contention

Coupes de cerveaux

= Cx43
2HC

(Orellana et al 2015)

Extraits protéiques (rat)

7 translocation des

Cx43 a la membrane

(Unuma et al 2010)

Exposition chronique a la

CORT

Extraits protéiques

(souris)

2 phosphorylation des
Cx43 dans

I’hippocampe

(Quesseveur, Portal et al

2015)

Coupes de cerveaux

2 phosphorylation des
Cx43 dans le cortex
préfrontal det
I’hippocampe
N GJ dans le cortex
préfrontal et

I’hippocampe

(Xia et al 2018b)

Coupes de cerveaux

N JC et HC dans le
cortex préfrontal et

hippocampe

(Xia et al 2017)

CORT

Cultures mixtes

N Cx43

(Miguel-Hidalgo et al
2019)

Tableau 7 : Niveaux d’expression et statut fonctionnel des connexines chez des patients déprimés et

dans plusieurs modeéles murins de dépression basés sur différentes procédures de stress chronique

<o)
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D’'aprés ces travaux, il semble donc évident que les Cxs astrocytaires participent a la
régulation de la réponse au stress et trés vraisemblablement aux troubles anxio/dépressifs.
Différentes hypothéses peuvent étre avancées pour tenter d’expliquer ces liens. Tout
d'abord, la possibilité que la manipulation génétique ou pharmacologique influence
I'activité des systémes monoaminergiques est une piste qui mérite d'étre explorée.
Toutefois, peu d’études s’intéressent aux effets des Cxs astrocytaires sur les neurones 5-
HT, NA ou DA. Quelques travaux, en revanche, portent sur I'influence des monoamines sur
les Cxs. Une étude princeps montrait dans les années quatre-vingt-dix que I'application de
NA sur des cultures d’astrocytes induit une diminution de la diffusion de LY (Giaume et al
1991b) témoignant d’une diminution de l'activité JC. Plus récemment, des auteurs
apportent un complément d’information en montrant que la NA augmente la
phosphorylation de la Cx43 sans modifier le niveau d’expression de la protéine totale
(Nuriya et al 2018). Il est possible que cette phosphorylation induise une diminution de la
perméabilité des Cxs et une dissociation des JC (Bao et al 2004c, Lampe et al 2000).
L’hypothése d'un effet des Cxs sur la neurogenése hippocampique adulte représente une
autre piste pertinente qui a fait I'objet de différents travaux. Alors que la production de
nouveaux neurones dans cette région est cruciale dans I'apparition d’'un comportement
antidépresseur/anxiolytique (Tunc-Ozcan et al 2019), il a été montré que les Cxs
astrocytaires sont exprimées dans les cellules-souches de la zone sous-granulaire du gyrus
denté de I'hippocampe (Kunze et al 2009). Des souris privées des Cx30 ou Cx43 présentent
une diminution drastique des cellules-souches ainsi que des neurones néoformés (Kunze
et al 2009). Un travail plus récent (Liebmann et al 2013) suggére un réle distinct des Cx30
et Cx43 sur le processus de neurogenése hippocampique puisque I'ablation des Cx43 chez
la souris induit une diminution de la prolifération et de la survie des néo-neurones alors
que celle des Cx30 produit des effets opposés. En accord avec ces derniers résultats, une
diminution de Il'activité proliférative et neurogénique a été observée chez des souris
mutantes présentant une mutation ponctuelle de la Cx43 (Cx43G138R) (Zhang et al 2018).
Une hypothése séduisante concernant le réle des Cx43 dans la dépression a récemment
été avancée. Deux études menées par Miguel-Hidalgo et ses collaborateurs montrent que
I'application de CORT sur cultures mixtes d’astrocytes et d’oligodendrocytes (Miguel-
Hidalgo et al 2019) ou l'injection de cette hormone chez le rat (Miguel-Hidalgo et al 2018)
entraine non seulement une réduction de I'expression des Cx43 dans des astrocytes mais
aussi de la production de la myéline par les oligodendrocytes. Ainsi, il a été proposé que
la perte des Cx43 puisse altérer le processus de myélinisation dont on connait aujourd’hui
I'importance dans la DM (Edgar & Sibille 2012, Edgar et al 2011).

Enfin, la relation entre les Cxs astrocytaires et l'inflammation se précise (Dantzer et al
2008). On sait par exemple gqu’une exposition chronique a la CORT induit une forte

astrogliose réactive (Ghaemi et al 2018) et une forte inflammation (Mendez-David et al
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2017a, Mendez-David et al 2015) responsables de comportements anxio/dépressifs. Or il
a été montré que cette neuro-inflammation favorisait I'augmentation de I'expression des
Cx43 (O'Carroll et al 2013a, Pekny & Nilsson 2005) et l'ouverture des HC dans
I'’hippocampe (Abudara et al 2014, Orellana et al 2015) permettant la libération de
gliotransmetteurs comme I’ATP et le glutamate (Stout et al 2002, Ye et al 2003) en quantité

neurotoxique.

Le stress chronique et plus généralement la DM provoque des altérations dans
I'expression et la fonction des connexines. Ces dernieres sont impliquées dans de
nombreuses fonctions connues pour favoriser [I'apparition de symptémes
anxio/dépressifs tels que I'atténuation des processus de neurogenése hippocampique
ou de myélinisation ou encore I'activation de processus pro-inflammatoires. Selon les

causes de la pathologie le réle des Cxs pourrait s’avérer différent, parfois neuro-

protecteurs, parfois neurotoxique en lien avec des modifications des JC et/ou des HC.

3.4.2. Effets des antidépresseurs sur les connexines astrocytaires
Certaines données expérimentales démontrent que les antidépresseurs régulent
I'expression des Cxs et probablement leurs fonctions (Tableau 8).

In vitro, plusieurs études mettent en évidence que I'application de différentes classes
d’antidépresseurs augmente I'expression des Cx43. Ces observations ont été rapportées
avec la fluoxétine (Mostafavi et al 2014), I'amitriptyline, la clomipramine ou la fluvoxamine
(Morioka et al 2014). A ce jour, aucun effet de ces molécules n'a été rapporté sur
I'expression des Cx30.

En accord avec ces observations, un traitement chronique a la fluoxétine (20 mg/kg
pendant vingt-et-un jours) induit une augmentation de I'expression de la Cx43 dans le
cortex préfrontal de rats (Fatemi et al 2008). De la méme fagon, le méme traitement
chronique a la fluoxétine (10 mg/kg pendant vingt-et-un jours) ou la duloxétine (10 mg/kg
pendant vingt-et-un jours) prévient la diminution d’expression des Cx43 induite par le
stress chronique imprévisible (Sun et al 2012). Cependant, les effets de ces
antidépresseurs sur I’'expression des Cxs, en particulier ceux de I'amitriptyline, ne semblent
pas liés a I'activité de blocage de recapture des monoamines (Morioka et al 2014). En effet,
en utilisant la technique de western blot, les auteurs montrent que les effets de
I'amitriptyline sur I'expression des Cx43 passent par une cascade de phosphorylations
entrainant l'activation de la voie de signalisation des MAP kinases. En somme, une
modification de I'expression des Cx43 par certains antidépresseurs laisse entrevoir la

possibilité d’'une modulation de I'activité des JC et/ou des HC.
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Tissus

Antidépresseur Dose . Effet Références
Type cellulaire
o 7 expression
Cultures primaires
facteur
d’astrocytes ) (Allaman et al
10puM neurotrophiques
corticaux 2011)
) 7 libération de
(souris)
lactate
10- Cultures (Mostafavi et al
7 Cx43
30 pg/ml d’astrocytes 2014)
10 uM Cultures primaires (Jeanson et al
2JC
24h d’astrocytes 2017)
Fluoxétine 15 mg/kg Coupes
N cellules GFAP+ (Czéh et al 2006)
28 jours d’hippocampe
10 mg/kg Hippocampe
7 GLT-1 et GLT-2 (Zink et al 2010)
14 jours (souris)
10 mg/kg Cortex préfrontal
. 2 Cx43 (Fatemi et al 2008)
21 jours (rat)
Cortex préfrontal 2 Cx43
10 mg/kg (Sun et al 2012)
(rat) 2JC
Hippocampe N phosphorylation  (Quesseveur, Portal
18 mg/kg
(souris) de Cx43 et al 2015)
Cultures
0-20 uM d’astrocytes N nombre de
. . (Cho et al 2010)
10 jours corticaux cellules GFAP+
(souris)
Cultures
N Cx30
25 uM d’astrocytes (Morioka et al
) 7 Cx43
1-12h corticaux 2014)
Amitriptyline . 2JC
(souris)
25 uM Cultures 2 expression de (Hisaoka et al
1-48h cellulaires GDNF 2007)
Cultures
25 uM d’astrocytes (Jeanson et al
) N HC
48h corticaux 2017)
(souris)

Tableau 8 : Effets de différents antidépresseurs sur I’anatomie et la fonction des astrocytes et des

Cxs astrocytaires.

Tableau adapté et complété d’apres Xia et al 2018a.
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. Tissus
Antidépresseur Classe Dose . Effet Références
Type cellulaire

0-20 UM Cultures N nombre de
. (Cho et al 2010)
10 jours d’astrocytes cellules GFAP+
Réverse la

diminution du
. ) 10 pM Cultures nombre de .
Clomipramine TCA (Liu et al 2009)
48h d’astrocytes cellules GFAP+

induite par le

stress
5 mg/kg Hippocampe
2 Cx43 (Jeanson et al 2017)
21 jours (rat)
. 5um Cultures
Venlafaxine ISRN N JC et HC (Jeanson et al 2017)
24 heures d’astrocytes

Tableau 8 (suite) : Effets de différents antidépresseurs sur I’anatomie et la fonction des astrocytes
et des Cxs astrocytaires.

Tableau adapté et complété d’apres Xia et al 2018a.

3.4.2.1. Antidépresseurs et JC

Une premiére étude montre que l'amitriptyline appliquée sur des cultures primaires
d’astrocytes corticaux, augmente la diffusion de LY, indiquant une augmentation de
I'activité JC (Morioka et al 2014). Ces données ont néanmoins été remises en question
puisqu’une inhibition de I'activité JC suite a I'application de ce méme antidépresseur sur
des cultures primaires d’astrocytes a été observée (Jeanson et al 2017). De maniére
intéressante, la combinaison amitriptyline et méfloquine accentue encore plus I'effet de
I'amitriptyline sur I'activité JC puisque la combinaison diminue la diffusion de LY sur des
cultures primaires d’astrocytes (Jeanson et al 2016). Jeanson et ses collaborateurs
montrent par ailleurs une diminution de I'activité JC avec la fluoxétine et la venlafaxine,
alors que la paroxétine favorise cette fonction. L'imipramine, la réboxétine et la duloxétine
restent sans effets. A la lumiére de ces résultats, il apparait primordial de déterminer I'effet
des différentes classes des antidépresseurs et méme des différents antidépresseurs au sein
d’'une méme classe, sur la fonction des Cxs astrocytaires in vivo. Méme si Sun et ses
collaborateurs rapportent que la fluoxétine restaure I'activité JC corticales dans le modele
de stress chroniques imprévisibles (Sun et al 2012), ces travaux doivent étre complétés a
partir d’autres modeles murins de dépression et d’autres régions cérébrales. De maniéere
intéressante, la kétamine (300 pM) a révélé avoir des effets inhibiteurs sur I'activité JC sur
des cultures primaires d’astrocytes. Cette inhibition reste tout de méme plus faible qu’avec

un antidépresseur classique (Liu et al 2016).
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3.4.2.2. Antidépresseurs et HC

Peu d’études se sont intéressées aux effets des antidépresseurs sur la fonction HC. In vitro,
I'incubation de cultures primaires d’astrocytes avec du LPS augmente I'activité des HC. La
carbenoxolone bloque les effets du LPS et réduit I'ouverture des HC (Jeanson et al 2017).
Dans cette étude, les auteurs montrent que toutes les classes d’antidépresseurs ont des
effets comparables a ce bloqueur des Cxs mais aucune différence n’est observée entre les
différentes classes d’antidépresseurs. Si on s’intéresse aux TCA, la méme équipe montre
qu’un traitement combiné amitriptyline et méfloquine présente les mémes effets qu’'un
traitement a I'amitriptyline seule (Jeanson et al 2016). Comme pour la fonction JC, une
confirmation in vivo est néanmoins nécessaire afin de mieux comprendre le rbéle des

antidépresseurs sur les HC en conditions basales et pathologiques.

Les antidépresseurs monoaminergiques corrigent les altérations observées apres un
stress chronique sur I'expression et la fonction des connexines astrocytaires.
In vitro ou in vivo, les effets des antidépresseurs semblent différents selon la classe

pharmacologique sur la fonction JC alors que toutes les classes ont des effets

comparables sur la fonction HC.

L’ensemble des observations décrites dans cette introduction bibliographique apportent
des arguments en faveur de I'aspect multimodal de la dépression. En considérant les
multiples fonctions astrocytaires au sein de la synapse tripartite, ces données montrent
que la physiopathologie de la dépression s’étend au-dela des systémes monoaminergiques
faisant de la dépression, une pathologie reposant également sur des mécanismes non-
neuronaux. L’hypothése d’'une balance fonctionnelle entre les JC et les HC a été soulevée
(Xia et al 2018a). Alors que la fonction JC semble atténuée en conditions de stress, une
augmentation de I'activité HC est également observée (Orellana et al 2015).

Cette augmentation de I'activité des HC constitués de Cx30 et Cx43 suite a un stress
chronique pose la question du réle des gliotransmetteurs dans la physiologie de la synapse
et la régulation des comportements anxio/dépressifs. Bien que des études
pharmacologiques avec des antidépresseurs ont montré une atténuation de I'activité HC,
des études in vivo plus poussées sont nécessaires afin de mieux comprendre I'activité des
Cx30 et Cx43 en conditions pathologiques ainsi que l'action des antidépresseurs sur

I'expression et la fonction de ces protéines.
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A la lumiére de ces informations, nous avons émis I'’hypothése qu’un blocage des

connexines dans I'hippocampe est suffisant pour induire un comportement de type

antidépresseur.

Pour répondre a cette question, nous avons articulé ces travaux de thése autour de quatre

axes :

Le premier axe s’intéresse a la fonction des Cx43 en conditions
physiologiques. A I'aide d’inactivations génétiques constitutive ou spécifique
dans I'hippocampe, nous avons cherché a comprendre (i) I'importance des
connexines hippocampique sur le comportement anxio/dépressif, (ii) quels sont
les mécanismes moléculaires des phénotypes observés.

Le second axe s’intéresse au role des Cx43 dans la réponse aigle aux
psychotropes. Basé sur des études précédentes qui révelent l'effet des
antidépresseurs sur l'expression et la fonction des connexines, nous avons
cherché a comprendre si a I'inverse, I'inactivation des Cx43 peut influencer la
réponse a ces agents pharmacologiques aprés administration unique.

Le troisieme axe explore le rBle des connexines astrocytaires en
conditions pathologiques. Dans un modéle murin de dépression basé

I’exposition chronigue a la corticostérone, nous avons cherché a comprendre le

réle des Cx43 sur le comportement anxio/dépressif dans ce modéle murin de
dépression ainsi que les mécanismes moléculaires sous-jacents.

Le quatrieme axe, quant a lui, s’intéresse a la réponse chronique aux
antidépresseurs dans le modéle CORT. Pour cela, nous avons comparé la
réponse d’un traitement chronique avec un inhibiteur de recapture mixte de 5-

HT et NA seul ou en combinaison avec un bloqueur pharmacologique des Cxs.

L’objectif final de cette thése est de mieux caractériser le role des Cx43 d’un point de vue

fonctionnel mais aussi leur implication dans des pathologies liées a des dérégulations de

I'axe du stress comme la dépression.
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MATERIEL & METHODES
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1. Autorisation d’expérimenter

Ces travaux de thése ont été réalisés en accord avec les directives du Conseil Européen
des Communautés (86/609/EE), du Comité Francais (87/848) et du comité local (Direction
Départementale de la protection des populations, C31-555-11). Toutes les expériences
réalisées dans ce travail de thése ont été menées dans la stricte conformité des régles
vétérinaires sur le bien-étre animal. Elles ont été recensées au sein d’'un projet évalué et
validé par le comité d’éthique de Toulouse puis par le ministere (autorisation APAFIS#
2018100110245946#16913).

2. Animaux

Différentes souches de souris ont été utilisées lors de ces travaux de thése : les souris
connexines 43 knock-down (Cx43 KD) et leurs contrdles sous fond C57BI6/J, des souris
Swiss et des souris BalbC/J. Celles-ci ont été hébergées entre deux et six par cage au sein
de I'animalerie conventionnelle du Centre de Recherches sur la Cognition Animale (CRCA)
avec un acces a l'eau et la nourriture ad libitum (hors expériences nécessitant la mise a
jeun). Les conditions d’animalerie étaient une température tempérée (23 = 2°C) et une

rythmicité circadienne de 12h (cycle lumineux commencant a 8h00).

2.1. Souris Connexine 43 « knock-down » (Cx43 KD)

La souche de souris Cx43 KD a été introduite au CRCA en 2014. Les premiéres souris issues
de la lignée ont été généreusement cédées au Pr Bruno Guiard par le Pr Corinne Leloup
(CSGA, Dijon). Sur fond génétique C57BI6/J, cette lignée présente deux sites LoxP
encadrant I'exon 2 du géne de la Cx43 (Figure 16). Lors du processus de transgénése,
deux génes rapporteurs ont été ajoutés (tk/neo et lacz) afin de faciliter la sélection des
clones recombinants. Décrit dans la littérature, le mode de construction de la souris
« floxée » pour la Cx43 provoque une diminution inattendue de 50% de I'’expression de la
protéine (Theis et al 2003). Les animaux utilisés lors de ces travaux étaient tous issus de

croisements entre males et femelles Cx43 KD réalisés au CRCA.

— DI 5 D wineo | ez ID>—

Figure 16 : Construction génétique simplifiée du géne de la Cx43 chez les souris Cx43 KD.

Les triangles gris représentent les sites loxP insérés dans la construction pour permettre la délétion du géne sous
I'influence de la CRE recombinase. Les boites noires représentent les zones non transcrites du géene. tk/neo et

lacZ sont des génes rapporteurs. Figure adaptée d’apres Theis et al 2001.
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2.2. Souris C57BIl6/J

Les souris sauvages utilisées dans ces travaux sont issues de la lignée C57BI6/) de
I’élevage Charles Rivers (L'Arbresle, France). Elles ont été testées entre sept et dix
semaines a l'exception de I'étude de la réponse a un traitement chronique aux
antidépresseurs (voir Chapitre 4 :) ou les animaux ont été testés a treize et a vingt-sept

semaines en raison de la durée d’exposition a la corticostérone.

2.3. Souris BalbC/J et Swiss

Les souris sauvages utilisées, issues de la lignée BalbC/J et Swiss proviennent de I'élevage
Janvier (Le Genest-Saint-Isle, France) et ont été testées entre 7 et 10 semaines. La souche
BalbC/J a été sélectionnée dans ces travaux en raison de sa sensibilité accrue au stress

comparée a celle observée dans d’autres souches (Griebel et al 1993)

3. Pharmacoloqie

3.1. Outils lentiviraux

Les lentivirus ont été obtenus a la faveur d’'une collaboration avec le Pr Nicole Déglon
(Laboratoire de Neurothérapie et Neuromodulation, Centre Hospitalier Universitaire
Vaudois, Lausanne, Suisse). Il s’agit de lentivirus pseudo-typés MOKOLA contenant un
shRNA dirigé contre la protéine GFP (shRNA-GFP) ou contre la protéine d’intérét, la Cx43
(shRNA-Cx43) (Figure 17). L’enveloppe MOKOLA confére au lentivirus un tropisme
principalement astrocytaire (Colin et al 2009). Par ailleurs, des séquences supplémentaires
miR124*T et mMIR9*T ont été insérées dans le transgéne de maniére a empécher
I'expression résiduelle éventuelle du shRNA respectivement dans les neurones et les

cellules-souches (Merienne et al 2015)

Figure 17 : Schéma de la construction du shRNA

LTR : Séquence longue terminale ; TRE : Récepteur sensible a la tetrodotoxine, miR30 : MicroARN précurseur ;
WPRE : élément de régulation post-transcriptionnel ; GS : Promoteur glutamine synthase ; tTAS2 : géne codant
pour la tetrodotoxine ; miR124*T : MicroARN régulateur ; miR9*T : MicroARN régulateur. Figure adaptée d’aprés

Merienne et al 2015.
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3.2. Préparation
Les solutions de lentivirus ont été fraichement préparées le matin de leur injection
stéréotaxique. Chaque solution contenant les vecteurs lentiviraux a été titrée a 150 000
np/p24 pour assurer une bonne disponibilité une fois injectée dans la structure cérébrale
d’'intérét. La solution meére de lentivirus a été diluée dans une solution de tampon
phosphate (Phosphate Buffer Salin, PBS) contenant 1% de sérum d’albumine bovine (Bovin
Serum Albumin fraction V, BSA, Roth Cat# 8076-1).

3.3. Stéréotaxie et injection
Aprés anesthésie a I’hydrate de chloral (400 mg/kg i.p. dilué dans du NaCl 0,9%, Sigma-
Aldrich Cat# 302-17-0), les animaux ont été placés dans un appareil stéréotaxique puis
injectés avec le shRNA-GFP ou le shRNA-Cx43 dans I’hippocampe droit et gauche. (HPd et
HPg, 1 pL/coté). Les sites d’injections ont été déterminés a partir du bregma selon les
coordonnées décrites dans l'atlas stéréotaxique de Franklin & Paxinos 2000 :
antéropostérieur (AP) -2,5 mm, latéralité (L) 2,8 mm et ventralité (V) -3 mm. Les
injections ont été réalisées a I'aide d’'un micro-injecteur (QSI apparatus, Stoelting Co. USA)
et d’'une seringue Hamilton 5 pyL (Microliter™ syringe #65, Hamilton Co., USA), a raison
d’un débit de 0,1 pL/minute pendant dix minutes. A la fin de chaque injection, la seringue
a été maintenue en place pendant cinq minutes supplémentaires afin de s’assurer d’'une

diffusion optimale du vecteur injecté.

4. Outils pharmacologiques
4.1. Solutions pharmacologiques pour les administrations
aigues
Les produits suivants ont été utilisés pour des administrations uniques :

- La carbenoxolone (CBX, 10 mg/kg, Sigma-Aldrich, Cat# 7421-40-1) a été diluée
dans du NaCl 0,9% puis administrée par injection intra-péritonéale (i.p.) trente
minutes avant le début du test. La dose de CBX a été choisie sur la base d’'une
étude précédente in vivo montrant la capacité de la CBX & passer la barriére
hémato-encéphalique et & promouvoir des effets centraux (Gareri et al 2004),

- La fluoxétine (FLX, 18 mg/kg, LTD Laboratories Cat# F4780) a été diluée dans une
solution de NaCl 0,9% et a été administrée par injection i.p. trente minutes avant
le début du test. Le choix de la dose de fluoxétine repose sur des études
précédentes montrant in vivo la capacité de cette molécule a augmenter les
concentrations extracellulaires de sérotonine (Zemdegs et al 2019) et a produire

un effet de type antidépresseur (O'Leary et al 2007).
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La kétamine (10 mg/kg ; Laboratoires Virbac) a été diluée dans du NaCl 0,9% puis
administrée par injection i.p. trente minutes avant le début du test. La dose de
kétamine a été choisie sur la base d’'une étude précédente in vivo montrant la
capacité de cette molécule a exercer des effets antidépresseurs a doses sub-
anesthésiques (Pham et al 2018).

Le NBQX (10 mg/kg ; AOBIOUS Cat# AOB0734) a été dilué dans du NaCl 0,9% +

3% DMSO puis administré par injection i.p. trente minutes avant le début du test.

Une solution de NaCl 0,9% a été utilisée comme solution controle.

4.2. Solutions pharmacologiques pour les administrations

chroniques

Les produits suivants ont été utilisés pour des administrations répétées :

La corticostérone (CORT 5 mg/kg par jour, Sigma-Aldrich, Cat# C2505-500MG)
administrée dans I'’eau de boisson a été diluée dans de I'eau et de la f—cyclodextrine
(20%) (Kleptose®, Roquette Cat# 341001) pour atteindre la concentration
souhaitée. En raison de sa photosensibilité, la CORT a été placée dans des biberons
opaques, préparée fraichement et renouvelée deux fois par semaine. Une solution
de pB—cyclodextrine a été utilisée comme contrble a ce traitement. La dose de CORT
a été sélectionnée sur la base d’études précédentes in vivo montrant sa capacité a
développer un phénotype anxio/dépressif (David et al 2009).

La venlafaxine (VENLA 16 mg/kg par jour, Sigma-Aldrich, Cat# V7264) administrée
dans I'eau de boisson a été diluée dans la solution de corticostérone puis délivrée
dans des biberons opaques comme précédemment décrit. La dose de VENLA a été
sélectionnée sur la base d’études précédentes montrant sa capacité a promouvoir
des effets de type antidépresseurs dans des modéles animaux de dépression (Bacq
et al 2012) et a bloquer a la fois le systeme 5-HT et NA (Redrobe et al 1998)

La CBX (10 mg/kg par jour), diluée dans une solution de NaCl 0,9%, a été

administrée par injection i.p. une fois par jour pendant dix jours.

4.3. Solutions peptidiques

Les peptides mimétiques Gap26 scramble ([NH2]PSFDSRHCIVKYV[COOH]) et Gap26
([NH2]VCYDKSFPISHVR[COOH]) ont été obtenus déshydratés aprés production a facon

chez ThermoFisher (Thermoscientific USA).
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4.3.1. Préparation
Chaque composé déshydraté a été suspendu dans du liquide céphalo-rachidien artificiel
(LCRa) pour une concentration finale de peptide a 1 mM (Stehberg et al 2012) soit une
dose équivalente a 25 ug/kg.

4.3.2. Stéréotaxie et injection
Aprés anesthésie a I’hydrate de chloral (400 mg/kg i.p.), les animaux ont été placés dans
un appareil stéréotaxique puis implantés avec une sonde de microdialyse a trois voies (voir
Microdialyse intracérébrale) permettant pour la premiére voie, I'injection du peptide, et
pour les autres voies la perfusion et le recueil du LCRa. Les sondes ont été implantées dans
HPd et HPg aux coordonnées suivantes : AP -2,7 mm, L 2,8 mm, V -3,5 mm. L’'injection
a ensuite été réalisée a l'aide d’'une seringue Hamilton (1 ml Gastight syringe 1001RN,
gauge 22) a un débit constant de 0,1 pL/min pendant 5 minutes pour un volume total

injecté de 0,5 PL par hémisphére.

5. Tests comportementaux

Les animaux ont été soumis a une batterie de tests comportementaux allant du test le
moins stressant au plus stressant. Avant chaque test, une période de soixante minutes
d’acclimatation a la salle d’expérimentation a été respectée afin de limiter les effets liés au
changement d’environnement. Une période de deux jours a été respectée entre deux tests

comportementaux.

5.1. Tests d’anxiété

5.1.1. Hyperthermie induite par le stress aigu
La température corporelle des rongeurs est une variable sensible au stress ou a
I’'environnement. Le test d’hyperthermie repose sur le principe d’'une augmentation de la
température corporelle aprés I'application d’'un stress (pour revue Oka 2018) mesurée
entre deux prises consécutives. Le jour du test une premiére prise de température est
effectuée puis une seconde dix minutes plus tard. Une souris contrdle présente une
augmentation de la température corporelle suite a I'insertion par I'expérimentateur de la

sonde intrarectale.

5.1.2. Champ ouvert (Open Field, OF)
Ce test est basé sur la tendance naturelle des rongeurs a éviter les espaces ouverts
considérés comme anxiogenes (pour revue Walsh & Cummins 1976). Les animaux sont
placés dans une aréne circulaire de 40 cm de diameétre exempt d’indices spatiaux (Figure

18). Chaque animal est libre d’explorer ce nouvel environnement pendant dix minutes. Le

109



dispositif est placé sous une caméra connectée a un systeme de trajectométrie (Ethovision,
Noldus Tech., Nederlands) permettant la mesure de différents paramétres comme la
distance parcourue, le temps passé dans le compartiment central (situé a 10 cm des parois
de I'aréne et considéré comme anxiogene) et le compartiment périphérique (compartiment
considéré comme non anxiogene). Il est important de noter que tout animal présentant

une activité locomotrice aberrante a été exclu pour le reste de I'’étude comportementale.

Figure 18 : Dispositif expérimental du test d’OF

A : Représentation schématique du dispositif ; B et C : Photographies du dispositif vu du dessus.

5.1.3. Labyrinthe en croix surélevé (Elevated plus Maze, EPM)

Basé sur le conflit entre I'exploration d’un nouvel environnement et la peur du vide, 'EPM
est classiquement utilisé pour mesurer I'anxiété chez les rongeurs (pour revue Carobrez &
Bertoglio 2005). Un animal dit « anxieux » aura tendance a se réfugier dans les bras
fermés, clos et sombres, et a éviter les bras ouverts.
Le dispositif est constitué d’'un labyrinthe en forme de croix, surélevé a 50 cm au-dessus
du sol (Figure 19A-D). Trois parties distinctes composent ce dispositif :

- Une plateforme centrale (3 cm x 3 cm)

- Deux bras fermés (d’'une longueur de 80 cm, Figure 19D)

- Deux bras ouverts (d’une longueur de 80 cm Figure 19C)

Le dispositif est entouré d’un rideau blanc sans indices spatiaux sous lumiére tamisée.
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Figure 19 : Dispositif expérimental du test d’EPM
A : Représentation schématique du dispositif ; B : Photographie du dispositif vue du dessus ; C : Vue depuis un

bras ouvert ; D : Vue depuis un bras fermé.

Durant le test, les animaux sont introduits dans le dispositif sur la plateforme centrale,
faisant face a I'un des deux bras ouverts et sont libres d’explorer leur environnement
durant cing minutes. De par le principe du test, le temps passé dans les bras ouverts ainsi
que le nombre d’entrées dans ces bras sont considérés comme le reflet du niveau anxiété
de I'animal. Un animal est considéré comme « dans le bras » lorsque ses quatre pattes

franchissent la ligne séparant la plateforme centrale et le bras considéré.

5.1.4. Alimentation supprimée par la nouveauté (Novelty Suppressed

Feeding, NSF)
Basé sur le conflit entre la faim et la peur de s’aventurer dans un environnement
anxiogéne, le test de NSF est souvent utilisé comme test d’anxiété chez le rongeur
(Santarelli et al 2001). Une particularité de ce test est qu’il permet de mettre en évidence
a la fois les effets des anxiolytiques (aprés administration aigiie) ou des antidépresseurs
(apres administration chronique) (Guilloux et al 2013). Le dispositif est constitué d’'une
boite en plexiglas (40 cm x 60 cm) avec en son centre une croquette déposée sur du cercle
de papier blanc. Ce dernier est fortement éclairé par une lampe placée a 40 cm au-dessus
et d’'une puissance équivalente a environ 60 W afin de renforcer le caractére anxiogene de

la situation pour la souris (Figure 20).
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Figure 20 : Dispositif expérimental du test de NSF.

A : représentation schématique ; B : Photographies du dispositif vu du dessus ; C : Dispositif vu de face.

Vingt-quatre heures avant le début du test, les animaux ont été mis a jeun avec
uniquement acces a l'eau. Le test a été réalisé le lendemain sous réserve que chaque
animal ait perdu au moins 10% de son poids corporel. Le jour du test, I'animal est placé
dans un coin de I'aréne, libre d’explorer son environnement. La latence a aller se nourrir
est alors mesurée pour chaque animal et un temps limite (« cut-off ») de dix minutes est
fixé avant I'arrét de I'expérimentation (Samuels & Hen 2011). A I'issue de cette phase de
test, la quantité de nourriture consommeée par chaque souris est mesurée pendant cing
minutes dans la cage d’élevage (environnement familier) afin de s’assurer de I'absence de
différences du niveau de faim entre les animaux.

En raison d’un stress trop important, il est possible que certains animaux n’aillent pas se
nourrir dans les dix minutes imparties. D’autres parameétres d’évaluation de l'anxiété
peuvent alors étre utilisés comme le temps passé sur le cercle blanc et le nombre d’entrées

sur ce cercle.

5.2. Test de dépression

5.2.1. Suspension caudale (Tail Suspension Test, TST)
Le TST est un test permettant de mesurer le niveau de résignation, un des symptémes de
la dépression (Cryan et al 2005). Le dispositif est constitué de trois compartiments (16 cm
X 38 cm x 15 cm) chacun surmonté d’un crochet (Figure 21). Le jour du test, I'animal est
pendu par la queue au moyen d’un scotch. Le temps total d'immobilité est mesuré pour

une durée de test de six minutes. Une souris résignée verra son temps d’'immobilité
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augmenté par rapport a une souris contréle. Au contraire, une souris moins résignée

s’efforcera de se débattre et présentera donc un temps d’immobilité réduit.

Figure 21 : Dispositif expérimental du TST.

A : Représentation schématique ; B : Photographie du dispositif expérimental.

5.2.2. Nage forcée (Forced Swim Test, FST)

Le FST repose sur le méme principe que celui du TST et permet également de mesurer un
état de résignation chez le rongeur. Le dispositif et le protocole utilisés durant ces travaux
de thése ont été adaptés du modéle originalement proposé par Cryan et ses collaborateurs
(Cryan et al 2002) et dans d’autres études (Nguyen et al 2012). Le dispositif est composé
d’un cylindre transparent, haut de 24 cm et de 17,5 cm de diametre. Le jour du test, le
cylindre est rempli d’eau sur une hauteur de 17,5 cm a une température de 25 = 1 °C.
Une fois placé dans le dispositif, I'animal peut explorer librement son environnement durant
six minutes (Figure 22) mais seules les quatre derniéres minutes d’explorations sont
utilisées pour évaluer la résignation.

On distingue trois types de comportements :

- Limmobilité refléte la résignation de I'animal. Un animal est considéré comme
immobile lorsqu’il flotte et qu’aucun de ses membres ne bouge.

- Un comportement d’escalade (climbing) dont les variations sont un reflet de
changements d’activité du systeme noradrénergique (Cryan et al 2002). On
considere qu’un animal escalade lorsque l'intégralité de son corps est en contact a
la paroi du cylindre et que I'animal tente de se hisser hors du dispositif.

- Un comportement de nage (swimming) qui peut étre le reflet d’'une activité plus
importante du systéme sérotoninergique. Un animal est considéré comme nageant

a partir du moment ou il n’effectue pas du climbing et qu’il n’est pas immobile.
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Dans ces travaux de thése, seul le comportement d’immobilité a été mesuré.

Figure 22 : Dispositif expérimental du FST.
A : représentation schématique. B : Photographie du dispositif expérimental vue de face. C : Photographie du

dispositif expérimental vue de haut.

5.2.3. Test d’éclaboussures (Splash Test, ST)
Le ST est un test qui se référe a un autre symptdéme de la dépression : I'incurie (ou
« négligence »). Dans ce test, la capacité a prendre soin de son pelage est évaluée suite a
la vaporisation d’'une solution collante de saccharose a 10% sur le dos de la souris. Le test
a été réalisé dans la cage d’élevage (environnement connu) pour éviter les biais liés a
I'exploration (Yalcin et al 2005). Le temps ainsi que le nombre de toilettage ont été mesurés

pendant 5 minutes (Ducottet & Belzung 2004).

5.2.4. Etat du pelage (Fur Coat State)
A linstar du ST, la dégradation de I'état du pelage reflete également une forme de
négligence, un comportement d’incurie se traduisant par la capacité des animaux a prendre
moins soin de leur pelage. L'état du pelage est évalué en huit points sur I'ensemble du
corps de I'animal, comme décrit précédemment dans la littérature (Bergner et al 2009).
Pour un point précis du corps, si le pelage est de bonne qualité et parait entretenu, un
score de O est attribué. A l'inverse, un score de 0,5 ou 1 est attribué pour un pelage
dégradé, gras, abimé et/ou ébouriffé. La moyenne des scores sur les 8 parties du corps
permettra de comparer I'état du pelage entre deux individus ou deux groupes. Plus un
animal sera stressé, plus le score moyen de I'état du pelage sera élevé traduisant ainsi une
altération de soin corporel chez ces animaux (Figure 23). Il est important de noter que des
molécules favorisant le stress provoquent une dégradation du pelage. A l'inverse, un
traitement chronique avec un antidépresseur permet une amélioration de ce paramétre

(Dournes et al 2013).
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Figure 23 : Dégradation de I’état du pelage chez des souris exposées a la CORT.

A : état du pelage avant exposition. B : forte dégradation de I'état du pelage aprés treize semaines d’exposition.

5.3. Test de mémoire : Reconnaissance d’objet (Object
recognition, OR)

Ce test repose sur la capacité d’un rongeur a discriminer un objet connu d’un objet inconnu
(Ennaceur & Delacour 1988). En effet, dans ce test, une souris disposant de capacités
d’apprentissages « normales » passera plus de temps a explorer un nouvel objet par
rapport a un objet déja connu. Le dispositif se compose d’une aréne circulaire de 40 cm de
diametre et de trois objets : deux parfaitement identiques et un nouvel objet (Figure 24).
Le test se déroule en trois phases :

- Une phase d’habitation (J1) au cours de laguelle les animaux sont placés dans une
nouvelle aréne exempte d’indices spatiaux. Une fois placé dans le dispositif, I'animal
peut explorer librement son environnement pendant dix minutes.

- Une phase d’exploration (J2) au cours de laquelle les animaux sont mis en présence
de deux objets identiques (O1 et O2). Une fois placé dans le dispositif, I'animal peut
explorer ces deux objets pendant une durée de dix minutes.

- Une phase de test (J3) durant laquelle les animaux sont réintroduits dans le méme
contexte mais un des deux objets est replacé pour un nouvel objet, libre a

I'exploration pendant dix minutes
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Figure 24 : Dispositif expérimental du test d’OR.
J1 : Phase d’habitation a I'aréne vierge. J2 : Phase d’exploration de deux objets strictement identiques. J3 : Phase

de test ou I'un des deux objets a été modifié.

Le dispositif est placé sous une caméra connectée a un systéme de trajectométrie
(Ethovision, Noldus Tech., Nederlands) permettant de suivre en direct le comportement
exploratoire de chaque animal. Les résultats ont été exprimés sous forme d’un indice de

préférence exploratoire du nouvel objet en pourcentage, calculé de la maniere suivant :

Temps d'exploration du nouvel objet

_ — x 100. Si l'animal se « souvient» de la configuration
Temsp drexploration total des deux objets

précédente, I'indice exploratoire sera significativement différent de 50% (représentant le

niveau de chance gu’a un animal d’explorer le nouvel objet (Goodman et al 2010).

6. Etudes fonctionnelles
6.1. Microdialyse intracérébrale

6.1.1. Principe et fonctionnement

La microdialyse intracérébrale chez la souris éveillée, libre de ses mouvements repose sur
le principe de diffusion passive de petites molécules a travers une membrane poreuse.
Conformément a la loi de I'osmose, les neurotransmetteurs se déplacent du compartiment
le plus concentré (espace extracellulaire) vers le compartiment le moins concentré
(intérieur de la sonde de dialyse perfusée avec du LCRa sans neurotransmetteurs) jusqu’a
atteindre I'équilibre des concentrations.

Cette technique utilisée dans ces travaux de thése repose sur le savoir-faire de I'’équipe du
Pr Alain Gardier a la faculté de Pharmacie de Paris-Saclay (Trillat et al 1997). Celle-ci
permet le recueil d’échantillons (dialysats) toutes les 15 minutes a un débit de perfusion
constant de LCRa de 1,5 pL/min au travers d’une sonde implantée dans la région cérébrale

d’'intérét (Figure 25). Les échantillons contiennent I'ensemble des neurotransmetteurs
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libérés dans cette région et peuvent ensuite étre dosés par une méthode analytique de

chromatographie liquide en vue de la détection de la 5-HT et du glutamate.

Figure 25 : Dispositif expérimental de la microdialyse intracérébrale.
(A) Représentation schématique du dispositif. Le zoom représente ce qui se déroule a I'interface sonde/cerveau

(B) Représentation schématique et photographie d’'une sonde de microdialyse fabriquée au laboratoire.

6.1.2. Chirurgie

Aprés anesthésie a I’hydrate de chloral (400 mg/kg i.p.), les animaux ont été placés dans
un appareil stéréotaxique. Les coordonnées d’'implantation ont été définies de maniére a
implanter la sonde de microdialyse dans I'’hippocampe a l'aide de l'atlas de Franklin &
Paxinos 2000 fournissant les coordonnées suivantes : AP -2,7 mm, L 2,8 mm, V -
3,5mm. Aprés incision de la peau et détermination des coordonnées exactes
d’'implantation, le crane a été percé en prenant soin de ne pas toucher I'encéphale. Une
fois la sonde placée, le scalpe a été recouvert de ciment dentaire afin de maintenir les
sondes en place durant toute la durée de I'expérience. Apreés la chirurgie, les animaux ont

été isolés pour faciliter la récupération et éviter toutes lésions liées a leur activité sociale.

6.1.3. Recueil et dosage des neurotransmetteurs

6.1.3.1.Principe et fonctionnement

Le jour du test, les animaux ont été placés dans la salle d’expérimentation au moins 50
minutes avant le début de la dialyse. Aprés cette période d’acclimatation, les sondes de
dialyse ont été perfusées avec une solution de LCRa (Tableau 9), filtrée a un débit constant
de 3 pL/min pendant une heure Cette étape, dite de stabilisation, permet d’atteindre
I’équilibre des concentrations de part et d’autre de la membrane, ce qui permet de se
placer dans des conditions optimales pour observer d’éventuelles variations des

concentrations extracellulaires en neurotransmetteurs.
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Concentration Masse volumique
NaHz2PO4 2 177,99
NazHPO4 2 156,01
NaCl 147 58,44
KCI 2,7 74,56
MgCl2 1 203,31
CaClz 1,2 147,02

Tableau 9 : Composition ionique du Liquide Céphalo-Rachidien artificiel (LCRa).

Aprés cette étape de stabilisation, la perfusion de la sonde est maintenue a un débit

constant de 1,5 pL/min jusqu’a la fin de I'expérience.

Dans ces travaux de thése, trois protocoles distincts ont été utilisés :

- Protocole 1

Stress

-45 -30 -15 0 15 30 45 60
d d O
» Temps (min)
Dosage 5-HT
Dosage Glutamate
- Protocole 2
Gap26
Stress
: S
-45 -30 -15 15 30 45 60 75 90 105
ADHI5allo Temps
N p

(min)

Dosage 5-HT
Dosage Glutamate

- Protocole 3

FLX

-45 -30 -15 g 15 30 45 60 75 90 105 120

»  Temps (min)

Dosage 5-HT
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Les dialysats ont été récoltés toutes les quinze minutes dans des tubes en polyéthyléne
avec bouchon puis placés a -80°C jusqu’au dosage. Les quatre premiers dialysats (-45 a 0
minute) ont été utilisés dans le but d'établir une moyenne des concentrations
extracellulaires basales en neurotransmetteurs tandis que les suivants ont été utilisés pour

étudier la réponse aux agents pharmacologiques testés.

6.1.3.2.Dosage de la 5-HT

Une fois récoltés, les dialysats ont été dosés par chromatographie liquide haute

performance en phase liquide (HPLC). Une phase spécifique a la 5-HT (pH 5,60 ajusté avec

une solution de NaOH, Tableau 10) a été utilisée :

Concentration
(g/mol)
NaHz2PO4 150 mM 156,01
Acide Citrique 4,76 mM 192,13
EDTA 50 uM 292,25
SDS 2 mM 288,38
Acétonitrile 15% 150 mL
Méthanol 10% 100 mL

Tableau 10 : Composition de la phase spécifique a la sérotonine.

Dans un premier temps une gamme étalon a été réalisée : 1 mg de 5-HT (Roth Cat#
8367.2) diluée dans 1 ml de LCRa (solution mére a 1 mg/ml). Aprés plusieurs dilutions
sériées, une solution a 10 pg/15 pL a été utilisée pour établir une gamme étalon a quatre
points (10, 5, 2,5 et 1,25 pg/15 pL). Pour le dosage, les échantillons vont traverser une
colonne d’affinité (Accucore C18, 50 mm x 3 mm, Thermo Scientific) permettant de
séparer les différents composés contenus dans I'’échantillon. A la sortie de la colonne,
I’échantillon passe a travers une sonde électrostatique. Tout passage de molécules a
travers cette sonde provoque une modification du potentiel électrique aux bornes de la
sonde. Gréace au logiciel Chroméléon Lab 7.2 (Chroméléon Chromatography Data System,
ThermoFisher, USA), cette variation de potentiel est interprétée comme un pic sur le
chromatogramme de sortie. La hauteur de ce pic est le reflet de la concentration
extracellulaire du composé étudié dans un dialysat. Par extrapolation et par report sur la

courbe étalon, il est donc possible de connaitre la concentration en sérotonine d’un dialysat.

119



6.1.3.3. Dosage du Glutamate

A linstar de la 5-HT, le glutamate (Glut) a été dosé par chromatographie liquide a haute
performance.
Trente minutes avant l'analyse, chaque échantillon est incubé avec un cocktail de trois
solutions :

- Une solution « E » contenant du tétraborate de sodium et de I'acide borique,

- Une solution D contenant du cyanure de potassium,

- Une solution «C» contenant de I'acétonitrile et du 2,3

Naphthalenedicaboxaldéhyde (NDA) fluorescent.

Une fois séparés par une colonne d’affinité C18 (300 um x 150 mm, Dionex, France), les
échantillons traversent un laser LIF de détection (Picometrics, France). Ce laser est
connecté a un ordinateur permettant d’interpréter la fluorescence détectée comme une
variation des concentrations extracellulaires de glutamate, traduite par un pic plus ou
moins important sur le chromatogramme de sortie : plus le pic sera grand, plus la quantité

de Glut dans le dialysat est importante.

6.2. Electrophysiologie in vivo
L’enregistrement extracellulaire unitaire des neurones 5-HT du noyau du raphé dorsal
(NRD) a été utilisé afin de mesurer la fréquence de décharge des cellules (Guiard et al
2011). Apres anesthésie a I’hydrate de chloral (400 mg/kg i.p.), les animaux sont placés
dans un appareil stéréotaxique. Les enregistrements des neurones sérotoninergiques dans
le NRD ont été réalisés a I'aide d’une micropipette en verre (Stoelting, UK) contenant une
solution de NaCl & 2M. L’'impédance moyenne de ces micropipettes était de 4-7 MQ.
Pour I'enregistrement physiologique, la micropipette de verre est descendue dans le NRD
aux coordonnées suivantes (par rapport a la ligne intereurale) : AP: Omm ; LOmm ; V
de -2,5 & -4 mm. Les neurones sérotoninergiques ont été identifiés comme suit
(Aghajanian & Vandermaelen 1982) :

- Fréquence de décharge lente (0,5 a 2,5 Hz)

- Régularité des potentiels d’actions (0,8 a 1,2 ms)

- Potentiels d’action de forme bi- ou triphasiques
L’enregistrement électrophysiologique de chaque neurone identifié sur cinq descentes
consécutives a été réalisé a I'aide du logiciel Spike 2 (Spike 2 v6.09, Cambridge electronic
design). Les résultats sont exprimés en fréquence de décharge (hertz, Hz : nombre de

potentiels d’actions / 10 secondes).

120



7. Autre dosage : corticostéronémie.

Les concentrations plasmatiques de corticostérone ([CORT]plasmatiques) ONt été étudiées a
I'aide d’'un kit de dosage ELISA (Euromedex, Cat #EC3001-1). Le principe du dosage par
ELISA repose sur le principe de compétition enzymatique. Des échantillons standards et
des extraits plasmatiques préparés au laboratoire sont déposés sur une plaque 96-puits,
pré-chargée avec des anticorps primaires dirigés contre la corticostérone, assurant
I’hybridation spécifique de cette molécule. Aprés plusieurs ringages, les molécules non
désirées sont retirées de la plaque afin qu’il n'y reste que la CORT. Cette derniére est mise
en présence d'un nouvel anticorps primaire couplé a une peroxydase de Raifort
(streptavidine-peroxydase). La dégradation de son substrat (3,3',5,5'-
tétraméthylbenzidine ou TMB) permet une teinte bleue de la solution dont I'absorbance a

450nm est le reflet de la concentration de CORT présente dans I'échantillon.

8. Analyse de I’'expression
8.1. Western Blot

Cette technique de biologie moléculaire est couramment utilisée en laboratoire pour étudier
I'expression d'une protéine particuliere. Aprés euthanasie des souris par dislocation
cervicale, les cerveaux ont été extraits et les régions cérébrales d’intéréts disséquées. Afin
d’obtenir une conservation parfaite de I'état des structures et de I'expression protéique au
moment du prélévement, chaque structure a été immédiatement congelée dans de I'azote
liquide aprés prélévement puis conservé a -80°C jusqu’a utilisation. Chaque structure a
ensuite été broyée dans du Laemmli 1X (BioRad Cat# 161-0747) contenant 40% de —
mercapto éthanol, soniqué a 4°C, centrifugé a 14000rpm et les surnageants dosés afin de
connaitre la concentration relative en protéines dans chaque échantillon. Ceux-ci ont été
dosés a I'aide d’'un kit de dosage (DC™ Protein Assay, BioRad Cat# 500-0113/0114/0115).
Basé sur un principe de spectrophotométrie, les échantillons ont été décolorés puis
recolorés. L’'absorbance mesurée a 750nm a ensuite été comparée a celle obtenue pour
une gamme étalon de BSA (concentration 8, 4, 2, 1, 0,5 pg/pL ; Albumin Fraction V, Roth,
Cat# 8076-1) afin d’obtenir la concentration finale en protéine dans chaque échantillon.

Le jour de I'électrophorése, les échantillons ont été préparés de facon a obtenir 20 ug de
protéines par échantillon. Aprés dénaturation a 95°C, 10 L d’échantillon a été déposé sur
un gel contenant 10% de polyacrylamide (NUPAGE™ 10%Bis-Tris Gel 12-wells, lvitrogen
Cat# NP0O302BOX). Le gel a été plongé dans une solution d’électrolytes MES 1X (Novex
LifeTech Cat# NP0002). La migration a été réalisée pendant 4h sous un courant de 80V.
Suite a cette étape de migration, le gel est retiré de sa cuve puis placé dans une chambre
de transfert semi-sec permettant un transfert des protéines contenues dans le gel sur une

membrane de nitrocellulose, préalablement humidifiée avec une solution d’électrolytes
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spécifiques pour le transfert (Tableau 11). Le transfert a été réalisé pendant quarante-cing

minutes sous un courant de 15V.

Tris Base 3,03 g
Glycine 14,4 ¢
Ethanol absolu 200 mL
Eau gsp 1L

pH 8,3

Tableau 11 : Composition du tampon de transfert.

Une fois le transfert terminé, la membrane a été saturée en protéines afin d’éviter toute
hybridation non spécifique. La membrane a ensuite été incubée toute la nuit a 4°C avec
les anticorps primaires dirigés contre nos protéines d’intérét :

- Anti-Cx43 (souris anti-Cx43, BD Transduction Cat# 610062) 1:250

- Anti-Cx30 (lapin anti-Cx30, lvitrogen Cat# 712200) 1:250

- Anti-actine (lapin anti-actin, Cell Signalling Cat# 14967) 1:1000 (témoin de charge)

- Anti-GAPDH (lapin anti-GAPDH, AbCAM Cat#ab75834) : 1:20000 (témoin de

charge)

Le lendemain, la membrane a été lavée puis incubée a I'abri de la lumiéere avec les anticorps
secondaires couplés a un fluorochrome :

- Anti-souris (anti-mouse 680, Li-Core Cat# 926-6807) 1:10000

- Anti-lapin (anti-rabbit 800, Li-Core Cat# 926-3221) 1:10000
Aprés une incubation de 1h30 a température ambiante, la membrane a été rincée puis

révélée a I'aide d’'une machine Odyssey.

8.2. Immunohistochimie
L'immunohistochimie (IHC) en fluorescence est une technique permettant la localisation
de protéines au niveau cellulaire et subcellulaire (Figure 26). Dans ce travail de thése, les
réactions immunohistochimiques ont été réalisées sur coupes flottantes obtenues apres
perfusion, extraction et coupe des cerveaux comme décrit précédemment (Richetin et al
2015).

8.2.1. Perfusion
Apreés anesthésie a I’hydrate de chloral (400 mg/kg i.p.), les animaux ont été perfusés avec
une solution de paraformaldéhyde (PFA) 4% en intracardiaque. Aprés extraction et une
post-fixation de quarante-huit heures dans cette méme solution, les cerveaux sont rincés

dans un tampon phosphate (PBS) pendant vingt-quatre heures puis transférés dans une
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solution de sucrose 30% afin d’éviter I'éclatement des cellules lié a une éventuelle

congélation.

8.2.2. Coupes histologiques
Les cerveaux ont été placés sur la platine d’'un microtome (Leica SM2010R), surmontés de
sucrose 10% puis congelés afin d’en faciliter la découpe. Des coupes sériées de 30 um ont
alors été réalisées puis conservées dans une solution cryoprotectrice (pH 7,3-7,5 ajusté
avec HCL ; Tableau 12) évitant I'’éclatement des cellules aprés congélation. Les coupes

sont conservées a -20°C jusqu’a utilisation.

Tris HCL 66 g

Tris Base 9,6 g

NacCl 18 g
Ethyléne Glycol 600 mL
Glycérol 600 mL
dH20 800 mL

Tableau 12 : Composition du liquide de conservation cryoprotectant.

8.2.3. Immunohistochimie

Aprés deux ringages d’'une heure dans un tampon phosphate contenant du Triton X-100
(PBS-T), les coupes dites flottantes, ont été incubées avec une solution inhibant les
peroxydases endogénes (1/10 H202, 1/10 MeOH 100%, 8/10 PBS) pendant quinze
minutes a température ambiante. Aprés plusieurs ringages, les coupes ont alors été
saturées en protéines a l'aide d’'une solution & base de sérum d’ane (NDS, 10% BioRad
Cat# CO6SBZ) et de sérum bovin (BSA, 0,1%). Aprés trente minutes, les coupes sont
incubées avec les anticorps primaires, sous agitation toute la nuit a 4°C :

- Anti-Cx43 (souris anti-Cx43, BD Transduction Cat# 610062) 1:250

- Anti-Cx30 (lapin anti-Cx30, lvitrogen Cat# 712200) 1:250

- Anti-GFAP (chévre anti-GFAP, Abcam Cat# ab53554) 1:500

Le lendemain apres plusieurs ringages, les coupes ont été incubées avec les anticorps
secondaires :

- Alexa fluor® ane anti-souris 555 (lvitrogen, Cat# A31570) 1:500

- Alexa fluor® ane anti-lapin 488 (Life Tech, Cat# A21206) 1:500

- Alexa fluor® ane anti-chevre 647 (Life Tech, Cat# A2447) 1:500
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Apreés deux heures d’'incubation a température ambiante, les coupes ont été montées entre

lame et lamelle en utilisant un milieu de montage a base de Mowiol (Millipore Cat#
475904).

Figure 26 : Schéma simplifié de la technique d’immunohistochimie.

Aprés perméabilisassions, les coupes flottantes ont été incubées avec les anticorps primaires dirigés contre la/les
protéine(s) d’intérét(s) («Y » gris sur le schéma). Enfin, les coupes ont été incubées avec des anticorps
secondaires couplés & un fluorochrome et dirigés contre les anticorps primaires utilisés précédemment (« Y »

verts).

8.2.4. Analyse

Chaque lame a ensuite été analysée soit a I'aide d’un microscope photonique a fluorescence
permettant une analyse confocale, soit a I'aide d’'un microscope photonique a fluorescence
permettant une analyse en champ large. Les deux types de microscopes sont connectés a
une caméra CCD elle-méme connectée a un ordinateur équipé du logiciel Leica ou du
logiciel Mercator (Explora Nova, La Rochelle, France) respectivement. L’utilisation d’'une
caméra CCD permet le traitement du signal et I'obtention d’images numériques. Deux
prises de vues par région d’intérét ont été réalisées par lame : l'une au niveau de
I’'hémisphére gauche, I'autre au niveau de I’lhémisphére droit sous un objectif x20.

La quantification a ensuite été réalisée sur le logiciel FIJI (http://imageJ.nih.gov/ij, NIH,

USA). Pour chaque image obtenue le niveau de gris moyen a été analysé sur un carré de

500 x 500 pixels au niveau de la région d’intérét.

9. Analyses statistiques

Dans ces travaux de thése, les différentes analyses statistiques ont été réalisées a I'aide

du logiciel IBM® SPSS® statistics (v23, IBM CORP. USA). Tous les résultats ont été

représentés en moyenne + S.E.M.

- Etude 1 : Les tests comportementaux (OF, EPM, NSF, TST, FST, SP, OR) ont été

analysés par un test-t de Student.
Le FST réalisé chez les souris Gap26 + kétamine = NBQX a été étudié a I'aide d’'un
test ANOVA. Un test post-hoc de Sidak a été réalisé pour mettre en évidence une
quelconque différence entre les groupes.
Les cinétiques de microdialyse ont été analysées par une ANOVA a deux facteurs

(génotype x temps) a mesures répétées. Un test post-hoc de Sidak a ensuite été
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réalisé pour mettre en évidence une quelconque différence entre les groupes. Les
aires sous la courbe ont été analysées avec un test-t de Student.

Un test-t de Student a permis d’étudier I'expression protéique mesurée en western
blot et en IHC.

Etude 2 : Les données générées dans le TST ont été analysées a I'aide d’'une ANOVA
a deux facteurs (génotype x traitement) suivit d’'un test post-hoc de Sidak pour
mettre en évidence une quelconque différence entre les groupes.

Les cinétiques de microdialyse ont été analysées par une ANOVA a deux facteurs
(génotype x temps) a mesures répétées suivit d’'un test post-hoc de Fisher (LSD)
pour mettre en évidence une quelconque différence entre les groupes. Les aires
sous la courbe ont été analysées avec un test-t de Student.

Les données générées en électrophysiologie ont été analysées par une ANOVA a
deux facteurs (génotype x traitement) a mesures répétées suivit d'un test post-hoc
de Fisher (LSD) pour mettre en évidence une quelconque différence entre les
groupes.

Un test-t de Student a permis d’étudier I'expression protéique mesurée en IHC.
Etude 3 : Un test-t de Student a permis d’étudier les données générées en
comportement (OF, NSF, TST, FST, OR).

La corticostéronémie et I’hyperthermie induite par le stress ont été étudiées a I'aide
d’'un test ANOVA a deux facteurs (génotype x temps) a mesure répétées. Un test
post-hoc de Sidak a été réalisé pour mettre en évidence une quelconque différence
entre les groupes.

Les cinétiques de microdialyse ont été analysées par une ANOVA a deux facteurs
(génotype x temps) a mesures répétées. Un test post-hoc de Sidak a été utilisé
pour mettre en évidence une quelconque différence entre les groupes.

Etude 4 : Tous les tests comportementaux (Fur Coat State, OF, NSF, TST, z-score
émotionnel) ont été analysés avec une ANOVA, le facteur traitement utilisé comme
facteur de variation. Un test post-hoc de Sidak afin de mettre en évidence une

quelconque différence entre les groupes.
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Chapitre 1 : Etude des effets comportementaux et

neurochimiques de I'inactivation des Cx43 en

conditions physiologiques

Ouvrant la voie a de nouvelles recherches en psychopharmacologie, des études récentes
suggerent que les astrocytes pourraient jouer un réle important dans le développement de
la DM. En particulier, Nagy et ses collaborateurs ont observé chez des patients souffrant
de DM, une réduction significative de I'expression de plusieurs marqueurs astrocytaires
comme la protéine GFAP ou encore les transporteurs GLT-1 et GLT-2 du glutamate (Nagy
et al 2015). De telles observations ont été également rapportées dans un modele de
dépression chez le rat (Banasr et al 2010). En soumettant les animaux a trente-cing jours
de stress imprévisibles, les auteurs ont mis en évidence une corrélation entre le phénotype
pseudodépressif des animaux et une diminution de GFAP dans le cortex préfrontal. De
maniére intéressante, ces altérations sont corrigées par un traitement au riluzole, un
inhibiteur de la neurotransmission glutamatergique. Principalement décrite dans le cortex
(Torres-Platas et al 2015), une région dans laquelle la morphologie des neurones est
fortement perturbée chez des patients dépressifs (Zhang et al 2015b), la diminution
d’expression de protéines astrocytaires peut étre étendue a de nouveaux marqueurs dont
la Cx43 (Medina et al 2016). Plusieurs travaux révelent une diminution de ces protéines
dans le cortex préfrontal de patients suicidés (Miguel-Hidalgo et al 2014). Chez le rongeur,
une étude in vitro révele par ailleurs qu’une forte concentration de corticostérone (CORT :
50 M) induit une diminution de I'expression des Cx43 non seulement a partir de cultures
primaires d’astrocytes corticaux mais aussi issues de I’hippocampe (Xia et al 2018b).

Les Cx43 interviennent dans la formation de deux entités fonctionnelles distinctes : les JC
et les hémicanaux HC qui seraient altérées dans la DM. En effet, une diminution de I'activité
JC dans le cortex préfrontal de rats soumis a vingt-huit jours de stress chroniques
imprévisibles a été mise en évidence a I'aide de la technique de « scrape-loading » et de
diffusion de LY (Sun et al 2012). En revanche, il a été montré que I'application d’un stress
chronique augmente l'activité HC (Orellana et al 2015) a I'aide d’étude de diffusion du
bromure d’éthidium (EtBr).

Face a de telles modifications laissant entrevoir que le stress influence la balance
fonctionnelle entre JC et HC, nous avons cherché a déterminer quels étaient les effets
comportementaux et neurochimiques de l'inactivation des Cxs astrocytaires en nous
focalisant sur différentes réponses modulées par le stress telles que I'anxiété, la résignation
ou l'incurie. Dans ce premier chapitre, nous avons utilisé différentes méthodes

d’'inactivation notamment génétique des Cx43. Dans ce travail de thése, nous nous
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sommes focalisés sur les Cx43 qui sont les formes les plus abondantes des Cxs

astrocytaires dans le SNC (Lynn et al 2011, Perez Velazquez et al 1996).

1. Modele d’inactivation constitutive des Cx43 : souris Cx43 KD

1.1. Caractérisation histologique et comportementale

La lignée Cx43 Knock-Down (Cx43 KD) a été décrite pour la premiére fois en 2001 par
Martin Theis et ses collaborateurs (Theis et al 2001). Des anomalies d’expression géniques
et comportementales ont été décrites chez ces animaux. Le simple fait d'insérer des
séquences « loxP » dans le géne de la Cx43 induit une diminution de 50% de I’'expression
de la protéine (Theis et al 2003).

Dans nos travaux, nous avons profité de cette délétion afin de caractériser plus
précisément le phénotype de cette lignée de souris ayant transité dans différents
laboratoires avant que le CRCA n’en assure I’élevage. En accord avec les données de Theis,
nous avons pu mettre en évidence une diminution de I'expression des Cx43 en conditions
physiologiques. De maniére surprenante, notre analyse en western blot révéle que cette
diminution est de I'ordre de 90% dans différentes régions cérébrales dont I’'hippocampe
(p<0,001), le cortex préfrontal (p<0,001) et I'hypothalamus (p<0,001) (Figure 27A-C).
Pour une raison encore inconnue, nous avons également remarqué que dans les tissus
périphériques comme le cceur, le niveau d’expression de la Cx43 n’est pas impacté, ce qui
explique probablement la viabilité de cette lignée de souris, alors que les souris KO Cx43
meurent prématurément. Theis et ses collaborateurs ayant, par ailleurs, montré une
augmentation de I'’expression des Cx30, nous avons quantifié ce sous-type de Cxs dans la
lignée de souris Cx43 KD (Figure 27D-F). Notre étude n’a pas permis de mettre en évidence
un tel phénomeéne de compensation dans I’hippocampe (p=0,408), le cortex préfrontal
(p=0,078) ou I'’hypothalamus (p=0,365).
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Figure 27 : Expression des Cx43 et Cx30 dans I’hippocampe, le cortex préfrontal et I’hypothalamus
mesurée par western-blot chez des souris Cx43 floxées dites Cx43 KD.

L’expression des Cx43 est fortement diminuée dans les régions du systéme limbique et de I'axe hypothalamo-
hypophysaire-surrénalien telle que I’hippocampe (A), le cortex préfrontal (B) ou I’hypothalamus (C). L’expression
des Cx30 reste inchangée dans ces trois structures (D, E et F). Pour chaque graphique, les résultats sont
représentés en moyenne = S.E.M de I'’expression relative de protéine. Test-t de Student comparant les moyennes
des groupes de souris sauvages (wild-type, WT) et knock-down (Cx43 KD). ###p<0,001 : significativement
différent du groupe WT.

Dans I’hippocampe, nous avons apporté une seconde vérification de la diminution des Cx43
(Figure 28A-B) en utilisant la microscopie photonique a fluorescence. Nos résultats
montrent que I'expression des Cx43 est diminuée dans I'hippocampe (test-t de Student
p=0,032) alors que l'expression de la Cx30 reste inchangée (p=0,442). De maniéere
intéressante, cette diminution de I'expression des Cx43 s’accompagne d’une diminution de

I'expression de GFAP dans cette méme région (p<0,001).
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Figure 28 : Expression de la Cx43, Cx30 et de la GFAP dans I’hippocampe dorsal de souris Cx43
floxées dites Cx43 KD, par immunohistochimie.

L’expression des Cx43 et de la GFAP est fortement diminuée dans I’hippocampe dorsal, alors que I'expression
des Cx30 reste inchangée. (A). Quantification de I'intensité de fluorescence des Cx43, Cx30 et GFAP (B). Les
résultats sont représentés en moyenne + S.E.M de l'intensité moyenne de fluorescence. Test-t de Student
comparant les moyennes des groupes de souris sauvages (wild-type, WT) et knock-down (Cx43 KD). #p<0.05

et ###p<0,001 : significativement différent du groupe WT.

Il est donc possible que la diminution de Cx43 résulte d’'une diminution du nombre
d’astrocytes. Pour exclure cette hypothése (Figure 29), nous avons utilisé un autre
marqueur astrocytaire (ALDHL1) comme reflet de la densité d’astrocytes alors que la GFAP
traduit I'état d’activation de ces cellules. De maniére intéressante, I’expression d’ALDHL1,
mesurée en western blot est comparable entre les souris Cx43 KD et WT (test-t de Student,
p=0,1704).

Figure 29 : Expression de la protéine ALDHL1 dans I’hippocampe mesurée par western-blot.
L’expression d’ALDH1L1 n’est pas diminuée dans I’hippocampe de souris Cx43 KD. Les résultats sont
représentés en moyenne + S.E.M de I’'expression relative de protéine. Test-t de Student comparant les

moyennes des groupes de souris sauvages (wild-type, WT) et knock-down (Cx43 KD).
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En utilisant une batterie de tests permettant I'étude des comportements anxio/dépressifs,
nous avons mis en évidence que la perte d’expression des Cx43 au niveau du SNC chez
les souris Cx43 KD était suffisante pour induire un comportement de type
anxiolytique/antidépresseur, notamment dans des paradigmes provoquant un fort niveau
de stress comme le test d’alimentation supprimée par la nouveauté ou encore le test de

suspension caudale.

Ces travaux font I'objet d’une publication intitulée « Attenuated Levels of Hippocampal
Connexin43 and its Phosphorylation Correlate with Antidepressant- and Anxiolytic-Like
Activities in Mice » (Quesseveur G.", Portal B.", Basile J-A., Ezan P., Mathou A., Halley H.,
Leloup C., Fioramonti X., Déglon N., Giaume C., Rampon C., Guiard B. P.) parue en
décembre 2015 dans la revue Frontiers in Cellular Neuroscience
(http://doi.org/10.3389/fncel.2015.00490).
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ARTICLE 1

Attenuated Levels of Hippocampal Connexin4d3 and its

Phosphorylation Correlate with Antidepressant- and Anxiolytic-Like

Activities in Mice.

Quesseveur G.'T, Portal B.T, Basile J-A., Ezan P., Mathou A., Halley H., Leloup C.,
Fioramonti X., Déglon N., Giaume C., Rampon C., Guiard B.

Front Cell Neurosci. 2015 Dec 22 ; 9:490

T: Ces auteurs ont contribué de maniére égale a cette étude

Résumé :

De nombreuses évidences cliniques et précliniques révelent I'importance d'un
dysfonctionnement glial dans la dépression majeure. De la méme maniére, I'effet des
antidépresseurs passerait, en partie, par I'augmentation et/ou la stimulation de I'activité
des astrocytes. Néanmoins, le ou les mécanisme(s) par lesquels les astrocytes régulent les
émotions restent peu documentés.

Ces cellules gliales communiquent entre elles par des jonctions communicantes mais
interagissent également avec les neurones par I'intermédiaire de canaux non appariés, les
hémicanaux. Ces deux unités fonctionnelles de communications sont composées de
connexines dont les sous-types sont les connexines 30 et 43 (Cx30/Cx43) exprimés
majoritairement par les astrocytes.

En utilisant des approches génétiques et pharmacologiques, cette étude s’'intéresse aux
Cx43 et leur(s) réle(s) dans les comportements anxio/dépressifs. Le premier objectif de
cet article est d’étudier le réle de I'inactivation génétique des Cx43 dans une lignée Cx43
knock-down, sur le comportement anxio/dépressif. Nous avons également étudié
I'expression des Cx43 dans I'hippocampe de souris exposées de maniére chronique a la
corticostérone (CORT) administrée seule ou en combinaison avec un inhibiteur sélectif de
la recapture de sérotonine (ISRS), la fluoxétine.

Nos résultats montrent que l'inactivation génétique des Cx43 induit des comportements de
type anxiolytiques/antidépresseurs associés a une amélioration des performances
mnésiques. Dans une deuxiéme cohorte d'animaux sauvages, nous montrons qu’un
traitement chronique a la CORT induit un comportement anxio/dépressif qui est atténué
par un traitement chronique a la fluoxétine. De maniéere intéressante, la CORT augmente
la phosphorylation des Cx43 dans I’hippocampe alors que la fluoxétine normalise cette
expression.

Les résultats de cette étude laissent entrevoir la possibilité que les effets antidépresseurs

de la fluoxétine passent (du moins en partie) par une diminution de I'expression/fonction
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des Cx43, résultant d’'une diminution de la phosphorylation de ces protéines dans

I’hippocampe.

Contribution personnelle

Au cours de ce travail :
- Jai participé a la caractérisation comportementale des souris Cx43 KD sous la
responsabilité du Pr Bruno Guiard,

- Jai réalisé les western blots permettant I'analyse de I'expression des Cx43.
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and Molecular Neurotherapies, Department of Clinical Neurosciences, Centre Hospitalier Universitaire Vaudois, Lausanne,
Switzerland

Clinical and preclinical studies have implicated glial anomalies in major depression.
Conversely, evidence suggests that the activity of antidepressant drugs is based, at
least in part, on their ability to stimulate density and/or activity of astrocytes, a major
glial cell population. Despite this recent evidence, little is known about the mechanism(s)
by which astrocytes regulate emotionality. Glial cells communicate with each other
through gap junction channels (GJCs), while they can also directly interact with neurons
by releasing gliotransmitters in the extracellular compartment via an hemichannels
(HCs)-dependent process. Both GJCs and HCs are formed by two main protein
subunits: connexins (Cx) 30 and 43 (Cx30 and Cx43). Here we investigate the role
of hippocampal Cx43 in the regulation of depression-like symptoms using genetic and
pharmacological approaches. The first aim of this study was to evaluate the impact
of the constitutive knock-down of Cx43 on a set of behaviors known to be affected
in depression. Conversely, the expression of Cx43 was assessed in the hippocampus
of mice subjected to prolonged corticosterone (CORT) exposure, given either alone or
in combination with an antidepressant drug, the selective serotonin reuptake inhibitor
fluoxetine. Our results indicate that the constitutive deficiency of Cx43 resulted in the
expression of some characteristic hallmarks of antidepressant-/anxiolytic-like behavioral
activities along with an improvement of cognitive performances. Moreover, in a new
cohort of wild-type mice, we showed that CORT exposure elicited anxiety and
depression-like abnormalities that were reversed by chronic administration of fluoxetine.
Remarkably, CORT also increased hippocampal amounts of phosphorylated form of
Cx43 whereas fluoxetine treatment normalized this parameter. From these results, we
envision that antidepressant drugs may exert their therapeutic activity by decreasing the
expression and/or activity of Cx43 resulting from a lower level of phosphorylation in the
hippocampus.

Keywords: astrocytes, connexin 43, antidepressants, depression, anxiety, hippocampus, stress, behavior
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INTRODUCTION

Major depression (MD) is one of the most common mental
disorders, affecting 350 million people worldwide and is
a leading cause of disability (Milanovic et al., 2015). MD
imposes substantial economic costs and its impact on disability,
productivity, and quality of life further accentuates these costs
(Lecrubier, 2001). Evidence indicates that stressful life events
increase the risk for MD (Binder and Nemeroff, 2010). As a
consequence, classically used animal models of depression rely on
the activation of the hypothalamus-pituitary-adrenal (HPA) axis
in order to reproduce part of the physiological, neurochemical
and morphological maladaptive changes detected in depressed
patients (Dalvi and Lucki, 1999). Selective serotonin reuptake
inhibitors (SSRIs) represent the most widely prescribed class
of antidepressant drugs, but approximately 50% of depressed
patients do not respond adequately to SSRI. Moreover even in
responders, the onset of therapeutic action is of 2-4 weeks (Blier,
2001). Considering the prevalence of MD and its consequences
on life’s quality, a better knowledge of its pathophysiology is
required to envision the identification of new therapeutic targets.

Opening the way for a promising area of pharmacological
interventions, recent data suggest that glia plays an important
role in MD and in antidepressant drugs response (Quesseveur
et al., 2013a). Indeed, reduced expression of the glial fibrillary
acidic protein (GFAP) has been observed in the brain of
depressed patients (Miguel-Hidalgo et al., 2000; Webster et al.,
2001; Si et al., 2004; Nagy et al, 2015). This glial anomaly,
specifically identified in limbic regions (Torres-Platas et al,
2015), is not restricted to GFAP since a decrease in cortical mRNA
expression of astrocyte-enriched genes including ALDHILI,
SOX9, GLUL, SCL1A3 has been reported in a large cohort of
depressed patients (Nagy et al., 2015). In agreement with the
latter findings, subjecting animals to unpredictable chronic mild
stress (UCMS) or prolonged social defeat, two animal models
of depression, also elicits an attenuation of GFAP (mRNA or
protein) in the cortex (Banasr et al., 2010) or the hippocampus
of rats (Czeh et al., 2006; Araya-Callis et al., 2012). An elevation
in stress-induced glucocorticoids might have contributed to this
effect as studies indicated that corticosterone (CORT) can lower
GFAP levels in the rat brain (Nichols et al, 1990). Despite
this evidence, little is known about the mechanism(s) by which
astrocytic activity may regulate emotionality and its related brain
circuits.

Astrocytes have the ability to communicate with each other
through GJCs, while they can also communicate directly
with neurons by releasing gliotransmitters in the extracellular
compartment via hemichannels (HCs). In astrocytes, both GJCs
and HCs are formed by two main subunits: connexins 30 and
43 (Cx30 and Cx43; Rouach and Giaume, 2001). A few months
ago, a post-mortem study correlated MD with decreased levels
of Cx43 immunoreactivity in the prefrontal cortex (Miguel-
Hidalgo et al., 2014). Similarly, rats subjected to UCMS exhibit
a significantly decreased expression and function of cortical and
hippocampal Cx43 GJCs whereas typical antidepressant drugs
such as fluoxetine, duloxetine, or the tricyclic amitriptyline
increased astroglial Cx43 protein levels (Li et al., 2010; Sun et al.,

2012; Morioka et al., 2014; Mostafavi et al,, 2014). Although
the latter studies focused their attention on Cx43 without
providing information about Cx30, these clinical and preclinical
observations raise the possibility that the down-regulation and/or
functional inactivation of astroglial Cx GJCs could produce
deleterious effects on mood. Conversely, the over-expression
and/or activation of astroglial Cxs GJCs might underlie, at least
in part, antidepressant drugs response. However, the role of
astroglial Cxs in the regulation of emotional states could be
more complicated than expected. Indeed, it was recently reported
that restraint stress increases the opening of Cx43 HCs in the
hippocampus, thereby promoting the release of glutamate in a
neurotoxic concentration for neighboring cells (Orellana et al.,
2015). Connexin 43 HCs activity may thus constitute a pre-
requisite condition for the damaging effects of chronic stress
on neuronal activity and related functions. Consequently and
given the importance of adult hippocampal neurogenesis in
antidepressant drug response (Santarelli et al., 2001; Surget et al.,
2008; David et al, 2009), the latter results suggest, that the
inactivation of Cx43 HCs might positively influence emotionality.

Here, we questioned the role of hippocampal Cx43 in the
regulation of emotion-related behaviors using complementary
genetic and pharmacological approaches. In the first part of this
study, we evaluated the impact of the constitutive knock-down
of Cx43 on a set of well-defined behavioral paradigms known
to recapitulate several symptoms of depression. The second part
of this work was designed to investigate the putative changes in
hippocampal Cx43 expression in mice chronically exposed to the
stress hormone CORT, either alone or in combination with the
SSRI fluoxetine. The choice of the hippocampus was based on
the fact that this brain region is subjected to intense structural
changes and remodeling in MD while an important part of the
therapeutic activity of antidepressant drugs relies on their ability
to block or reverse impairments of plasticity caused by stress or
related pathologies (Warner-Schmidt and Duman, 2006).

MATERIALS AND METHODS

Animals

For experiment 1, 7 week-old male transgenic Cx43/l mice were
used and wild-type littermates (Cx43""/“!) with a similar mixed
129P2-C57BL/6 background served as controls (Theis et al,
2001). For experiments 2 and 3, 7 week-old wild-type C57BL/6]
mice were used. All mice weighed between 25 and 35 g at the
time of behavioral assessment. Mice were housed by 4-5 per cage
under standard conditions (12:12 h light-dark cycle, light on at
7 am, 22 & 1°C ambient temperature, 60% relative humidity).
The “Centre de Recherches sur la Cognition Animale (CRCA)”
has received French legal approval for experiments on living
vertebrate animals (Arrété Préfectoral: 9-02-2011). This work
was carried out in accordance with the Policies of the French
Committee of Ethics. Animal surgery and experimentations
conducted in this study were authorized by the French Direction
of Veterinary Services to CR (#31-11555521, 2002) and all efforts
were made to improve animals’ welfare and minimize animals
suffering.
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Drugs and Surgery

Corticosterone (from Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier,
France) was dissolved in vehicle (beta-cyclodextrin 0.45%) as
previously described (David et al, 2009). CORT (35 pg/ml,
equivalent 5 mg/kg/day) was delivered alone or in presence of
the antidepressant drug fluoxetine in opaque bottles to protect it
from light, available ad libitum in the drinking water. Fluoxetine
hydrochloride (18 mg/kg per day for 1 month) was purchased
from Anawa Trading (Wangen, Switzerland) and was used at a
dose that reversed CORT-induced behavioral anomalies (David
et al, 2009). In this study, we also used the non-selective
Cx blocker carbenoxolone (CBX; Rouach et al, 2003) at a
concentration of 10 mM based on a previous report showing its
ability to modulate memory (Bissiere et al., 2011; Sun et al., 2012).
One week before the tests, wild-type mice were anesthetized
with chloral hydrate (400 mg/kg; i.p.). They were then placed
on a stereotaxic frame and bilaterally implanted with 29 gage
guide cannulae (Cooper’s needle works LTD) in the ventral
hippocampus using the following coordinates: —2.5 posterior
from bregma, £2.8 mm lateral to midline and 2.0 ventral from
the dura. The implants were secured to the skull with dental
acrylic. Dummy cannulae were inserted from the end of surgery
until the infusion day to prevent clogging of the guides. For its
bilateral micro-infusion in the ventral hippocampus (0.3 pl per
side at a constant rate of 0.1 pl/min), CBX was dissolved in
0.1 M sterile PBS. 33 gage internal injection cannulae, extending
0.5 mm beyond the guide cannulae, were inserted and connected
to a microsyringe driven by a microinfusion pump. The cannulae
were left in place for an additional 2 min before being withdrawn
and the animals were allowed an additional 15 min before
the beginning of experimentation. Vehicle animals were also
cannulated and received similar volumes of 0.1 M sterile PBS.

Behavioral Tests

All behavioral tests were performed in the morning to avoid
differences in locomotor activity and other variables affected by
circadian rhythm. Previous studies have indicated that certain
test variables are sensitive, whereas others are resistant, to test
order (Mcllwain et al., 2001). Bearing this in mind, performance
was then evaluated from the least to the most stressful test,
thereby decreasing the chance that one test might impact the
behavior evaluated in the subsequent paradigm. Importantly,
since prior handling and testing have been described to reduce
exploratory activity and emotionality in mice (Voikar et al.,
2004), animals were tested only once in each paradigm. Finally,
given that it has been demonstrated that the interval between
behavioral tests could be as short as 1 day, with a weak effect on
overall performance (Paylor et al., 2006), in the present study,
a 2-day recovery period between tests was provided. It is also
important to state that by reducing the inter-test interval, we
reduced the possible effects of time on drug administration on
tests.

The Sucrose preference test (SPT) was performed in singled-
house mice habituated for 48 h to drink water from two bottles.
On the following 3 days, the mice could choose between a water
bottle and a 1% sucrose solution bottle, switched daily. Sucrose
solution intake for 24 h was measured during the last day and

expressed as a percentage of the total amount of liquid ingested
and normalized to the mouse body weight.

The splash test (ST) was performed for a 5-min period as
previously described (David et al., 2009). After squirting 200 .l
of a 10% sucrose solution on the mouse’s snout, grooming time
was scored by a single experimenter as an index of self-care.

The tail suspension test (TST) was performed using the
BIOSEB’s Tail Suspension Test system (Bioseb) during a 6-
min session period. Immobility time was scored as an index of
resignation. Movements in terms of energy and power in motion
were measured to ensure the absence of any locomotor bias.

The Elevated plus maze (EPM) was performed by placing
animals into the central area facing one closed arm and were
allowed to explore the maze for 5 min. Testing took place in
bright dimmed light conditions (800-900 lux). Automated
scoring was done using ANY-maze(tm) behavioral video-
tracking software from Stoelting Co (Bioseb, Vitrolles, France).
Total number of entries and time spent in the open arms were
measured.

The Open field (OF) was performed in 40 cm x 40 cm
Plexiglas boxes (Mouse Open Field Arena ENV-510; Med
Associates Inc.) during a 30-min session period. Activity
chambers were computer interfaced for data analysis (SOF-811;
Med associates Inc.), and two regions were defined by grid lines
that divided each box into center and periphery areas, with each
of the four lines located 11 cm away from each wall. The total
number of entries, the ambulatory distance and the time spent in
each compartment were measured.

The Novelty suppressed feeding (NSF) was performed in a
white plastic box (30 cm x 60 cm). Mice were food deprived for
24 h before testing and then placed in the corner of the box with
their respective food pellet on a white square filter paper at the
center of the arena under a bright light (~60 W) placed about 60-
80 cm above the food pellet. Latency to begin eating was scored by
a single experimenter, with a cut-off time of 10 min. Upon return
to their home-cage, the total amount of food intake was measured
for each animal and for a 5-min period to ensure the absence of
differences in hunger/motivation to eat.

The Object location test (OLT) and the Object recognition test
(ORT) started with an habituation to the open-field by exposing
the mice to the apparatus for 10 min 1 day before starting the
trials (day 1). During the training session, two identical objects
were placed 15 cm away from the two opposite corners (day 2).
Each mouse was placed in the center of the open-field, facing the
objects and was allowed to freely explore the objects for 10 min.
During the retention session held 24 h later (day 3), one object
was displaced to a new position (in the OLT), or replaced by
another one (in the ORT). Then, each mouse was placed in the
center of the open-field facing the objects and was allowed to
freely move for 10 min. Time spent exploring the different objects
was recorded using Noldus Ethovision software.

The Fear conditioning (FC) consisted of a single conditioning
session. During conditioning, each mouse was introduced into
the conditioning chamber for a total of 4 min 30 s. After a
2-min exploration period, a sound (CS) was emitted for 30 s,
and a foot-shock (US) was superposed to the tone during
the last 2 s. The mice were then maintained in the chamber
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for two additional min. After this procedure, the mouse was
gently removed from the chamber. 24 h after the conditioning
session, freezing to the context was assessed by again placing
each mouse in the conditioning chamber. The level of freezing
was measured during 4 min, no tone or foot-shock being
presented to the animal. Two hours later, mice were tested for
freezing to the tone in a modified context. Two minutes after
introduction in the modified chamber, freezing was recorded
during a 2-min tone presentation. Freezing behavior was both
automatically recorded and scored by an experimenter blind to
the experimental conditions. Data was calculated for the 4-min
context recall test, the 2-min pre-tone, and the 2-min tone tests.

Emotionality z-Score

Z-normalization  across  complementary  measures  of
emotionality-related  behaviors assessed from different
paradigms was applied after each experimental protocol.
Simple mathematical tools were used to normalize data from
each individual raw behavioral data to the mean of the control
groups within each experimental cohort. Data were then
integrated into a single value, named emotionality z-scores.
Values were obtained by subtracting the average of observations
in a population from an individual raw value and then dividing
this difference by the population standard deviation as described
previously (Guilloux et al., 2011; Petit et al., 2014). This type of
normalization allows data on different scales to be compared.
The emotionality z-score included the parameters measured
in the ST (grooming time), the TST (immobility time), the
elevated plus maze (open arms entries and open arms times),
the open-field (center entries, center time, and center to total
distance ratio) and the NSF (latency to feed). It is noteworthy
that several parameters were calculated in the OF and EPM to
evaluate anxiety. In order to have a same impact of each test on
the emotionality z-score, we averaged the normalized parameters
evaluated in the OF and EPM to obtain a single value per mouse
and per behavioral test. More details about the mathematical
method for emotionality z-score calculation are provided in
Supplementary Table S1.

Western-Blot

Expression of Cx30 and Cx43 were analyzed by western blot
as previously described (Ezan et al, 2012). Briefly, frozen
hippocampi or hypothalamus were pulverized on dry ice,
resuspended in boiling 2% SDS containing protease inhibitors
(Roche), B-glycerophosphate (10 mM) and orthovanadate
(I mM), and sonicated on ice. Lysates were centrifugated at
13,000 rpm at 4°C and supernatants were diluted with 5x
Laemmli buffer, and boiled 5 min. After quantification using
the BCA protein assay kit (Pierce), protein samples (20 jug/lane)
were separated by electrophoresis on 10% polyacrylamide gels
(Gel Nupage 4-12%, Bis-Tris) and transferred onto nitrocellulose
membranes. Membranes were blocked for 1 h with 5% fat-
free dried milk/TBS1x-0.1% Tween and incubated overnight at
4°C either with anti-Cx30 (rabbit polyclonal, Invitrogen 71-
2200, 1/500) or anti-Cx43 (mouse monoclonal, BD Biosciences
610062, 1/500). The next day membranes were washed and
incubated with peroxydase-conjugated goat anti-rabbit or goat

anti-mouse (HRP-IgG, Santa Cruz, respectively, sc-2004 or sc-
2005, 1/2500), for 2 h at room temperature. Chemiluminescent
signal was obtained using Western Lighting Plus ECL detection
kit (Perkin-Elmer NEL104001EA). Blots were reprobed with anti-
tubulin or anti-actin (mouse monoclonal, Sigma, 1/10,000 and
1/30,000; respectively, T6199, A3853) to check protein load.
Semi-quantitative densitometric analysis was performed using
Image] software. The analysis of Cx43 activity was assessed
through its level of phosphorylation.

Experimental Design

In the experiment 1 (Supplementary Figure S1A), control
Cx43"/"t and  Cx43%/% mice were subjected to a full
comprehensive battery of behavioral tests to evaluate their
phenotype. Separate cohorts were used to assess putative changes
in depressive, anxious and cognitive symptoms.

In the experiment 2 (Supplementary Figure S1B), wild-type
mice were subjected to CORT or its vehicle for 1 month and
then administered with vehicle or fluoxetine for one additional
month. The efficacy of CORT or antidepressants on behavioral
performances were assessed in different paradigms. At the end of
this procedure, mice brains were removed for the analysis of Cx43
activity through its level of phosphorylation.

Statistical Analysis

For all experiments, statistical data analysis (StatView 5.0 Abacus
Concepts, Berkeley, CA, USA) used means = SEM. Student
t-tests and one-way ANOVA followed on treatment factor by
Fisher Protected Least Significance Difference post hoc test were
used. The linear relationship between emotionality z-scores and
the level of expression of non-phosphorylated Cx43 was analyzed
by the Pearson’s correlation coefficient after a Shapiro-Wik
normality test. Significant level was set at p < 0.05.

RESULTS

Cx43 Controls Behavioral Symptoms

Related to Depression and Anxiety

Given the distribution of Cx43 in astroglial and stem cells in
the central nervous system (Dermietzel et al., 1989; Kunze et al,,
2009), we proposed to generate mice with a specific inactivation
of astroglial Cx43 in the hippocampus. To this end, we generated
a pseudotyped MOKOLA lentiviral vectors to selectively drive the
in vivo expression of the Cre-recombinase within hippocampal
astrocytes of Cx43%/1 mice. The envelope confers to the virus a
tropism toward these glial cells (Colin et al., 2009; Quesseveur
et al., 2013b) and coupling with a detargeting strategy using
miRNA9T and miRNA124T eliminates the putative residual
expression of this Cre-recombinase in hippocampal stem cells
and neurons, respectively, thus providing a selective astrocytic
targeting. However, and as previously shown (Theis et al., 2003;
Unger et al., 2012), we observed that Cx431/1 mice themselves
displayed a dramatic decrease in the expression of Cx43 relative
to control Cx43""/"" mice in various brain regions including
the hippocampus (~—95%; t1,11 < 0.001) and the hypothalamus
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(~—85%; t1,6 < 0.05; Figures 1A-D). On this background, the
relevance and the interest of our strategy consisting in over-
expressing the Cre-recombinase within hippocampal astrocytes
was limited. However, we took advantage of the knock-down
of this protein to assess the consequences of constitutive
Cx43 deficiency in a set of behavioral aspects known to be
affected in depression: hedonic state, behavioral despair, self-care,
anxiety, and cognition/memory by comparing Cx43%/1 mice and
Cx43"Y/" mice maintained on the same genetic background.
With respect to hedonic state, no differences in sucrose
preference was detected between control Cx43""/"t and Cx43f/
mice (1,16 = 0.34; Figure 2A) suggesting that the loss of Cx43
did not interfere with mice’s ability to experience pleasure. In the
ST evaluating self-care, no difference in the time of grooming
was noticed between Cx43“"/"t and Cx43"/1 mice (¢, 16 = 0.8;
Figure 2B). We also assessed immobility during exposure to
inescapable stress using the TST. Cx43/fl mice showed a marked
decrease in the immobility time compared to Cx43"Y/™' mice,
indicative of a low level of despair (1,16 < 0.001; Figure 2C).
Mice were then tested in behavioral paradigms assessing
anxiety. In the elevated plus maze, no difference was observed
between Cx43"Y/" and Cx43/f1 mice in the time spent in the
open arms (t;,15 = 0.3; Figure 2D) nor in the number of entries
in these arms (#1,15 = 0.4, data not shown). In the OF, which
evaluates locomotor activity in a novel environment as well as
the level of anxiety, an increase, albeit not statistically significant,
in the time spent (f;,;2 = 0.07; Figure 2E) and the number
of entries in the center area (f1,; = 0.09; data not shown)
was observed in Cx43%/f! mice. To eliminate a putative bias, we

FIGURE 1 | Expression of astroglial Cx43 in Cx43/fl mice. Immunoblot
analysis (A-C) and quantification (B-D) of Cx43 levels in the hippocampus (B)
and the hypothalamus (D) of Cx43"/ mice relative to control Cx43"“/"t mice.
B-actin was used as a loading control. *p < 0.05 and ***p < 0.001:
significantly different from Cx43"/"! (n = 6-7 mice/group for the
hippocampus et n = 4 for the hypothalamus).

verified that the loss of Cx43 did not affect the total distance
traveled (Cx43%Y"t: 8595 + 575 vs. Cx431/1: 7679 + 598 cmy
t1,12 = 0.3). In the NSE which evaluates animal’s latency to
consume food in a novel aversive environment, Cx431/1 mice
exhibited a decreased latency to feed compared to Cx43%!/Wt
mice (¢1,16 < 0.05; Figure 2F and Supplementary Figure S2A
for survival curve). Importantly, body weight loss and food
consumption in the home-cage were similar in both genotypes
(Supplementary Figures S2B,C).

Finally, cognitive/memory functions were assessed by the
measure of performances in the OLT (spatial memory), in the
ORT (non-spatial working memory) and in the fear conditioning
(contextual memory) successively. In the OLT, we found that
Cx43%% mice did not displayed notable spatial memory deficits
compared to control Cx43"Y"* mice. Indeed, during memory
testing 24 h after the acquisition phase, exploratory preference for
mice of both groups were significantly higher than chance value
(50%), indicating that animals from both genotypes remembered
the initial position of the objects (Cx43""/"! mice: p < 0.01 and
Cx43"1 mice: p < 0.05; Figure 2G). Moreover, Cx431/11 and
control Cx43%Y"' mice similarly explored the displaced object
(t1,15 = 0.1; Figure 2G) indicating that Cx43 know-down had no
effect on spatial memory in this task.

During memory testing in the ORT, Cx431/fl and control
Cx43"Y/" mice also explored to the same extent the novel object
(t1,15 = 0.6) and both values were significantly different from
chance value (Cx43"Y*' mice: p < 0.05 and Cx43%/1 mice:
p < 0.01; Figure 2H). It is noteworthy that during the acquisition
phase of object location (p = 0.5) and ORT (p = 0.7), both groups
of mice spent the same amount of time exploring the objects
(Supplementary Figures S2D,E). In the fear conditioning,
24 h after the conditioning session, Cx43%"/1 mice exhibited
significantly more freezing than Cx43"Y"! mice (t1,15 < 0.01;
Figure 2I). These data are in favor of an improvement of the
associative memory in Cx43%/1 mice. Interestingly, freezing to the
tone was also studied in a modified context. As a validation of the
experiment, freezing was measured before the shock on day 1 and
no differences occurred between Cx43%/f and control Cx43"t/"t
mice (¢1,15 = 0.12; Supplementary Figure S2F).

These results indicate that the genetic loss of Cx43 elicits
a behavioral phenotype which is similar to that observed in
response to the chronic administration of antidepressant drugs.

Stress and the Selective Serotonin
Reuptake Inhibitor Fluoxetine Display
Opposite Effects on the Functional
Activity of Hippocampal Cx43

Wild-type mice were first tested in behavioral paradigms
assessing mood. In the splash and tail suspension tests, the one-
way ANOVA indicated a significant effect of treatment factor
[F(2,29) =21,4; p <0.001 and F( 29) = 3,7; p < 0.05; respectively].
In the ST, chronic CORT exposure induced a significant decrease
in the time of grooming relative to control mice (p < 0.001)
whereas this depressive-like phenotype was reversed by the
chronic administration of fluoxetine (18 mg/kg/day for 1 month;
p.o; p < 0.001; Figure 3A). In the TST, although CORT failed
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FIGURE 2 | Behavioral phenotype of Cx43f/fl mice related to mood, anxiety, and memory. Data are expressed as mean + SEM. (A-C) Mood evaluated by
the sucrose consumption in the sucrose preference test (SPT; A), the time of grooming in the splash test (ST, B) and the time of immobility in the tail suspension test
(TST; C). (D,E) Anxiety evaluated by the time in the open arms of the elevated plus maze (EPM; D), the time in the center of the open field (OF; E) and the latency to
feed in the novelty suppressed feeding (NSF; F). (G-l) cognitive performances evaluated by the time of exploration of the displaced object in the object location test
(OL; G), of exploration of the novel object in the object recognition test (OR; H) and the time of freezing in the contextual fear conditioning (CFC; I). *p < 0.05,

**p < 0.01, ***p < 0.001: significantly different from Cx43"Y" (n = 8-10 mice/group).

to decrease the time of immobility (p > 0.05), the addition
of fluoxetine significantly reduced this parameter pointing its
antidepressant-like activity (p < 0.05; Figure 3B).

With respect to anxiety, in the elevated plus maze, the one-way
ANOVA on the time spent in the open arms revealed a significant

effect of treatment factor [F (3 29) = 4,3; p < 0.05]. Indeed, CORT
decreased this parameter (p < 0.05) whereas fluoxetine did not
reverse this effect (p = 0.3; Figure 3C). In the OF, the one-way
ANOVA revealed a significant effect of treatment factor on the
time spent in the center but not on the number of entries in

Frontiers in Cellular Neuroscience | www.frontiersin.org

December 2015 | Volume 9 | Article 490


http://www.frontiersin.org/Cellular_Neuroscience/
http://www.frontiersin.org/
http://www.frontiersin.org/Cellular_Neuroscience/archive

Quesseveur et al.

Hippocampal Astroglial Cx43 and Emotion-Related Behaviors

FIGURE 3 | Behavioral phenotype of wild-type mice subjected to corticosterone (CORT) given alone or in combination with fluoxetine. Data are
expressed as mean + SEM in wild-type mice administered with with vehicle (VEH) or CORT(35 pg/ml/day; p.o.) given alone or in combination with fluoxetine (FLX;
18 mg/kg/day; p.o.). (A,B) Mood evaluated by the time of grooming in the ST (A) and the time of immobility in the TST (B). (C-E) Anxiety evaluated by the time in the
open arms in the elevated plus maze (EPM; C), the time in the center of the arena in the (D) and the latency to feed in the (E). *p < 0.05, ***p < 0.001: significantly
different from the VEH-treated group- ###p < 0.001: significantly different from the CORT/VEH-treated group. (n = 10-11 mice/group).

this compartment [F(;29) = 8,4; p < 0.01 and F29) = 2,1
p = 0.14; respectively]. Hence, CORT decreased the time in the
center (p < 0.001) and again, fluoxetine failed to significantly
reverse this effect (p = 0.3; Figure 3D). Finally, in the NSE the
one way-ANOVA showed a significant effect of treatment factor
[F(2,29) = 14,6; p < 0.001]. CORT induced a significant increase
in the latency to feed (p < 0.001) and this effect was reversed
by fluoxetine (p < 0.001; Figure 3E). To eliminate putative
bias, body weight loss and food consumption in the home cage
were monitored and no differences were observed between the
experimental groups [F(229) = 0,1; p = 0.8 and F(329) = 0,2;
p = 0.7; respectively] (Supplementary Figures S3A-C).

Because MD is multimodal, quantifiable assessment of
depressive-like state is possible when different behavioral
parameters can be measured in the same animal. Based on
the z-score method, we thus normalized each parameter from
the average of the corresponding values observed in the
control group and integrated these values into a single score
(Supplementary Table S1). We obtained an emotionality z-score
for which the one-way ANOVA showed a significant effect of
treatment factor [F(2 29) = 32,1; p < 0.001]. As expected, CORT
significantly increased the emotionality z-score relative to control

animals (p < 0.001) and this effect was reversed by fluoxetine
(p < 0.001; Figure 4A).

In a subgroup of animal subjected to the behavioral paradigms,
we examined their levels of Cx43 expression in the whole
hippocampus. Although one way-ANOVA revealed no effect of
treatment factor on total Cx43 levels [F(2 14y = 0,6; p = 0.5]
(Supplementary Figure S4A), a significant effect was reported
on its phosphorylated form [F(;14 = 58; p < 0.05]. We
showed that CORT increased the levels of phosphorylated Cx43
(p < 0.05) and this was reversed by fluoxetine (p < 0.01;
Figure 4B). Interestingly, western blot analysis did not reveal
any effect of treatment factor for the expression of total Cx30
in the hippocampus [F(314y = 1,2; p = 0.3] (Supplementary
Figure S4B).

A significant positive correlation between emotionality
z-scores and the level of expression of phosphorylated Cx43 was
unveiled (Pearson r = 0.64; p < 0.01; Figure 4C). The higher
the level of phosphorylated Cx43, the higher the emotionality
z-score.

These results demonstrate that the anxiety and depressive-
like symptoms induced by CORT correlate with an increase
in the level of Cx43 phosphorylation in the hippocampus
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FIGURE 4 | Correlation between the phosphorylation state of Connexin
43 and the emotionality-score. (A) emotionality z-score integrating all
behavioral parameters assessed in the ST, test suspension test, elevated plus
maze, OF, and NSF in mice administered with vehicle (VEH) or

CORT(35 pg/ml/day; p.o.) given alone or in combination with fluoxetine (FLX;
18 mg/kg/day; p.o.). Emotionality z-scores used in this correlation analysis
concern the subpopulation of mice for which the expression of hippocampal
Cx43 was examined. (B) Quantification of non-phosphorylated Cx43 levels in
the hippocampus of mice administered with vehicle VEH or CORT given alone
or in combination with FLX. (C) Correlation between emotionality z-scores and
non-phosphorylated Cx43 levels in the hippocampus. Tubulin was used as a
loading control. *p < 0.05 and ***p < 0.001: significantly different from the
VEH-treated group. ##p < 0.01 and ###p < 0.001: significantly different from
the CORT/VEH-treated group. (n = 10-11 mice/group for z-scores and

n = 5-6 for western-blot).

whereas chronic administration with fluoxetine normalizes this
parameter.

DISCUSSION

In the present study, we provide evidence that the constitutive
knock-down of astroglial Cx43 in mice leads to behavioral
changes reminiscent of antidepressant-/anxiolytic-like activities
specifically in paradigms producing a high level of stress. In
parallel of these experiments and in a mouse model of depression,
we also report that the antidepressant-/anxiolytic-like activities
of the SSRI fluoxetine is associated with a decrease in the
phosphorylation level of Cx43 in the hippocampus.

To examine the role of Cx43 on emotion-related behaviors,
our initial strategy was to selectively drive the inactivation of
Cx43 within hippocampal astrocytes through a local injection of
pseudotyped lentivirus containing the Cre-recombinase (Colin
et al., 2009). However, the observation that the expression
of Cx43 in Cx43"1 mice was dramatically decreased led
us to abandon this strategy and challenge the relevance of

comparing these floxed mice with their counterparts injected
with the Cre-recombinase in discrete brain regions. Although the
reason of such a constitutive deletion in Cx43%/1 mice remains
unknown, we decided to compare the behavior of Cx431/1 mice
having a constitutive decrease in Cx43 expression as previously
reported (Theis et al., 2003; Unger et al., 2012) with Cx43"/"t
mice. Our results demonstrate that Cx43%/® mice displayed an
antidepressant- and anxiolytic-like phenotype in the TST and
the NSF but not in the ST, the elevated plus maze and the
OF. Hence, we unveiled that the constitutive Cx43 deletion
improves mood and decreases anxiety specifically in paradigms
producing a high level of stress. Although the role of Cx43 on
these behaviors has been poorly investigated, our results are
in line with earlier experiments showing increased exploratory
and anxiolytic-like behaviors in mice with astrocyte-directed
deletion of Cx43 in the whole brain (i.e., Cx431/1.GFAP-Cre mice;
Frisch et al., 2003). We also examined the mnesic performances
of Cx43"f mice because learning and memory impairments
represent other symptoms usually affected in MD as shown in
clinical (Trivedi and Greer, 2014) and preclinical studies (Darcet
etal,, 2014). Interestingly, we observed that the constitutive Cx43
deletion improves the long-term memory in the contextual fear
conditioning as antidepressant drugs do (for review see Keefe
et al,, 2014). Again, Cx43 deletion produced beneficial effects in
a paradigm for which the intensity of the experienced stress is
high whereas it failed to improve memory in the object location
and ORTs. Together these data shed new light on the fact that
deficiency in Cx43 would favor stress response whereas part of
antidepressant activity might rely on the blockade of this protein.
This statement is in line with a recent work showing that Cx43 in
astrocytes may participate in the pathogenesis of stress-associated
psychiatric disorders (Orellana et al., 2015).

To further explore the putative link between stress response
and Cx43, we subjected wild-type mice to CORT and evaluated
the levels of Cx expression. The chronic administration of CORT
in the drinking water is a well-recognized neuroendocrine-
based model of depressive-like behavior (David et al., 2009).
As expected and previously reported in mice (David et al,
2009; Hache et al., 2012; Quesseveur et al., 2013b; Le Dantec
et al., 2014), we showed that CORT elicited behavioral anomalies
typically observed in depressed patients such as carelessness,
despair, and anxiety. Because full quantifiable assessment of
mood-related behavior is possible when the same animal is
exposed to multiple tests covering a wide range of representative
symptoms of depression, we established an emotionality z-score
integrating all these behavioral parameters into a single value.
We provided evidence that CORT significantly increased
emotionality z-score compared to control animals as a valid index
of pathological state. Indeed, the higher the emotionality z-score,
the higher the behavioral impairments (Guilloux et al., 2011; Petit
et al,, 2014). On the contrary, the sustained administration of
the SSRI decreased this emotionality z-score notably due to its
ability to produce antidepressant-/anxiolytic-like activities in the
ST, TST, and the NSF. Interestingly, neither CORT nor fluoxetine
changed the expression of total Cx43 in the hippocampus but
both treatments affected its levels of phosphorylation. One of
the most remarkable result obtained herein is the fact that
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emotionality z-score is positively correlated with the levels
of Cx43 phosphorylation in the hippocampus. If we consider
that phosphorylation is a prerequisite for acute function of Cx
(Solan and Lampe, 2009), then our results suggest that the
therapeutic effects of antidepressant drugs might implicate the
functional inactivation of Cx43. There is now evidence that
SSRIs inhibit 5-HT uptake through the blockade of neuronal and
astrocytic SERT. The subsequent enhancement of extracellular 5-
HT levels likely contributes to activate astroglial 5-HT receptors
(Quesseveur et al, 2013a) which, in turn, might directly
regulates Cx function and/or expression. In keeping with this
hypothesis, it has been shown that the application of 5-HT on
hippocampal primary culture of astrocytes decreases intracellular
Ca’* wave propagation or dye transfer between neighboring
cells (Blomstrand et al., 1999). The latter findings strengthen the
hypothesis that the therapeutic activity of SSRIs would result, at
least in part, from the reduction of glial cells coupling. However,
these considerations are not necessarily consistent with data
showing that chronic treatments with antidepressant drugs such
as fluoxetine or duloxetine increase, on the contrary, astrocytic
Cx43 GJC coupling (Sun et al., 2012) raising the possibility
that the enhancement of astrocyte-astrocyte communication,
notably in the cortex, plays an important role in antidepressant
drugs response. Several explanations might be advanced to
explain the discrepancies between the latter results and the
findings described in the present study. The brain region (ie.,
the PFC vs. the hippocampus) is an important concern that
should be taken into consideration. Functional imaging studies
of depressed patients indicate that the clinical response of
fluoxetine is associated with a decreased functional activity of
limbic regions including the hippocampus and an increased
activity of the cortex (Mayberg et al, 2000). It is therefore
possible that cortical and hippocampal astrocytes, according to
their cellular and molecular environment, differentially impact
neuronal activity. If the activation of Cx43 GJCs in the cortex
seems to exert beneficial antidepressant-like effects, it is possible
that its inactivation in the hippocampus is also a necessary
condition to obtain similar therapeutic responses. To test for
this hypothesis, we directly injected the Cx inhibitor CBX in
the ventral hippocampus. However, our results indicate that the
intra-hippocampal CBX elicited depressive-like state in the TST
(Supplementary Figure S5) similarly to the observation made
after its intra-cortical infusion (Sun et al., 2012). The latter results
strongly suggest that Cx43 GJC and HC exert different effects on
stress and antidepressant drugs response.

Opposite Effects of Gap-Junctions and
Hemi-Channels in Response to Stress
and Antidepressant Drugs

On this background, the question may then arise as to whether
the apparent beneficial effects of Cx43 down-regulation and/or
inactivation on antidepressant-/anxiolytic-like activities and
cognitive performances reported herein result from change in
GJC and/or HC activity? The behavioral phenotyping of Cx43-
deficient mice along with pharmacological studies using Cx
blockers in relevant animal models of depression emphasize the

importance of these proteins in the regulation of mood-related
behaviors, while the respective contribution of each function is at
present unknown, in particular for the HC function of Cx43.

Our results unveil a deleterious effect of Cx43 on
antidepressant response. Besides their role in GJC, Cx43
also form HC to allow a direct communication with neurons
by releasing gliotransmitters or other neuroactive substances in
the extracellular compartment (Saez et al.,, 2005; Ransom and
Giaume, 2013). Interestingly, acute restraint stress stimulates
the opening of astrocytic Cx43 HC and a corollary of such
functional change is an enhancement of glutamate release from
astrocytes HCs thereby leading to neurotoxic effects (Orellana
et al, 2015). These findings along with the observation that
CRF stimulate the expression of Cx43 (Hanstein et al., 2009),
suggest that enhanced HC activity in astrocytes could contribute
to dysfunction in emotional brain circuits. In our experimental
conditions, one would assume that chronic CORT exposure
stimulated Cx43 HC activity to promote a prolonged and
exaggerated release of glutamate in the hippocampus thereby
producing neuronal damage and/or alteration in mood-related
neurotransmission as previously reported in this model (David
et al., 2009; Rainer et al., 2012). In this case, fluoxetine would
have exerted its beneficial effects by attenuating Cx43 HC activity
reflected herein by its ability to decreased Cx43 phosphorylation
in response to stress. In this case, it is, however, unclear why the
majority of gliotransmitters (ATP, adenosine, lactate or D-Serine)
released by Cx43 are known to elicit antidepressant-like effects
(for review Etievant et al., 2013) or to improve fear learning
and memory in rodents (Suzuki et al, 2011; Stehberg et al,
2012; Yang et al., 2014). One explanation would be that stress
specifically triggers the release of deleterious gliotransmitters
in a Cx43 HC-dependent manner. Different ionic selectivities
for Cx have already been observed (Wang and Veenstra, 1997)
but data on gliotransmitters are still lacking. It is, however,
noteworthy that the degree of Cx43 phosphorylation would be
an important process to regulate such selectivity (Bao et al,
2007). Finally, we should take into consideration that Cx43
might also allow the secretion of pro-inflammatory factors
such as interleukines, cytokines or chemokines. This has been
already observed in response to different pathological conditions
including neuropathic pain (Chen et al., 2012, 2014) and this
would reconcile our results with the inflammatory hypothesis of
depression.

The second hypothesis regarding Cx43 and emotionality
implies that a normal activity of Cx43-mediated GJC function
is required for antidepressant response. Astroglial GJC are
permeable for several endogenous molecules, i.e., second
messengers [cyclic AMP, inositol-1,4,5-trisphos-phate (InsP3),
and Ca’*], amino acids (glutamate, aspartate, and taurine),
nucleotides (ADP, ATP, CTP, and NAD) but also energy
metabolites and their transfer facilitate information processing
and integration from a large number of neurons, in providing
metabolites during high neuronal demand (Giaume and
Theis, 2010). Considering that antidepressant-like effects of
SSRIs are associated with an enhancement of brain plasticity
(cell proliferation, neuronal growth and sprouting, dendritic
remodeling; Duman et al, 1999), one would expect that the
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facilitation of astrocyte-astrocyte communication would be
in favor of a therapeutic response. As an example of the
physiological importance of communication among these glial
cells, we recently demonstrated that astrocytes are able to release
Brain-Derived Neurotrophic Factor (BDNF) in response to
fluoxetine (Quesseveur et al., 2013b). Given that such a release
can be regulated by the intracellular astrocytic concentration
of Ca®t (Zafra et al, 1992) or glutamate (Jean et al., 2008)
through Cx43 GJC, we can fairly anticipate their beneficial
effects on antidepressant drug response notably owing to
their proximity with neuronal synapses (Araque et al., 1999
Perea and Araque, 2010). Indeed, this widespread transfer of
signaling molecules through Cx43 GJC should stimulate brain
plasticity as it represents a neurotrophic supply to neurons.
Interestingly, in a recent study exploring the role of astroglial
Cx on various stages of hippocampal adult neurogenesis, it was
reported that ablation of astroglial Cx43 significantly attenuated
proliferation and reduced the survival of adult-born cells (Kunze
et al.,, 2009; Li et al., 2010; Liebmann et al., 2013) confirming
that these proteins are required to promote hippocampal
adult neurogenesis and related antidepressant-/anxiolytic-like
activities.

CONCLUSION

Although the influence of antidepressant drugs on Cx43
expression is well described, little is known about the effects
of these treatments on the functional status of Cx43 GJC and
Cx43 HC. Our discussion illustrates the fact that both GJC
and HC may have different effects on antidepressant drugs
response leading to a complex regulation of emotionality by
astrocytes. In the present study, we focused our attention
on the hippocampus suggesting that the inactivation of Cx43
HC might induce beneficial effects through an attenuation of
the stress response. The recent identification of anatomical
and functional interactions between the hippocampus and
the hypothalamus (Radley and Sawchenko, 2011) reinforces
the interest to further explore the influence of hippocampal
astroglial Cx43 in the regulation of the neuroendocrine
system.
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FIGURE S1 | Schematic representation of the experimental designs.

(A) Cx43"/Wt and Cx43"/ mice were subjected to behavioral tests over a 1-week
period. (B) Wild-type mice were subjected to a 8-week exposure to corticosterone
(CORT) followed by a 4-week exposure to fluoxetine or its vehicle. Behavioral tests
were then conducted for 1 week with a 2-day period between each test.

FIGURE S2 | (A) Survival curve showing the fraction of animal not eating during
the novelty suppressed feeding (NSF). (B) Similar body weight loss (in gr) between
Cx43"/"t and Cx431/M mice after a 24-h period of fasting. (C) Similar home cage
consumption (in gr/gr of mouse body weight) during 5 min between Cx43"/"t
and Cx43" mice after the NSF test. (D,E) Time of exploration of the objects in
the OL (D) and OR (E) during the acquisition phas at D1. (F) Time of freezing
before the shock in the FCF.

FIGURE S3 | (A) Survival curve showing the fraction of animal not eating during
the NSF. (B) Similar body weight loss (in gr) between VEH/VEH-, CORT/VEH-, and
CORT/FLX-treated mice after a 24-h period of fasting. (C) Similar home cage
consumption (in gr/gr of mouse body weight) during 5 min between VEH/VEH-,
CORT/VEH-, and CORT/FLX-treated mice after the NSF test.

FIGURE S4 | Expression of total astroglial Cxs. (A) Levels of Cx43 in
VEH/VEH-, CORT/VEH-, and CORT/FLX-treated mice. (B) Levels of Cx30 in
VEH/NVEH-, CORT/VEH-, and CORT/FLX-treated mice.

FIGURE S5 | Depressive-like effect of intra-hippocampal infusion of an
astroglial Cx43 blocker in wild-type mice in the tail suspension test.

(A) Experimental protocol. Wild-type mice were bilaterally implanted with cannula
within the ventral hippocampus and after a 1-week period of recovery, they were
tested in the tail suspension test 15 min after the intra-hippocampal infusion of
carbenoxolone (CBX 10 mM) or its vehicle. The same animals were tested 1 week
later with a higher dose of CBX (100 mM). (A,B) Data are expressed as

mean £+ SEM of the time of immobility after CBX (10 mM) (B) or (100 mM) (C).

*p < 0.05: significantly different from the VEH-infused group (n = 7 mice/group).

TABLE S1 | Mathematical method for Emotionality score calculation. The
Z-score is a dimensionless mathematical value obtained by subtracting each
individual data (X) from the mean of the control group (i) and then dividing the
difference by the standard deviation of the control group (o). Z-score of the Splash
Test (ST), the Elevated Plus Maze (EPM) and the Open Field (OF) were converted
into opposite values (i.e., by putting the negative sign in front of the formula) in
order to standardize the directionality of these scores and to ensure that increased
values reflected a pathological state. An individual z-score was therefore
determined for each parameter. In the case of behavioral tests integrating multiple
parameters, such as the EPM and the OF, an averaged Z-score was calculated
across parameters. Locomotor activity in the EPM and OF was integrated in the
averaged Z-score of these tests in order to avoid potential biases induced by
locomotion on anxiety-like behaviors. Finally, an individual Emotionality score is
obtained by averaging Z-score of all tests.
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1.2. Caractérisation neurochimique

Plusieurs hypothéses ont été formulées quant aux mécanismes physiopathologiques de la
dépression. Basés sur I'hypothése d'un déficit monoaminergique, nous nous sommes
naturellement intéressés a I'impact de l'inactivation génétique constitutive des Cx43 sur
les concentrations extracellulaires de 5-HT dans I’hippocampe, une région limbique
fortement impliquée dans la DM (Lindqvist et al 2014, McKinnon et al 2009, Travis et al
2015) et dans laquelle les terminaisons sérotoninergiques sont nombreuses et plus
sensibles aux inhibiteurs de recapture de la sérotonine que celles du cortex frontal (Malagié
et al 2002). Nos résultats montrent que les [5-HT]ext basales mesurées dans I’hippocampe
sont similaires entre les deux groupes (1,38 = 0,37 vs. 1,18 *+ 0,12 pg/15 pL
respectivement pour le groupe controle WT et Cx43 KD ; test-t de Student p=0,105).
L’évolution des [5-HT]ext suite & un stress de nage forcée de 15 minutes est représentée
en Figure 30A-B. L'’ANOVA a deux facteurs n'a révélé aucun effet du génotype
(Fa8y=11,31 ; p=0,745), du temps (F@,32=0,319 ; p=0,863) ou de leur interaction
(F@4.32y=0,829 ; p=0,516, Figure 30A). L'analyse des AUC n’a également pas permis de

mettre en évidence de différences significatives entre les 2 groupes (p=0,882).

Figure 30 : Effet de I'inactivation constitutive des Cx43 sur les [5-HT]ext hippocampiques.

Suite a I'application d’un stress de nage forcée, les concentrations extracellulaires de 5-HT ([5-HT]ext) restent
stables au cours du temps. Les résultats sont représentés en moyenne + S.E.M des pourcentages des valeurs
basales des [5-HT]ext intra-hippocampique en réponse a un stress de nage forcée (A) Aire sous la courbe calculée
apreés le stress de nage forcée (B). Test-t de Student comparant les moyennes des groupes de souris WT et Cx43
KD.

Ces résultats laissent donc entrevoir que la diminution du niveau d’anxiété et les effets de
type antidépresseurs observés chez les souris Cx43 KD (Quesseveur, Portal et al 2015),
ne passent pas par le recrutement du systéme sérotoninergique.

Nous avons tenté de confirmer ce résultat en utilisant un inhibiteur de synthése de la

sérotonine, la parachlorophénylalanine (PCPA). Nos résultats montrent que la PCPA a été
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efficace puisque les [5-HT]ext basales mesurées dans I’hippocampe sont diminuées chez les
souris contrdles WT, traitées avec cette enzyme (1,04 + 0,2 vs. 0,42 + 0,04 pg/15 L ;
p<0,05) et chez des souris Cx43 KD (1,18 + 0,12 vs. 0,17 %+ 0,08 pg/15 L ; p<0,01). De
maniére intéressante, le comportement de type antidépresseur des souris Cx43 KD
mesurés dans le FST est toujours détectable en présence de PCPA (Figure 31) (test-t de
Student p<0,001).

Figure 31 : Effet de I'inactivation constitutive des Cx43 le comportement de résignation aprés un
traitement a la PCPA.

Les résultats sont représentés en moyenne +=S.E.M du temps d’'immobilité dans le FST apres un traitement a la
PCPA (150 mg/kg/j i.p. pendant 3 jours) chez les animaux sauvages WT et Cx43 KD. Test t de Student ###,

p<0,001 significativement différent du groupe sauvage WT.

L’hippocampe est une région riche en neurones glutamatergiques, cibles de nouveaux
antidépresseurs dont la kétamine (Faquih et al 2019, Wilkinson & Sanacora 2019). Par
ailleurs, des études in vitro démontrent que les astrocytes sont capables de libérer du
glutamate via les HC composés de Cx43. Ce processus est principalement observable aprés
un stress comme le retrait du Ca?* de I'’espace extracellulaire (Ye et al 2003) ou I'induction
d’un processus inflammatoire résultant de I'incubation de cultures primaires d’astrocytes
avec le peptide amyloide ou du LPS (Orellana et al 2011b). Nous nous sommes donc
intéressés aux concentrations extracellulaires hippocampiques de Glut ([Glut]ext) dans
notre modele de souris Cx43 KD (figure 32A-B).

Les [Glut]ex: basales étaient les mémes entre les animaux WT et Cx43 KD (4,73 = 0,63 vs.
4,14 + 0,52 pg/15 pL ; test-t de Student p=0,224). En revanche, des différences ont été

observées suite a I'application d’'un stress de nage forcée. Alors que I’ANOVA a deux
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facteurs a mis en évidence un effet significatif du génotype (F,100=5,336 ; p=0,044), nous
n’avons pas dévoilé d’'effets du temps (Fa,400=1,636 ; p=0,184) ou de I'interaction de ces
deux facteurs (Fa,400=2,034 ; p=0,118). L’analyse des AUC indique une diminution des
[Glut]ext intra-hippocampiques apreés le stress chez les souris Cx43 KD en comparaison aux
souris WT (test-t de Student p=0,012).

Figure 32 : Effet de I'inactivation constitutive des Cx43 sur les [Glut]ext hippocampiques.

Suite a l'application d’'un stress de nage forcée, une augmentation des concentrations extracellulaires de
glutamate ([Glut]ext) sont observées au cours du temps chez les souris WT mais pas chez les souris Cx43 KD. Les
résultats sont représentés en moyenne = SEM des [glut]ex: intra-hippocampiques en réponse a un stress de nage
(A) Aire sous la courbe calculée apres le stress de nage forcée (B). Test t de Student #p<0,05 : significativement

différent du groupe WT.

Ces résultats suggérent que les comportements anxiolytiques/antidépresseurs observés
chez les souris Cx43 KD (Quesseveur, Portal et al 2015) s’accompagnent d’'une diminution
de la neurotransmission glutamatergique hippocampique. Fort de ces observations, nous
avons fait 'hypothése qu’une inactivation des Cx43 spécifiqguement dans I’hippocampe

induirait le méme type de résultats comportementaux et neurochimiques.

2. Modele d’inactivation tissu-spécifique des Cx43 : souris WT
avec shRNA-Cx43 intra-hippocampique
2.1. Validation histologique

Grace a I'injection d’un lentivirus ciblant préférentiellement les astrocytes (Merienne et al
2015), nous avons été en mesure d’inactiver les Cx43 spécifiquement dans I’hippocampe.
Nous avons dans un premier temps validé la diminution de I'expression de la Cx43 dans
I’hippocampe. Comme présenté dans la figure ci-dessous, I'analyse de I’expression de la

Cx43 en western blot n’a révélé aucune différence dans I'hippocampe (test-t de Student
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p=0,422, Figure 33) probablement en raison d’une analyse sur structure entiére alors que

le vecteur lentiviral a été infusé dans une sous-région de I’hippocampe.

Figure 33 : Analyse de I’expression des Cx43 par western blot dans I’hippocampe de souris injectées

localement avec un shRNA-Cx43.
L’'injection d’'un shRNA-Cx43 dans I'hippocampe ne modifie pas I'expression des Cx43 dans cette structure. Les

résultats sont représentés en moyenne + S.E.M de I'expression relative de protéine.

Afin de contourner ce probléme technique, nous avons mis en place une analyse
immunohistochimique plus fine. Nous avons alors observé une diminution de I'expression
de la protéine au site d’injection du vecteur lentiviral (test-t de Student, p=0,005 ; Figure
34A-B), en comparaison a l'injection d’'un vecteur contréle contenant un shRNA-GFP. A
I'instar du modéle Cx43 KD, aucune différence dans I'’expression de la Cx30 (p=0,232) n’'a

été observée. Aucune différence n’a été observée sur I’expression de GFAP (p=0,505).
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Figure 34 : Expression des Cx43, Cx30 et de la GFAP dans I’hippocampe de souris injectées localement
avec un shRNA-Cx43.

L’expression des Cx43 est fortement diminuée au niveau du site d’injection, alors que I'expression des Cx30 ou
de la GFAP reste inchangée. Un grossissement plus important (voir encart) nous indique que les Cxs sont
présentes principalement au niveau des processus astrocytaires (A). Quantification de I'intensité de fluorescence
de la Cx43, Cx30 et GFAP (B). Les résultats sont représentés en moyenne = S.E.M de l'intensité moyenne de

fluorescente. Test-t de Student ##p<0,01 : significativement différent du groupe shRNA-GFP.

2.2. Caractérisation comportementale
Trois semaines sont nécessaires pour que le shRNA encapsulé dans le vecteur lentiviral
s’intégre au génome et s’exprime de maniére ubiquitaire dans la région ciblée (Colin et al
2009). Nous avons donc respecté ce délai avant de réaliser une batterie de tests
comportementaux visant a caractériser I'effet de I'inactivation hippocampique des Cx43,
sur les comportements anxio/dépressifs mais aussi de mémoire. La pathologie de la DM
étant définie en clinique comme un syndrome (ensemble de symptémes), plusieurs types
de comportements appelés « endophénotypes » ont été mesurés de maniére a se

rapprocher le plus possible de la pathologie humaine (Holmes 2003).

2.2.1. Tests d’anxiété

Dans cette étude, nous avons réalisé trois tests visant & mesurer le niveau d’anxiété des
animaux : le test de champ ouvert (Open Field, OF), le test de labyrinthe en croix surélevée
(Elevated plus Maze, EPM) et le test d’alimentation supprimée par la nouveauté (Novelty
Suppressed Feeding, NSF, Figure 35A-C).

La distance totale parcourue dans une nouvelle aréne nous a permis d’évaluer l'activité
locomotrice de chaque animal et de vérifier ainsi l'absence d’effet sédatif ou
psychostimulant du shRNA-Cx43 dans I’hippocampe. Aucune différence n'a été observée
entre les groupes shRNA-Cx43 et shRNA-GFP (1793 * 156 vs. 1807 £ 119 cm parcourus
respectivement pour les groupes shRNA-GFP et shRNA-Cx43, test-t de Student p=0,355).
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Dans les tests d’'OF, EPM et NSF, nous n’avons pas observé de différences significatives
entre les deux groupes d’animaux sur les différents paramétres comportementaux étudiés
(respectivement p=0,483, p=0,432 et p=0,137).

Figure 35 : Effet de I'inactivation intra-hippocampique des Cx43 sur le comportement anxieux.

Dans le test d’OF, le temps total passé dans la zone centrale n’est pas différent entre les deux groupes d’animaux
(A). Dans I'EPM, le temps passé dans les bras ouverts n’est pas différent entre les deux groupes d’animaux (B).
Dans le NSF, la latence a aller se nourrir n’est pas différente entre les deux groupes d’animaux. De la méme
maniere, la consommation dans la cage d’élevage reste inchangée (C). Les résultats sont représentés en moyenne

+ S.E.M. pour chacun de ces paramétres.

2.2.2. Tests de résignation et d’incurie

Bien que le test de suspension caudale (Tail Suspension Test, TST, Figure 36A-C) ait été
développé pour sélectionner des molécules pharmacologiques ayant un potentiel
thérapeutique, ce test est également utilisé dans le but de prévoir un éventuel effet
pathologique (pour revue Cryan et al 2005). Aucune différence entre les deux groupes n’a
été observée sur le temps total d'immobilité (test-t de Student p=0,592).

Basé sur le méme principe que le TST, nous avons également évalué la résignation des
animaux dans le test de nage forcée (Forced Swim Test, FST). L'analyse statistique ne
nous a pas, non plus permis, d'observer de différence dans le temps total d'immobilité
entre les deux groupes (p=0,129).

Enfin, nous avons réalisé le test d’éclaboussures (Splash Test, ST). En accord avec

I'absence d’effet du shRNA-Cx43 sur les comportements de type dépressifs, aucunes
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différences statistiques n’ont été mises en évidence entre les deux groupes d’animaux tant

au niveau du temps total de toilettage (p=0,225) qu’au niveau de la fréquence (p=0,242).

Figure 36 : Effet de I'inactivation intra-hippocampique des Cx43 sur le comportement de résignation
et d’incurie.

Le temps d'immobilité, reflet de la résignation, n’est pas affecté chez les animaux shRNA-Cx43 dans le TST (A)
et le FST (B). Dans le ST qui se référe au comportement d’incurie, le temps total de toilettage et la fréquence ne
sont pas affectés chez les animaux shRNA-Cx43 (C). Les résultats sont représentés en moyenne = S.E.M. pour

chacun de ces paramétres.

Ces données comportementales ne nous permettent pas d’entrevoir d'effet(s) de
I'inactivation hippocampique des Cx43 sur le comportement anxio/dépressif des souris. On
sait cependant que I’hippocampe joue un rdle déterminant dans les capacités mnésiques
(Ennaceur et al 1997, Mumby et al 2002) lesquelles sont fortement impactées dans la DM
(Darcet et al 2014, Trivedi & Greer 2014). Nous avons donc testé I'effet du shRNA-Cx43

dans I’'hippocampe sur les performances mnésiques.

2.2.3. Test de mémoire

Pour évaluer la mémoire chez la souris, nous disposons au laboratoire de plusieurs
paradigmes. Nous avons choisi de réaliser le test de reconnaissance d’objet (OR, Figure
37).
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Validé dans notre laboratoire (Goodman et al 2010), le test d’OR repose cette fois-ci sur
la discrimination d’'un objet connu d’'un nouvel objet inconnu. Un indice de préférence
proche de 50% représente le niveau de chance qu’a un animal d’explorer le nouvel objet.
L'analyse statistique a montré que les animaux explorent préférentiellement le nouvel objet
(test-t de Student de comparaison & 50% p<0,001 et p<0,001 respectivement pour les
groupes shRNA-GFP et shRNA-Cx43). De maniére intéressante, les souris sShRNA-Cx43
explorent plus le nouvel objet en comparaison aux animaux contrdles (test-t de Student
p=0,026).

Figure 37 : Effet de I'inactivation intra-hippocampique des Cx43 sur la mémoire.

50% représente la chance d’explorer le nouvel objet. Quel que soit le groupe expérimental, les souris explorent
de la méme maniére un objet connu d’'un nouvel objet. Les souris injectées avec un shRNA-Cx43 explorent plus
le nouvel objet en comparaison a des souris ShRNA-GFP. Les résultats sont représentés en moyenne = S.E.M du
pourcentage de préférence pour le nouvel objet. Test-t de Student : +++p<0,001: significativement différent de

la valeur chance fixée a 50%. #p<0,05 : significativement différent du groupe shRNA-GFP.

Ces résultats suggérent qu’en conditions physiologiques, la diminution d’expression des
Cx43 dans I'hippocampe ne modifie pas les comportements liés aux émotions. On sait
aujourd’hui que les astrocytes sont capables de moduler I'activité neuronale sous-jacente.
Nous avons donc cherché a savoir si en dépit de I'absence d'un comportement
anxio/dépressif, I'inactivation des Cx43 astrocytaires dans I’hippocampe pouvait avoir des
conséquences neurochimiques sur les systémes sérotoninergique et glutamatergique déja

appréhendés chez les souris Cx43 KD.
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2.3. Caractérisation neurochimique

Nous avons comparé les [5-HT]ext dans I’hippocampe de souris shRNA-GFP et shRNA-Cx43
(Figure 38A-B). Notre analyse a permis de montrer que les concentrations basales de 5-
HT étaient les mémes quel que soit le groupe (0,96 + 0,16 vs. 0,65 = 0,06 pg/15 pL
respectivement pour le groupe shRNA-GFP et le groupe shRNA-Cx43 ; test-t de Student
p=0,205). Par ailleurs, 'ANOVA a deux facteurs n’a révélé aucune différence significative
des [5-HT]ext liée au génotype (F 1,16y=1,281, p=0,257), au temps (F,s4)=0,609, p=0,658)
ou leur interaction (F,64)=1,132, p=0,349). En accord avec les données obtenues chez les
animaux Cx43 KD, un stress n'a pas non plus modifié les [5-HT]ext comme le montre
I'analyse des aires sous la courbe calculées aprés l'injection de NaCl (test-t de Student
p=0,525).

Figure 38 : Effet de I'inactivation intra-hippocampique des Cx43 sur les [5-HT]ext hippocampiques

Suite a I'application d’un stress aigu, aucune modification des concentrations extracellulaires de sérotonine ([5-
HText) N'a été observée au cours du temps chez les souris WT et Cx43 KD. Les résultats sont représentés en
moyenne *= SEM des pourcentages des valeurs basales de [5-HT]ext intra-hippocampiques (A) et des aires sous

la courbe calculées aprés le stress (B).

Ainsi, I'inactivation hippocampique des Cx43 n’affecte ni le comportement lié aux émotions,
ni I'activité du systéme sérotoninergique dans I'hippocampe. Des études plus poussées sur
le systéme glutamatergique sont nécessaires afin d’étudier d’éventuels effets sur cette

neurotransmission.
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3. Modele d’inactivation tissu-spécifique des Cx43 : souris WT
avec un peptide mimétigue des Cx43 intra-hippocampigue par le
Gap26

Comme évoqué ci-dessus, il existe une balance d’activité des Cxs astrocytaires dans leurs
réles de JC ou d’HC. Alors que des études suggérent que la perte de communication
astrocytes-astrocytes via les JC serait favorable a un état dépressif, au contraire, la perte
de communication astrocytes-neurones médiée par les HC libérant des substances
neuroactives, serait quant-a-elle favorable a un profil de type antidépresseur (pour revue
Sarrouilhe et al 2018). Dans ce contexte, nous avons émis I’hypothése que I'absence
d’effets comportementaux chez des souris shRNA-Cx43 injectées dans I'hippocampe
pourrait étre liée au blocage concomitant des deux entités fonctionnelles (JC et HC). Nous
avons donc cherché a déterminer les effets de I'inactivation hippocampique des HC gréace
a l'injection du peptide mimétique Gap26 dans I'hippocampe. Composé de treize acides
aminés, ce peptide reconnait la premiéere boucle extracellulaire de la Cx43 permettant ainsi
le blocage spécifique des HC rapidement aprés son injection (Giaume & Theis 2010) et
probablement la libération de gliotransmetteurs par les astrocytes méme si trés peu
d’évidences in vivo sont venues étayer cette hypothése a ce jour (Stehberg et al 2012).

Suite a l'injection de Gap26 dans I'hippocampe, nous avons observé une diminution
significative du temps d’'immobilité mesuré dans le FST (test-t de Student p=0,0035), en
comparaison a des souris controles injectées avec un peptide aléatoire (Scramble, Figure
39A-B). Suite a ces résultats, nous avons étudié l'effet du blocage des HC sur la
neurotransmission glutamatergique. L’ANOVA a deux facteurs a révélé un effet du facteur
traitement (F(,12y)=5,725, p=0,0034), mais pas du facteur temps (F7,84=1,217, p=0,3026)
ni de leur interaction (F,84)=1,665, p=0,0695). En revanche, I'air sous la courbe calculée
suite a I'application d’'un stress de nage forcée révele une diminution des concentrations
extracellulaires de glutamate dans I'hippocampe chez les souris injectées avec le Gap26

compareées aux souris controles (test-t de Student p=0,009 ; Figure 39C-D).
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Figure 39 : Effet de I'inactivation intra-hippocampique du Gap26 sur le comportement de résignation
et les [Glut]ext hippocampiques.

L’'inactivation des Cx43 par le Gap26 spécifiguement injecté dans I'hippocampe induit une diminution de
I'immobilité dans le FST (A) et réduit les [Glut]ex: suite & I'application d’un stress de nage forcée (B-C), Les
résultats sont représentés en moyenne += S.E.M. du temps total d'immobilité et des [Glut]ext aprés le stress de

nage forcée, test-t de Student : ##p<0,01 : significativement différent du groupe scramble.

Dans le but de mieux comprendre les mécanismes par lesquels le glutamate astrocytaire
exerce des effets pro-dépresseurs, nous avons étudié l'effet d’'un antagoniste des
récepteurs NMDA (kétamine 10 mg/kg i.p.) ou d’un antagoniste AMPA (NBXQ, 10 mg/kg
i.p.) sur la réponse au Gap26 (Figure 40).

Dans le FST, ’ANOVA a révélé un effet du facteur traitement sur le temps total d’'immobilité
(F@3,21=23,05, p<0,001). Comme précédemment, I'inactivation des HC dans I’hippocampe
par le Gap26 induit une diminution de I'immobilité (p=0,003 en comparaison au groupe
scramble) alors que I'injection de kétamine (10 mg/kg i.p.) 30 minutes avant le début du
test, potentialise les effets du Gap26 (p=0,016 en comparaison au groupe Gap26 seul). En
revanche, suite a l'injection de NBQX (10 mg/kg i.p.), les effets de type antidépresseurs
du Gap26 ne sont plus significativement différents du groupe contrble (peptide scramble)
(p=0,1330). Nos résultats suggerent que l'activation des récepteurs AMPA serait un

processus important dans I'induction d’une réponse de type antidépresseur.
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Figure 40 : Effet de I'inactivation intra-hippocampique du GAP26 sur le comportement de résignation
en présence ou non d’un antagoniste des récepteurs glutamatergiques NMDA (kétamine) ou AMPA
(NBQX).

L’'inactivation des HC des Cx43 par le Gap26 spécifiguement dans I’hippocampe induit une diminution de
I'immobilité dans le FST. L’injection i.p. de kétamine (10 mg/kg i.p.) potentialise les effets antidépresseurs du
Gap26. L’injection i.p. de NBQX (10 mg/kg i.p.) s’oppose aux effets antidépresseurs du Gap26. Les résultats sont
représentés en moyenne * S.E.M. **p<0,01 : significativement différent du groupe scramble, ## <0,01 :

significativement différent du groupe Gap26. n= 5-7 animaux par groupe

Conclusion de I’étude 1

L’ensemble de ces résultats suggéere que si I'inactivation spécifique des Cx43
dans I’hippocampe par un shRNA-Cx43 n’exerce aucun effet anxiolytique ou de
type antidépresseur, c’est probablement en raison du fait que cette stratégie ne
permet pas de dissocier la fonction JC de la fonction HC. En effet, en ciblant les
HC hippocampiques a l'aide de I'injection locale de peptide Gap26, un effet de
type antidépresseur accompagné d’une atténuation des concentrations
extracellulaires locales de glutamate a pu étre mis en évidence chez des souris
sauvages. Comme précédemment suggéré (Gerhard et al 2015), cette diminution
du tonus glutamatergique hippocampique atténuerait I’activation des récepteurs
NMDA mais faciliterait celle des récepteurs AMPA par un mécanisme encore
inconnu (augmentation de la densité/sensibilité de ce sous-type de récepteur ?).
Ces résultats soulévent de nombreuses questions et notamment I'impact de
I'inactivation des Cx43 sur la réponse aux antidépresseurs. Il a récemment été
démontré que le blocage des Cxs avec la méfloquine potentialise les effets
analgésiques d’un antidépresseur tricyclique : I'amitriptyline (Jeanson et al
2016). Une potentialisation peut-elle étre mise en évidence dans le domaine des

troubles de I’humeur ?
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Chapitre 2 : Etude des effets comportementaux et

neurochimiques de Il'inactivation des Cx43 en
conditions physiologiques suite a l'injection aigue

d’un antidépresseur : la fluoxétine

Parmi les antidépresseurs actuellement disponibles sur le marché, les ISRS, les IRSN ou
les IRN occupent une place importante dans le choix de la stratégie thérapeutique. Leur
efficacité repose sur leur capacité a stimuler la neurotransmission monoaminegique
notamment dans le cortex frontal et I'hippocampe (Guiard et al 2009). Toutefois, ces
traitements présentent certaines limites liées a une capacité modérée a augmenter la
neurotransmission monoaminergique dans les premiers jours de traitement. Ces limites
sont un long délai d’action et un fort taux de non-répondeurs. Depuis plusieurs années,
une recherche active en psychopharmacologie tente de définir les mécanismes
neurobiologiques responsables de ces limites afin de développer de nouvelles stratégies
combinant différents psychotropes (Blier 2003). L'idée de combiner un antidépresseur
classique a un agent pharmacologique ciblant les astrocytes est novatrice mais n’a pas
encore trouvé d’écho dans la littérature. Pourtant, dans un travail récent, Jeanson et ses
collaborateurs montrent que I'association d’'un antidépresseur tricyclique (I’'amitriptyline)
avec un inhibiteur des Cxs astrocytaires (la méfloquine) induit des effets analgésiques plus
marqués que chaque agent administré séparément dans un modele de ligature du nerf
sciatique (Jeanson et al 2016). Fort de ces observations réalisées chez le rat, ce deuxieme
chapitre pose la question de I'intérét de bloquer les Cxs astrocytaires dans la réponse aigie
a un antidépresseur appartenant a la classe des ISRS, la fluoxétine (FLX). Pour répondre
a cette question, nous nous sommes placés dans trois modeles d’inactivation déja validés
dans ce travail de thése (voir ci-dessus) ou dans la littérature chez des souris naives non-
déprimées :

- Un modele d’inactivation génétique constitutive : souris Cx43 KD

- Un modele d’inactivation génétique tissu-spécifique : souris shRNA-Cx43 dans

I’hippocampe
- Un modele d’inactivation pharmacologique : souris traitées a la CBX dont les effets

inhibiteurs sur les Cxs ont été décrits précédemment (Juszczak & Swiergiel 2009).
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1. Modele d’inactivation constitutive des Cx43 : souris Cx43 KD

1.1. Caractérisation comportementale

Les effets de type antidépresseurs de la FLX chez le rongeur sont trés bien documentés
dans la littérature. Une étude récente chez la souris BalbC révele que I'administration
unique de FLX a la dose de 18 mg/kg induit une diminution de la résignation mesurée dans
le test de nage forcée (Guilloux et al 2013). Dans notre étude, nous avons utilisé le TST
pour mesurer cet état de résignation. Grace a une ANOVA a deux facteurs, nous avons mis
en évidence un effet du traitement (F@.31)=5,365, p=0,0273) mais du génotype
(Fa,31=2,599, p=0,1171) ni de leur interaction (F@,31=4,696, p=0,380), sur la latence a
la premiére immobilité. Ainsi, 'administration unique de FLX n’affecte pas la latence a la
premiére immobilité (p=1) chez des souris WT. En revanche ce parameétre est plus élevé
chez les animaux Cx43 KD apreés traitement a la FLX (p=0,0236 comparé aux animaux
Cx43 KD/NaCl, Figure 41A). Concernant le temps total d’'immobilité, un effet du traitement
(F@.33y=40,57, p<0,001), du génotype (F,33)=48,39, p<0,001) mais pas de l'interaction
entre ces deux facteurs (F@.33=1,696, p=0,2019) a été mis en évidence. L’inhibition
constitutive des Cx43 induit un comportement de type antidépresseur représenté par une
diminution de I'immobilité totale (WT/NaCl vs. Cx43 KD/NaCl ; p<0,001). Cet effet de la
mutation est encore plus prononcé en réponse a la FLX (Cx43 KD/NaCl vs Cx43 KD/FLX,
p=0,003). De plus, suite a linjection unique de FLX, le temps d’immobilité est
significativement plus bas chez les souris contrbles WT que chez les souris Cx43 KD
(p=0,0039) (Figure 41B).

Figure 41 : Effet de I'inactivation constitutive des Cx43 sur la réponse a une administration unique de
fluoxétine dans le TST.

(A) Latence a la premiere immobilité et (B) Temps total d'immobilité. Les résultats sont représentés en moyenne
+ S.E.M. *p<0,05 et ***p<0,001 : significativement différent du groupe NaCl du méme génotype ; #, p<0,05 ;

##p<0,01 et ###p<0,001 : significativement différent du groupe WT soumis au méme traitement.
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1.2. Caractérisation électrophysiologique et neurochimique
Nous avons vu dans le chapitre précédent que les modifications comportementales
observées chez les souris Cx43 KD n’étaient pas associées a des modifications de la
neurotransmission sérotoninergique. Ici, nous avons tenté de déterminer si ce systéme

pouvait étre impacté spécifiquement en réponse a I'administration aigtie de FLX.

1.2.1. Activité électrique des neurones 5-HT dans le noyau du raphé
dorsal (NRD)

Les corps cellulaires des neurones sérotoninergiques sont situés dans le NRD (Charnay &
Léger 2010) et la régulation de leur activité électrique est un processus important dans la
réponse aux ISRS. L’'analyse des enregistrements électrophysiologiques (Figure 42) a
révélé un effet du traitement (F@.115=28,33, p<0,001) mais pas du génotype
(Fa.115=0,5264, p=0,4696) ou de leur interaction (Fq,115=2,237, p=0,1375). Une
diminution significative de la décharge électrique des neurones 5-HT est observée chez les
souris WT et Cx43 KD en réponse a la FLX en comparaison aux animaux du méme génotype
ayant recu le NaCl (test post-hoc de Fisher LDS p=0,025). Toutefois, aucune différence de

décharge n’a pu étre mise en évidence entre les groupes WT/FLX et Cx43/FLX.

Figure 42 : Effet de I'inactivation constitutive des Cx43 sur la fréquence de décharge des neurones 5-
HT du NRD en réponse a I’ladministration unique de fluoxétine.

Décharge électrique des neurones sérotoninergiques (en Hz) mesuré chez des souris WT ou Cx43 KD suite a
I'injection de NaCl ou de fluoxétine (FLX : 18 mg/kg ; i.p.) injecté trente min avant le début des enregistrements.
Les résultats sont représentés en moyenne *+ S.E.M. *p<0,05 et ***p<0,001 : significativement différent du

groupe NaCl du méme génotype.
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1.2.2. Activité neurochimique des neurones 5-HT projetant dans
I’hippocampe

Grace a la technique de microdialyse, nous avons ensuite évalué les [5-HT]ext
hippocampiques aprés injection unique de FLX. Les concentrations basales de 5-HT étaient
les mémes entre les deux groupes (1,38 + 0,37 vs. 1,18 + 0,12 pg/15 pL respectivement
pour le groupe contréle WT et le groupe Cx43 KD (test-t de Student p=0,105). Les résultats
de la cinétique montrent que la FLX augmente les [5-HT]ext hippocampiques dans les deux
groupes de souris (Figure 43A). L'analyse statistique des AUC suite a l'injection de FLX
réveéle une augmentation significativement plus importante des [5-HT]ext dans le groupe
de souris Cx43 KD (test-t de Student p=0,044 ; Figure 43B).

Figure 43 : Effet de I'inactivation constitutive des Cx43 sur la réponse a une administration unique de
fluoxétine sur les [5-HT]ext hippocampiques.

Alors que les concentrations basales de 5-HT sont les mémes entre les deux groupes, l'injection de fluoxétine
(FLX : 18 mg/kg ; i.p.) augmente les [5-HT]exx de maniére plus importante chez les souris Cx43 KD en
comparaison aux souris WT (A). L’analyse des aires sous la courbe aprés injection de FLX montre des [5-HT]ext
plus importantes chez les souris Cx43 KD en comparaison aux animaux WT (B). Les résultats sont représentés
en moyenne * S.E.M de I’AUC calculée aprés I'injection de FLX. # p<0,05 : significativement différent du groupe

WT ; n=5 déterminations par groupe.

Ces derniers résultats de microdialyse apportent donc une possible explication au fait que
les effets comportementaux de la FLX dans le TST sont potentialisés chez les souris Cx43
KD. Afin de mettre en évidence la région responsable de cet effet, nous avons choisi
d’inactiver spécifiguement les Cx43 dans I'hippocampe. Pour cela, nous avons utilisé le
vecteur lentiviral contenant le shRNA-Cx43 puis mesuré le comportement de résignation

en réponse a la FLX chez des souris Swiss dont la sensibilité pour cet antidépresseur est
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moins prononcée que chez les souris C57BL6/J et donc adaptées pour mettre en évidence

un effet potentialisateur.

2. Modele d’inactivation tissu spécifigue shRNA-Cx43

2.1. Validation de I'inactivation dans I’hippocampe.
La premiére étape a été de revérifier le fait que le sShRNA-Cx43 injecté dans I'hippocampe
inhibe bien I'expression des Cx43 (Figure 44). Comme attendu et précédemment rapporté
(voir Figure 34), I'injection de shRNA-Cx43 dans I’hippocampe inhibe I'expression des Cx43
au site d’injection (p=0,05) sans affecter I'expression de la GFAP (p=0,6535).

Figure 44 : Expression des Cx43 et de la GFAP dans I’hippocampe de souris injectées avec un shRNA-
Cx43.

L’'injection d’'un shRNA-Cx43 diminue I'expression des Cx43 sans affecter I'expression de la GFAP (A). Les
quantifications d’intensité de fluorescence sont représentées en (B). Les résultats sont représentés en moyenne
+ S.E.M du niveau de gris moyen mesuré pour chaque protéine. Echelle : 100um. Test-t de Student de

comparaison des moyennes : #p<0,05 : significativement différent du groupe shRNA-GFP.

2.2. Inactivation hippocampique

2.2.1. Conséquences comportementales
Dans le TST (Figure 45), 'ANOVA a deux facteurs ne révele aucun effet du génotype
(F@.32=1,872, p=0,1808), du traitement (F,32=0,006, p=0,9383) et de leur interaction
(F@,32y=0,015, p=0,9015) sur la latence a la premiére immobilité. De la méme maniere,
aucun effet du génotype (F,32=0,2391, p=0,6282) n’'a été décelé sur le temps total
d'immobilité. En revanche, un effet du traitement (F@32=30,61, p<0,001) et de

I'interaction de ces deux facteurs (F@.32=4,195, p=0,048) a été observé. Ainsi, l'injection
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unique de FLX réduit le temps d’'immobilité totale (test post-hoc de Sidak p<0,001 en
comparaison au groupe shRNA-Cx43/NaCl). Néanmoins, la FLX n’exerce aucun effet sur le
comportement de résignation des souris shRNA-GFP (p=0,1276 shRNA-GFP/NaCl vs.
ShRNA-GFP/FLX).

Figure 45 : Effet de I'inactivation hippocampique des Cx43 sur la réponse a une administration unique
de fluoxétine dans le TST.

(A) Latence a la premiére immobilité et (B) Temps total d'immobilité. Les résultats sont représentés en moyenne
+ S.E.M. de la latence a la premiére immobilité et de I'immobilité totale. ***p<0,001: significativement différent

du groupe NaCl du méme génotype.

2.2.2. Conséquences neurochimiques

L'analyse de microdialyse nous a permis d’étudier les conséquences de I'inactivation des
Cx43 dans I’hippocampe sur les [5-HT]ext locales. Les concentrations basales de 5-HT dans
I’hippocampe étaient les mémes les souris sShRNA-GFP et les souris shRNA-Cx43 (0,96 +
0,16 vs. 0,65 *= 0,060 pg/15 YL respectivement pour les groupes shRNA-GFP et shRNA-
Cx43, test de Mann-Whitney p=0,539). Les résultats de la cinétique montrent que la FLX
augmente les [5-HT]ext hippocampiques dans les deux groupes de souris avec une forte
tendance en faveur d’'un effet plus prononcé chez les souris shRNA-Cx43 (Figure 46A).
Toutefois, I'analyse statistique des AUC post-FLX (Figure 46B) n’a pas permis de révéler
un effet significatif en raison du nombre insuffisant d’animaux par groupe (test de Mann-
Whitney p=0,400).
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Figure 46 : Effet de I'inactivation intra-hippocampique des Cx43 sur la réponse a une administration
unique de fluoxétine sur les [5-HT]ext hippocampiques.

L’injection de fluoxétine (FLX : 18 mg/kg ; i.p.) augmente les [5-HT]ext de maniére plus importante chez les souris
Cx43 KD en comparaison aux souris WT (A). L'analyse des AUC apreés injection de FLX confirme cette observation

(B). Les résultats sont représentés en moyenne = S.E.M de I'aire sous la courbe calculée apres l'injection de FLX.

3. Modeéele d’inactivation pharmacologiqgue des Cxs par la CBX

A ce jour, de nombreux bloqueurs des Cxs sont disponibles (Pour revue Giaume et al 2013).
Dans cette étude, nous avons utilisé la carbenoxolone (CBX) qui, & notre connaissance, n'a
jamais été testé par voie systémique dans un contexte de dépression. Deux travaux
précédents montrent que l'injection intra-corticale ou intra-hippocampique de CBX chez le
rat ou la souris induit un blocage de la fonction des JC associé & une augmentation de la
résignation, de I'anxiété ou de I'anhédonie mais aussi une diminution de I’expression des
Cx43 de maniére dose dépendante (Sun et al 2012). Ici, pour la premiére fois, nous avons
testé les effets de type antidépresseurs de la FLX suite a I'administration unique ou répétée
de CBX (Figure 47A-B).

L’ANOVA a deux facteurs montre un effet du traitement (F(,64y=10,15, p=0,0022) mais
pas du prétraitement (F¢,64)=2,637, p=0,0794) alors qu’un effet significatif de I'interaction
entre ces deux facteurs (F,64)=4,981, p=0,0098) a été observé sur la latence a la premiere
immobilité. Ainsi, la FLX augmente ce paramétre uniquement chez les animaux prétraités
de facon aigie a la CBX (p=0,0061). Concernant le temps total d'immobilité, ’ANOVA
révele un effet du traitement (F@.63=24,37, p<0,0001) mais pas du prétraitement
(F2,63y=0,1807, p=0,8352) ou de l'interaction entre ces deux facteurs (F,63=1,587,
p=0,2126). Cette analyse nous permet de montrer que la FLX diminue I'immobilité totale

de 22% des animaux WT (p=0,6648), de 50% chez des animaux prétraités avec une
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injection unique de CBX (p=0,0008) et de 31% chez des animaux prétraités de facon

chronique a la CBX comparés aux animaux contrdles (p=0,2488).

Figure 47 : Effet de I'inactivation pharmacologique des Cxs par la carbenoxolone sur la réponse a une
administration unique de fluoxétine dans le TST.

(A) Latence a la premiére immobilité, et (B) Temps total d'immobilité. Les résultats sont représentés en moyenne
+ S.E.M. de la latence a la premiére immobilité et de I'immobilité totale *p<0.05 et ***p<0,001 :

significativement différent du groupe CBX aigu/NacCl.

Conclusion de I’étude 2

Ces expériences laissent entrevoir la possibilité que I'inactivation génétique et
pharmacologique des Cxs permet de potentialiser la réponse d’'une
administration unique de FLX. Le fait qu’un tel effet potentialisateur soit retrouvé
suite a I’'injection d’un shRNA-Cx43 dans I’hippocampe souligne I'importance de
cette région. D’un point de vue mécanistique, les données de microdialyse sont
cohérentes avec ces résultats puisqu’elles soulignent le fait que I'inactivation
génétique des Cx43 renforce la capacité de la FLX a augmenter les taux
extracellulaires de 5-HT dans I’hippocampe. Alors qu’une forte tendance allant
dans ce sens a également été observée chez des souris WT injectées avec le
shRNA-Cx43 dans I’hippocampe. Plusieurs questions peuvent étre soulevées. Est-
ce que cette potentialisation peut étre étendue a tous les antidépresseurs d’une
méme classe ou appartenant a des classes différentes ? Est-ce que cette
potentialisation peut étre mise en évidence en condition de traitements

chroniques dans un modéle murin de dépression ?

Ces travaux font I'objet d’une publication intitulée « Astroglial connexins-mediated cell-to-
cell communication differentially influence the acute response of antidepresant and
anxiolytic drugs » (Portal, B. ; Rovera, R. ; Lejards, C. ; Lorenzo, N. ; Haddjeri, N. ;

Déglon, N. ; Guiard, B. P.) en révision dans la revue Acta Physiologica.
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ARTICLE 2

Astroglial connexins-mediated cell-to-cell communication

differentially influence the acute response of antidepresant and

anxiolytic drugs.
Portal, B. ; Rovera, R. ; Lejards, C. ; Lorenzo, N. ; Haddjeri, N. ; Déglon, N. ; Guiard, B.
P.

En révision — Acta Physiologica

Résumée :

Les connexines 30 (Cx30) et connexines 43 (Cx43) astrocytaires forment des jonctions
communicantes et des hémicanaux. De nombreuses évidences suggérent que ces unités
fonctionnelles participent a la modulation de la neurotransmission permettant la
modulation des fonctions cognitives. En particulier, des études récentes mettent en avant
le réle des Cx43 dans des modeéles animaux de dépression mais aussi chez des patients
déprimés. Cependant, le rble de ces protéines dans la réponse aux antidépresseurs
classiques reste a étre précisé.

Pour répondre a cette question, nous avons évalué les effets comportementaux de
I'inactivation génétique ou pharmacologique des Cx43 sur la réponse a un inhibiteur sélectif
de la recapture de la sérotonine, la fluoxétine.

Dans une lignée de souris Cx43 knock-down (KD) sur fond C57BL6/J, I'administration aigle
de fluoxétine (18 mg/kg i.p.) induit une augmentation des concentrations extracellulaires
de sérotonine dans I'hippocampe et un effet antidépresseur mesuré dans le test de
suspension caudale plus prononcé que des souris contrbles prétraitées avec le NaCl 0,9%.
En accord avec ces résultats, l'injection intra-hippocampique d'un shRNA-Cx43 ou
I'injection aigle et systémique de carbenoxolone (10 mg/kg i.p.) chez des souris Swiss
potentialisent les effets antidépresseurs de la fluoxétine.

Ces données démontrent que l'inactivation des Cx43 astrocytaires favoriserait le tonus
sérotoninergique hippocampique spécifiqguement en réponse a la FLX et que cet effet
expliquerait I'effet potentialisé de cet ISRS sur le comportement de résignation chez la

souris.
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Contribution personnelle :

Au cours de ce travail :
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J'ai réalisé le suivi des animaux Cx43 KD depuis la reproduction a l'utilisation des
animaux pour les tests comportementaux,

Jai réalisé les analyses immunohistochimiques de validation de I'outils shRNA
depuis la perfusion, le prélévement et les coupes des cerveaux jusqu’a I'incubation
des lames avec les anticorps et leur analyse.

J'ai réalisé les injections intra-hippocampiques et intra-amygdaliennes (données

non représentées) des shRNA-Cx43



Chapitre 3 : Etude des effets comportementaux et

neurochimiques de I'inactivation des Cx43

hippocampique en condition de stress chronique

Comme nous l'avons vu dans le premier chapitre de cette these, I'inactivation des Cx43
dans I'hippocampe en conditions physiologiques n’affecte pas les comportements d’anxiété
ou de résignation Or, comme les cellules gliales adoptent un phénotype particulier en
conditions pathologiques (Banasr & Duman 2008, Orellana et al 2015, Sun et al 2012, Ye
et al 2003), cette partie de thése s’intéresse aux effets du blocage des Cx43 dans

I’hippocampe spécifiquement dans ces conditions expérimentales.

1. Inhibition des Cx43 hippocampigues

Dans cette étude, nous avons utilisé le lentivirus contenant un shRNA-Cx43 (shRNA-GFP
utilisé comme contrdle) afin d’inactiver les Cx43 spécifiquement dans I'hippocampe. Aprés
quatre semaines de récupération, les animaux ont été exposés a la CORT pendant au moins
onze semaines. L’expression des Cx43 astrocytaires apres le traitement a la CORT est
représentée en Figure 48A-B. L’injection de shRNA-Cx43 suivit du traitement CORT permet,
au site d'injection, une réduction significative de I’expression de la Cx43 (test-t de Student
p<0,001) mais pas des Cx30 (p=0,2247). En accord avec la littérature chez I'humain (Cobb
et al 2016) et le rongeur (Gong et al 2012), une diminution de GFAP (p<0,001)

accompagne également celle des Cx43 dans I’hippocampe.

Figure 48 : Expression des Cx43, Cx30 et de la GFAP dans I’hippocampe de souris injectées avec un
ShRNA-GFP ou shRNA-Cx43 dans un modeéle de souris déprimées.

L’'injection d’'un shRNA-Cx43 suivit d’un traitement chronique a la CORT diminue I’expression des Cx43 et de la
GFAP sans affecter I’expression de la Cx30. Un grossissement plus important (voir encart) nous indique les Cxs
présentes principalement au niveau des processus astrocytaires (A). Les quantifications d’intensité de
fluorescence sont représentées en (B). Echelle : 100 pm. Les résultats sont représentés en moyenne = S.E.M du
niveau de gris moyen mesurés pour chaque protéine. Test-t de Student pour chaque protéine, ##p<0,01 et

###p<0,001 : significativement différent du groupe shRNA-GFP.
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2. Effets de l'inactivation des Cx43 hippocampiques dans le
modeéle CORT sur la réponse de I'axe HPA

2.1. Mesure des taux plasmatiques de corticostérone en

réponse a un stress aigue

Dans un premier temps, nous avons évalué I'’évolution des concentrations plasmatiques de
CORT (Figure 49) suite a I'application d’un stress aigie (injection de CORT par voie i.p.).

L’ANOVA a deux facteurs n’a révélé aucun effet du temps (F,33=2,823, p=0,0538), du
génotype (Fa11=1,216, p=0,2937) et de leur interaction (F,33=1,373, p=0,2680). En
revanche, I'analyse des aires sous la courbe aprés I'application d’un stress de nage forcée
réveéle une forte tendance a la diminution de I’AUC chez les souris ShRNA-Cx43 comparée
aux souris shRNA-GFP (test-t de Student p=0,0538), laissant entrevoir une meilleure

réponse adaptative de I'axe HPA.

Figure 49 : Effet de I'inactivation des Cx43 sur les concentrations plasmatiques de corticostérone
(CORT) dans un modeéle de souris déprimées.

L’application d’'un stress aigue permet une augmentation des [CORT]pasmatiques QUi revient progressivement aux
valeurs basales (A). L’analyse des aires sous la courbe montre une tendance a une diminution plus importante
des [CORT]plasmatiques aprés l'arrét du stress (B). Les résultats sont représentés en moyenne * S.E.M. des taux

plasmatiques de corticostérone.

2.2. Mesure de I’hyperthermie induite par le stress aigu
Un autre moyen d’évaluer I'activité de I'axe HPA est I'’étude de la température corporelle.
En effet, le stress augmente la température corporelle. Dans cette expérience, nous avons
réalisé deux prises de température afin d’évaluer I’hyperthermie induite par un stress de

manipulation (Figure 50). L’ANOVA a deux facteurs révéele un effet du temps (F@,99=85,02,
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p<0,001), du génotype (F@u.9=7,434, p=0,0234) et de leur interaction (F,9=7,434,
p=0,234). Ainsi, nous avons observé une augmentation de la température corporelle chez
les souris shRNA-GFP (comparaison post -hoc de sidak p<0,001) et shRNA-Cx43
(p=0,002) lors de la seconde prise comparée a la premiére. De maniére intéressante, cette
augmentation est moins importante chez les souris shRNA-Cx43 (p=0,002), soulignant un
effet « protecteur » de I'inactivation des Cx43 sur les effets du stress aiglie appliqué chez

des animaux exposés a la CORT.

Figure 50 : Effet de I'inactivation intra-hippocampique des Cx43 sur I’hyperthermie dans un modéle

de souris déprimées.

Deux prises de températures (Tol et Tv2), espacées de 10 minutes ont été réalisées. La températureTp2 est
significativement plus importante que Tol quel que soit le groupe (+++, p<0,001 : statistiquement différent de
Tol). Cette augmentation est plus importante chez les souris ShRNA-GFP que chez les souris ShRNA-Cx43 (##,
p<0,01 : statistiquement différent du groupe shRNA-GFP) ; Les résultats sont représentés en moyenne = S.E.M.

du pourcentage de la température corporelle.

3. Effets comportementaux __de I’inactivation des Cx43

hippocampiques dans le modele CORT

3.1. Tests d’anxiété

Nous avons dans un premier temps réalisé un suivi de I'état du pelage (Figure 51A-B). Une
dégradation progressive du pelage au cours des semaines d’exposition a la CORT a été
observée. L’ANOVA a deux facteurs a permis de mettre en évidence un effet du temps (F
(10,120=44,28, p<0,001), un effet du génotype (F (1,12)=7,861, p=0,0159) mais pas de leur
interaction (F (10,1200=1,567, p=0,2291). Quel que soit le groupe, un effet significatif de la
CORT est observable dés la premiére semaine de traitement (p=0,002) et atteint un

plateau a partir de la 10° semaine.

173



Figure 51 : Effet de l'inactivation intra-hippocampique des Cx43 sur I’état du pelage au cours de
I’exposition a la CORT.

Le score de dégradation évolue et augmente progressivement au cours des semaines d’exposition a la CORT (A).
A la premiére semaine, le pelage est bien entretenu et lisse alors qu’a onze semaines de traitement a la CORT,
celui-ci commence a devenir mal entretenu et donc ébouriffé (B). Les résultats sont représentés en moyenne =+
SEM du score final obtenu sur huit parties du corps. ++p<0,01 et +++p<0,001 : significativement différent de

la semaine O quel que soit le groupe. #p<0,05 significativement différent du groupe shRNA-GFP.

Dans le test d’OF (Figure 52A), aucune différence significative n’a été observée sur le
temps passé dans le centre (p=0,658). En revanche, dans le test de NSF (Figure 52B), la
latence a aller se nourrir était significativement plus faible chez les souris shRNA-Cx43 en
comparaison aux contréles shRNA-GFP (p=0,001). Dans ce dernier test la consommation

dans la cage d’élevage était la méme pour les deux groupes (données non présentées).
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Figure 52 : Effet de I’'inactivation intra-hippocampique des Cx43 sur hippocampiques sur l'anxiété
dans un modéle de souris déprimées.

Dans le test d’OF, le temps passé dans la zone centrale n’est pas différent entre les deux groupes d’animaux.
(A). En revanche, la latence a aller se nourrir mesurée dans le NSF, est significativement plus faible chez les

animaux shRNA-Cx43 + CORT en comparaison a leur contréle shRNA-GFP + CORT (B). Encart : courbe de survie

de la latence a aller se nourrir. Les résultats sont représentés en moyenne + S.E.M. du temps passé dans le
compartiment central et de la latence a aller se nourrir. Test t de Student : ##p<0,01 : significativement différent

du groupe shRNA-GFP.

3.2. Tests de résignation

Dans TST et le FST, un effet de type antidépresseur a été observé suite a I'inactivation des

Cx43 dans I’hippocampe (respectivement p=0,020 et p<0,001) (Figure 53A-B).

Figure 53 : Effet de I'inactivation intra-hippocampique des Cx43 sur le comportement de résignation
dans un modéle de souris déprimées.

Le temps d'immobilité mesuré dans le test de suspension caudale (A) ou le test de nage forcée (B) est
significativement réduit chez les animaux shRNA-Cx43. Les résultats sont représentés en moyenne + S.E.M. du
temps total d’immobilité. Test-t de Student, #p<0,05 et ###p<0,001 : significativement différent du groupe
SshRNA-GFP.
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On sait aujourd’hui que la CORT et de maniére plus générale le stress chronique, peut avoir
des effets négatifs sur les performances mnésiques (Darcet et al 2014, David et al 2009,
Mendez-David et al 2017b). Nous avons donc également déterminé I'impact de
I'inactivation des Cx43 hippocampiques sur les performances mnésiques de souris

soumises a un stress chronique.

3.3. Test de mémoire

Dans le test d’'OR (Figure 54), le traitement chronique a la CORT induit une perte de
reconnaissance du nouvel objet (ANOVA F,21)=7,994, p=0,0026, test post-hoc de Sidak
p=0,0129 shRNA-GFP + CORT en comparaison au groupe shRNA-GFP + VEH). Par ailleurs,
nous avons remarqué que l'injection de shRNA-Cx43 ne prévient pas des effets délétéres
de la CORT puisque les animaux shRNA-Cx43 + CORT explorent de la méme maniére un
nouvel objet et un objet connu, en comparaison au groupe shRNA-GFP + CORT.
(p=0,9765).

Figure 54 : Effet de I'inactivation intra-hippocampique des Cx43 sur la mémoire dans un modeéle de
souris déprimées.

Une exposition chronique a la CORT perturbe la mémoire alors que I'inactivation des Cx43 spécifiguement dans
I’hippocampe ne permet pas de protéger contre ces effets négatifs. Les résultats sont représentés en moyenne
+ S.E.M. du pourcentage de temps d’exploration du nouvel objet. Test-t de Student, +++p<0,001 :
significativement différent de la valeur chance fixée a 50%, *p<0,05 : significativement différent du groupe
shRNA-GFP/VEH.

L’ensemble de ces résultats comportementaux révele un effet protecteur de I'inactivation
hippocampique des Cx43 dans des paradigmes générant un niveau de stress élevé comme
le test de NSF, le TST ou le FST. Cependant, cette inactivation ne permet pas de protéger

face aux effets négatifs d'un traitement chronique a la CORT sur les performances
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mnésiques. Ce dernier résultat n'est pas forcément aberrant puisque le test de
reconnaissance d’objet n’est pas un test connu pour mobiliser I’hippocampe (pour revue
Cohen & Stackman 2015). Il est possible que des effets du shRNA-Cx43 puissent étre

observés dans un paradigme de mémoire spatiale dépend de I’hippocampe.

Nous avons par la suite déterminé si cet effet protecteur pouvait étre expliqué par des
modifications de I'activité neuronale hippocampique. Comme précédemment, nous nous

sommes intéressés a l'activité des systéemes sérotoninergique et glutamatergique.

4. Effet de I'inactivation des Cx43 hippocampigues sur l'activité
des neurones 5-HT et Glut

Les [5-HT]ext basales mesurées dans I'hippocampe, étaient les mémes entre les groupes
shRNA-GFP et shRNA-Cx43 (0,63 + 0,12 vs. 0,91 + 0,31 pg/15 L, test-t de Student
p=0,585). Concernant les cinétiques, ’ANOVA a deux facteurs n’a révélé aucun effet du
génotype (F@.1=0,803, p=0,535), du temps (Fu.4=2, p=0,392) ou de leur interaction
(F4.9=1,392, p=0,448, Figure 55A). De méme, I'analyse des aires sous la courbe montre
qu’apres I'application d’un stress de nage forcée, les [5-HT]ext ne sont pas différentes entre
les groupes (test-t de Student p=0,935).

Les [Glut]ext basales de glutamate étaient les mémes entre les groupes shRNA-GFP et
shRNA-Cx43 (1,60 = 0,18 vs. 1,40 = 0,10 pg/15 pL, test-t de Student p=0,385).
Concernant les cinétiques, aucun effet du génotype (F@,11)=0,4125, p=0,534), du temps
(F.449y=2,343, p=0,070) ou encore de leur interaction (F,44y=0,7484 p=0,564 ; Figure
55B) n’a été révélé sur les [Glut]ext. A l'instar de la 5-HT, I'analyse des aires sous la courbe
apres un stress de nage ne nous a pas permis de mettre en évidence des différences de
[Glut]ext entre les groupes expérimentaux (p=0,674) en dépit d’'une tendance a la baisse

dans le groupe shRNA-Cx43.

177



Figure 55: Effet de [I'inactivation intra-hippocampique des Cx43 sur les concentrations
extracellulaires de 5-HT et de glutamate dans I’hippocampe dans un modeéle de souris déprimées.

Alors que les concentrations basales de 5-HT et de glutamate sont les mémes entre les deux groupes, nous
n’observons peu de variations dans des concentrations hippocampiques de 5-HT (A) et de glutamate (B) au cours
du temps. Suite a l'application d’'un stress de nage, ces concentrations restent stables. Les résultats sont

représentés en moyenne +S.E.M du pourcentage des [5-HT]ext et des [Glut]ex: basales.
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Conclusion de I’étude 3

Un des résultats les plus remarquables rapporté dans cette étude est le fait que
I’'inactivation intra-hippocampique des Cx43 exerce des effets
anxiolytiques/Zantidépresseurs dans le modéle CORT alors qu’en conditions
physiologiques cette stratégie est dépourvue d’effets (voir Chapitre 1 :). D’un
point de vue mécanistique, une fois de plus il semble que le systeme
sérotoninergique ne soit pas impliqué dans les effets comportementaux observés
alors qu’une diminution du tonus glutamatergique pourrait expliquer une
meilleure résilience au stress. Ceci a pu étre mis en évidence a l'aide de la
technique de microdialyse mais aussi au dosage plasmatique des taux de
corticostérone en réponse a un stress aigu chez les souris exposées a la CORT.
Nous souhaitons désormais approfondir la piste du réle des HC formés par les
Cx43 qui participent a la libération de molécules neuromodulatrices (Ye et al
2003). Nous anticipons que le stress favorise I'ouverture de ces HC participant
ainsi a l'augmentation délétére des [Glut]ex dans I’hippocampe comme
précédemment décrits (Orellana et al 2015). En présence de shRNA-Cx43,
I’'inhibition de ces HC pourrait donc représenter un processus favorable a
I’'obtention d’effets antidépresseurs. Dans ce contexte, nos prochains travaux
auront pour objectifs de préciser les mécanismes reliant le tonus
glutamatergique hippocampe modulé par les Cx43 et I'activité de I’lhypothalamus
qui contrble la libération de CORT par les surrénales. En particulier, comme
certaines voies glutamatergiques émanant de I’hippocampe régulent I’activité de
I’hypothalamus via le noyau du lit de la strie terminale, nous envisageons de
déterminer dans quelle mesure le blocage des Cx43 hippocampiques module

cette aire cérébrale.
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Chapitre 4 : Etude des effets comportementaux de

I'inactivation des Cx43 en conditions pathologiques
suite a I'injection chronique d’un antidépresseur : la

venlafaxine

Dans I'’étude 2, nous avons démontré que I'inactivation génétique des Cxs astrocytaires et
plus particulierement les Cx43, exercent un réle important dans la réponse a un ISRS et
notamment celle de la fluoxétine. Dans une perspective thérapeutique, nous avons
également montré que l'inactivation pharmacologique systémique des Cxs par la CBX de
maniére aigie (mais pas chronique : dix jours), reproduit ces résultats. Bien que ces
données soient encourageantes, il est prématuré de généraliser cette conclusion, quant a
I'effet bénéfique du blocage des Cxs, a I'ensemble des antidépresseurs et méme aux
antidépresseurs d’'une méme classe pharmacologique en raison de leurs effets distincts sur
I'expression et les différentes fonctions JC et HC des Cxs (Jeanson et al 2017). De maniére
intéressante, aucune de ces stratégies génétiques ou pharmacologiques ne renforce les
effets anxiogenes de la FLX (données non représentées). Ce résultat est important puisque
différentes évidences expérimentales suggéerent que dans les premiers jours de traitement,
les antidépresseurs sérotoninergiques favorisent lI'anxiété s’opposant ainsi aux effets
thérapeutiques sur les symptomes dépressifs et rallongeant leur délai d’action (Hamon
1994).

Profitant d’'une collaboration avec I'’équipe de médecins psychiatres du Dr Romain Colle et
du Pr Emmanuelle Corruble (Hépital du Kremlin-Bicetre, Paris), nous avons cherché a
déterminer dans quelles mesures la modulation des Cxs astrocytaires pouvait impacter la
réponse a un traitement prolongé aux antidépresseurs a la fois dans un modele murin de
dépression et chez des patients dépressifs.

Chez la souris, nous avons choisi le modele CORT en raison de ses bons critéres de validité
notamment phénoménologique et prédictif (David et al 2009, Gourley et al 2008). Par
ailleurs, pour se rapprocher au maximum de la cohorte humaine, nous avons pris le parti
dans cette quatrieme étude, de changer d’antidépresseur, en utilisant un Inhibiteur mixte
de Recapture de la Sérotonine et de la Noradrénaline (IRSN), la venlafaxine (VENLA).
Ciblant a la fois le transporteur a la sérotonine (SERT) et le transporteur de la noradrénaline
(NET) a la dose utilisée dans ce travail (Bacq et al 2012), plusieurs semaines de traitement
avec cet antidépresseur sont nécessaires avant d’exercer des effets bénéfiques chez la
souris exposée a la CORT (Mendez-David et al 2017b) comme chez des patients dépressifs
(Blier 2003).
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Dans ce travail nous avons donc comparé les effets de la VENLA seule ou associée a la CBX
chez des souris CORT. Grace a un suivi longitudinal des animaux, nous avons pu évaluer
le comportement des animaux en présence puis a l'arrét des traitements (étude de la

rechute) (Figure 56).

Figure 56 : Protocole expérimental.

L’'induction du phénotype antidépresseur a été réalisée pendant dix semaines d’exposition a la CORT. La VENLA
(15 mg/kg), la CBX (10 mg/kg) ou la combinaison de ces deux molécules ont été mis en présence de CORT
pendant neuf semaines supplémentaires. A la 19° semaine une évaluation globale du comportement
anxio/dépressif des souris a été réalisée avant de stopper tous les traitements pharmacologiques (excepté la
CORT). A la 23° semaine une nouvelle évaluation globale du comportement a été réalisée sur les mémes

animaux : OF, TST, NSF. Deux scores de dépression ont pu étre déterminés EM1 et EM2.

Ces travaux collaboratifs font I'objet d’une publication intitulée « [Altered astroglial |

connexins are associated with low antidepressant response and high relapse rates in major
depression : a translational approach » (Ait Tayeb, A. E. K. T ; Portal, B.' ; Colle, R. T; El-
Asmar, K.; Mesdom, P.; Lejards, C.; Feve, B.; Becquemont, L. ; Guiard B. P.*;

Verstuyft, C. *; Corruble, E. *), soumise dans la revue Science Translational Medicine.

1. Induction du phénotype anxio/dépressif

Dix semaines de traitement chronique a la CORT ont été nécessaires dans nos conditions
expérimentales pour induire les premiers signes d’un phénotype anxio/dépressif évalués a
I'aide de la mesure de I'état du pelage. En effet, TANOVA a deux facteurs révéle un effet
du traitement (F,48=69,73, p<0,0001), du temps (F@o,480)=63,35, p<0,001) et de
I'interaction entre ces deux facteurs (Fo,480)=25,41, p<0,001). Les animaux traités a la

CORT présentent une dégradation progressive de I'état du pelage qui devient significative
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a partir de la 4° semaine (test de Sidak p<0,001) comparée aux animaux VEH et atteignant

un plateau a la 10° semaine (Figure 57 ; test-t de Student p<0,001).

Figure 57 : Etude de I’évolution de I’état du pelage chez la souris aprés une exposition de dix semaines
a la CORT.

La dégradation du pelage est de plus en plus importante a mesure que le traitement a la CORT (5 mg/kg/jour ;
p.o.) se prolonge (A). Aprés dix semaines d’exposition, les souris exposées a la CORT présentent un score plus
important que les souris ayant recu le VEH (B). Les résultats sont représentés en moyenne * S.E.M du score

attribué a I'état du pelage. ***p<0,001 : significativement différent du groupe VEH.

2. Etude de la réponse chronigue a la VENLA

Il a été démontré qu’un traitement antidépresseur reversait les effets délétéres de la CORT
(David et al 2009). Pour renforcer le caractére « translationnel » de cette étude, nous
avons choisi de traiter les animaux avec la venlafaxine (VENLA) (Bacq et al 2012, Redrobe
et al 1998). Cet IRSN est I'antidépresseur le plus prescrit de la cohorte METADAP
(également utilisé & dose mixte ciblant a la fois la recapture de la 5-HT et de la NA)

Afin d’évaluer le phénotype anxio/dépressif, nous avons réalisé une batterie de tests
récapitulant différents symptbmes de la DM et qui sont classiquement utilisés au
laboratoire : le test d’open field (OF, Figure 58), le test d’alimentation supprimée par la
nouveauté (NSF, Figure 59) et le test de suspension caudale (TST, Figure 60).

Dans le test d’'OF, le nombre d’entrées ainsi que le temps passé dans le centre ont été
utilisés comme parameétres reflétant le niveau d’anxiété. L’ANOVA n’a révélé aucune
différence du facteur traitement sur le nombre d’entrées (F@4,45=1,605, p=0,190) mais une
différence significative sur le temps passé dans le centre (F@4,45=6,070, p=0,001). Ainsi,
les groupes CORT/VENLA et CORT/CBX montrent une augmentation du temps passé dans

le centre (p=0,008 et p=0,002 respectivement) en comparaison au groupe exposeé a la
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CORT. La combinaison VENLA/CBX ne semble pas affecter ce parametre (p=1). Il est
également important de noter que quel que soit le traitement administré, I'activité

locomotrice reste inchangée (ANOVA F,45=1,749, p=0,156).

Figure 58 : Anxiété et activité locomotrice mesurées dans le test d’open field, dans un modéle de
souris déprimées traitées a la venlafaxine et/ou la CBX.

Un traitement chronique a la venlafaxine (VENLA : 15 mg/kg ; p.0.) ou a la carbenoxolone (CBX : 10 mg/kg ;
i.p.) exerce des effets anxiolytiques (A). Le nombre d’entrées dans le centre (B) et I'activité locomotrice (C) ne
sont pas modifiés, quel que soit le traitement administré. Les résultats sont représentés en moyenne = S.E.M.
du temps dans le centre, du nombre d’entrées dans cette zone et de la distance moyenne parcourue ##p<0,01 :

significativement différent du groupe CORT/VEH.

Dans le NSF, la latence a aller se nourrir a été utilisée comme un autre marqueur du niveau
d’anxiété des animaux. En raison d’'un nombre trop important d’animaux n’allant pas se
nourrir suite a I'exposition prolongée a la CORT, nous avons appliqué une version non
conventionnelle de ce test en évaluant le temps passé dans la zone de nourriture ainsi que
le nombre d’entrées dans cette zone. L’ANOVA n’a révélé aucun effet du facteur traitement
sur le nombre d’entrée dans la zone de nourriture (F@,45=1,705, p=0,165). En revanche,
un effet significatif du facteur traitement a été mis en évidence sur le temps passé dans
cette zone (Fu,45=8,006, p<0,001). Ainsi, une diminution significative du temps passé
dans la zone a été observée chez les souris CORT/VEH (p<0,001), CORT/VENLA (p=0,018),
CORT/CBX (p=0,010) et CORT/VENLA/CBX (p<0,001) en comparaison aux souris VEH.
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Figure 59 : Anxiété mesurée dans le test d’alimentation supprimée par la nouveauté dans un modele
de souris déprimées traitées a la venlafaxine et/ou la CBX.

Quel que soit le traitement administré, une diminution significative du temps passé dans la zone d’alimentation
a été mise en évidence (A), alors que le nombre d’entrées dans cette zone n’est pas modifié (B). Les résultats
sont représentés en moyenne + S.E.M. du temps passé dans la zone d’alimentation et du nombre d’entrées dans

cette zone. *p<0,05 et ***p<0,001 : significativement différent du groupe VEH.

Enfin dans le TST, la latence a la premiére immobilité ainsi que le temps total d'immobilité
ont été utilisés comme marqueur de résignation. L’ANOVA souligne un effet du traitement
a la fois dans la latence a la premiére immobilité (F,45=3,141, p=0,023) et sur le temps
total d’immobilité (Fa,45=5,331, p=0,001). Les animaux CORT/VENLA présentent une plus
grande latence (p=0,014) tandis que les groupes CORT/VENLA (p<0,001) et CORT/CBX
(p=0,036) montrent une diminution significative de I'immobilité totale en comparaison aux

animaux CORT/VEH.

Figure 60 : Comportement de résignation mesuré dans le test de suspension caudale dans un modeéle
de souris déprimées traitées a la venlafaxine et/ou la CBX.

La latence a la premiéere immobilité (A) est augmentée et le temps total d'immobilité (B) réduit chez les souris
CORT/VENLA et CORT/CBX en comparaison aux souris CORT/VEH. Les résultats sont représentés en moyenne +
S.E.M. de la latence a la premiére immobilité et au temps total d’immobilité. #p<0,05 et ###p<0,005 :

significativement différent du groupe CORT.

La DM étant définie comme un syndrome regroupant plusieurs symptomes

comportementaux, l'utilisation d’un seul test ne peut expliquer a lui seul les effets d’une
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molécule ou d'une stratégie thérapeutique sur le comportement (Séderlund & Lindskog
2018). Ainsi dans ce travail, I'ensemble de nos données ont été intégrées au sein d’'un z-
score émotionnel (Guilloux et al 2011a). Cela nous permet de nous rapprocher des
méthodes de diagnostic utilisées en clinique pour lequel un score de sévérité de dépression
est attribué a chaque patient (Figure 61). Brievement, nous avons établi un z-score propre
a chaque comportement et I'intégrer tous les z-scores de tous les tests comportementaux
au sein d’un z-score émotionnel global.

L’ANOVA a révélé un effet significatif du traitement (F@,45=13,553, p<0,001). Comme
attendu, le groupe CORT/VEH présente une augmentation du z-score émotionnel
(p<0,001) en comparaison au groupe VEH traduisant un phénotype pro-dépresseur
consécutif a I'exposition prolongée a la CORT. De maniére intéressante, un traitement
chronique a la VENLA seule permet une diminution du z-score (p<0,001 en comparaison
au groupe CORT/VEH). En revanche, si un traitement chronique a la CBX n’a pas eu d’effet
seul comparé au groupe CORT/VEH (p=0,276), ce bloqueur des Cxs s’est opposé aux effets
bénéfiques de la VENLA puisque la combinaison VENLA/CBX n’induit pas de modification
significative du z-score comparé au groupe CORT/VEH (p=0,8764).

Figure 61 : Z-scores émotionnels dans un modéle de souris déprimées traitées a la venlafaxine et/ou
la CBX.

Le z-score émotionnel a été calculé sur la base des performances individuelles mesurées dans I'OF, le NSF et le
TST. Les souris ont été exposées a la CORT (CORT) seule ou en présence de venlafaxine (CORT/VENLA :
15 mg/kg/j ; p.o.), de CBX (CORT/CBX : 10 mg/kg ; i.p.) ou la combinaison VENLA/CBX (CORT/VENLA/CBX)
pendant quatre semaines. Les résultats sont représentés en moyenne = S.E.M du z-score émotionnel calculé a
la 18° semaine (EM1). **p<0,01 et ***p<0,001 : significativement différent du groupe VEH. ###p<0,001 :

significativement différent du groupe CORT.

Ainsi, ces résultats permettent de conclure que la VENLA exerce des effets de type
anxiolytiques/antidépresseurs qui sont prévenus par l'inactivation pharmacologique des

Cxs astrocytaires.
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3. Etude de la rechute

Aprés neuf semaines de traitement a la VENLA, CBX ou avec la combinaison VENLA/CBX,
ces agents ont été arrétés tout en continuant I'administration de CORT. Aprés quatre
semaines d’arrét, nous avons réalisé une nouvelle étude comportementale en utilisant les
mémes tests de maniére a avoir un suivi longitudinal des z-scores avant et apres le retrait
des traitements pharmacologiques.

L’ANOVA pour le test d’OF (Figure 62) ne révele aucune différence entre les groupes au
niveau du nombre d’entrées dans le centre (Fw,45=2,547; p=0,052) et du temps passé
dans cette zone (Fu4.,45=0,472; p=0,756). Notre analyse a toutefois révélé une différence
significative dans la distance totale parcourue dans l'arene (F@a.45=3,691, p=0,01).
Pourtant, aucune différence n’est a noter chez les animaux CORT (p=1), les animaux
CORT/VENLA (p=1), les animaux CORT/CBX (p=1) ou les animaux CORT/VENLA/CBX
(p=0,698) en comparaison aux animaux VEH. En revanche, les animaux CORT/VENLA/CBX

parcourent une distance plus importante en comparaison aux animaux CORT (p=0,009).

Figure 62 : Anxiété et activité locomotrice mesurées dans le test d’open field, dans un modéle de
souris déprimées apres arrét des traitements a la venlafaxine et/ou la CBX.

Le temps passé dans le centre (A) et le nombre d’entrées dans cette zone (B) ne sont pas modifiés quel que soit
le traitement. En revanche, les animaux CORT/VENLA/CBX parcourent une distance plus importante (C) en
comparaison aux souris CORT/VEH. Les résultats sont représentés en moyenne = S.E.M. du temps passé dans le
centre, du nombre d’entrées dans cette zone et la distance totale parcourue ##p<0,01: significativement

différent du groupe CORT.

Pour le NSF, 'ANOVA a révélé une différence entre les différents groupes dans le nombre
d’entrée dans la zone (F.45=5,940; p=0,001) tout comme dans le temps passé dans cette
zone (F@.45=5,596; p=0,001) (Figure 63). Une diminution significative a été observée pour
ces deux parameétres chez les souris CORT (p=0,001 et p=0,001 respectivement), les
souris CORT/VENLA (p=0,013 et p=0,017 respectivement), les souris CORT/CBX (p=0,004
et p=0,003 respectivement) et pour les souris CORT/VENLA/CBX (p=0,006 et p=0,017

respectivement).

187



Figure 63 : Anxiété mesurée dans le test d’alimentation supprimée par la nouveauté dans un modele
de souris déprimées apreés arrét des traitements a la venlafaxine et/ou la CBX.

Quel gque soit le traitement administré, le nombre d’entrées dans la zone d’alimentation est significativement plus
faible (A) tout comme le temps passé dans cette zone (B). Les résultats sont représentés en moyenne = S.E.M.
du temps passé dans la zone d’alimentation et du nombre d’entrée dans cette zone. *p<0,05, **p<0,01 et

***p<0,001 : significativement différent du groupe VEH.

Enfin dans le TST, ’TANOVA ne montre aucune différence significative sur la latence a la
premiére immobilité (one-way ANOVA F45=0,824; p=0,517) ou le temps total
d’immobilité (Fa,45=0,877; p=0,485) (Figure 64).

Figure 64 : Comportement de résignation mesuré dans le test de suspension caudale dans un modeéle
de souris déprimées apreés arrét des traitements a la venlafaxine et/ou la CBX.

La latence a la premiére immobilité (A) ainsi que le temps total d'immobilité (B) sont inchangées quel que soit le
groupe CORT, CORT/VENLA, CORT/CBX ou CORT/VENLA/CBX. Les résultats sont représentés en moyenne =+

S.E.M. de la latence a la premiére immobilité et du temps total d’immobilité.

Comme précédemment, ces résultats ont été intégrés au sein d’'un z-score émotionnel
(Figure 65). L’ANOVA révele un effet significatif du traitement (F@4,45=35,768, p<0,001).
Les souris CORT (p<0,001) mais aussi CORT/VENLA (p<0,001), CORT/CBX (p<0,001) et
CORT/VENLA/CBX (p<0,001) présentent un z-score émotionnel plus élevé que celui

mesuré dans le groupe VEH.
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Figure 65 : Z-scores émotionnels dans un modéle de souris déprimées apreés arrét des traitements a
la venlafaxine et/ou la CBX.

L’exposition prolongée a la CORT induit une augmentation du z-score émotionnel calculé a la 23° semaine (EM2)
alors qu'un arrét des traitements pharmacologiques restaure un fort état émotionnel. Les résultats sont
représentés en moyenne =+ S.E.M. du z-score émotionnel calculé a la 23° semaine. ***p<0,001 :

significativement différent du groupe VEH.

Un tel protocole a rendu possible I'étude de I'évolution des performances individuelles
avant (EM1) et aprés (EM2) I'arrét des traitements pharmacologiques (Figure 66).

Notre étude permet de mettre en évidence une augmentation significative du z-score
émotionnel EM2 en comparaison au z-score EM1 dans le groupe CORT. Ce résultat
démontre un effet dépendant du temps de I'exposition a la CORT sur le phénotype
anxio/dépressif. Nous avons alors fixé une valeur seuil correspondant a la moyenne du z-
score émotionnel du groupe CORT (EM2 = 2,6) pour définir le niveau d’état pathologique.
Ainsi, les animaux des groupes CORT/VENLA et CORT/VENLA/CBX présentant un z-score
émotionnel supérieur ou égal a 2,6 ont été considérés en rechute. Un effet significatif des
traitements a été mis en évidence (ANOVA F,20=5,857, p=0,010). En effet, 1 (10% ;
p=1) et 9 (75% ; p=0,007) animaux ont rechuté aprés quatre semaines d’arrét

respectivement de la VENLA ou de la combinaison VENLA/CBX.
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Figure 66 : Taux de rechute dans un modeéle de souris déprimées aprées arrét des traitements a la
venlafaxine et/ou la CBX.

Un traitement chronique a la CORT a été utilisé pour déterminer une valeur pathologique du z-score émotionnel
(i.e. 2,6). Pour les groupes CORT/VENLA et CORT/VENLA/CBX, les points blancs représentent les valeurs
individuelles supérieures ou égales a cette valeur, ces animaux sont considérés en rechute totale. Les résultats
sont représentés en moyenne = S.E.M du z-score émotionnel a la 23° semaine (A) ++p<0,01 : significativement
différent de 2,6. L’évolution individuelle des z-scores émotionnels entre la 18° semaine (EM1) et la 23° semaine

(EM2) est représentée dans les groupes CORT/VEH (B), CORT/VENLA (C) et CORT/VENLA/CBX (D).

Nos résultats suggerent fortement que le blocage pharmacologique prolongé des Cxs

astrocytaires favorise le taux de rechute observé chez des animaux traités a la VENLA.

Pour vérifier la pertinence de ces données précliniques chez I'’Homme, nous avons
commenceé une collaboration avec I’équipe du Pr Emmanuelle Corruble, chef du service de
psychiatrie de I'hépital du Kremlin-Bicétre (94). A partir d’'une cohorte de patients
dépressifs (cohorte METADAP) (Corruble et al 2015), cette équipe a identifié plusieurs
polymorphismes dans les génes codant les Cx30 et Cx43. De maniere intéressante les
porteurs d’un ou plusieurs de ces variants génétiques présentent une moins bonne réponse
aux antidépresseurs apreés trois et six mois de traitements. Par ailleurs, ces variants sont
associés a un taux de rechute significativement plus élevé que chez des patients dépressifs
ne portant aucuns variants. Ces résultats cliniques peuvent étre consultés dans la partie
clinique de l'article « Altered astroglial connexins are associated with low antidepressant

response and high relapse rates in major depression : a translational approach ».
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Conclusion de I'étude 4

Ces expériences suggerent que le blocage pharmacologique chronique des Cx43
par la CBX s’oppose a l'efficacité thérapeutique d’un traitement prolongé a la
venlafaxine dans un modeéle animal de dépression. lls contrastent avec ceux de
I’étude précédente montrant que chez des souris naives non-déprimées,
I’'administration unique (mais pas chronique) de CBX potentialise les effets de
type antidépresseurs de la fluoxétine. De nouvelles investigations sont donc
nécessaires afin de comprendre les différences de résultats entre ces deux études
utilisant la CBX. Plusieurs hypothéses peuvent étre formulées concernant
notamment les conditions expérimentales. 1l est possible que la durée du blocage
des Cxs astrocytaires par la CBX ou son utilisation préventive/curative soient des
facteurs déterminants dans la nature des effets de cet agent sur I'efficacité des
antidépresseurs. Le modeéle de souris (naives vs déprimées) est un autre
parameéetre qui pourrait influencer la nature des effets de la CBX puisque
différentes études soulignent le fait que I'expression des Cxs est régulée par le
stress chronique. Enfin, la classe d’antidépresseurs (ISRS vs IRSN) qui est
associée a la CBX pourrait également entrer en ligne de compte. Toutes ces
hypothéses devront étre vérifiées avant de proposer une nouvelle stratégie
thérapeutique antidépressive visant a moduler simultanément Ila
neurotransmission monoaminergique et I’activité des astrocytes via les Cxs. Pour
commencer a apporter des éléments de réponse, nous avons exploré dans le
dernier chapitre de cette thése, les effets comportementaux et neurochimiques

de I’'inactivation des Cx43 dans le modeéle CORT.
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ARTICLE 3

Altered astroglial connexins are associated with low antidepressant

response and high relapse rates in major depression: a

translational approach.
Ait Tayeb, A. E. K. T ; Portal, B. T ; Colle, R. T; EI-Asmar, K. ; Mesdom, P. ; Lejards, C. ;
Feve, B. ; Becquemont, L. ; Guiard B. P. *; Verstuyft, C. *; Corruble, E. *

T: Ces auteurs ont contribué de maniéres égales a cette étude

*: Ces auteurs ont contribué de maniéres égales a cette étude

Soumis — Science Translational Medicine

Résume :

La dépression majeure est la seconde cause de mortalité dans le monde. Néanmoins, aprés
un traitement antidépresseur, le taux de réponse et rémission est faible, associé a un taux
de rechute important.

Des études récentes suggéerent que les connexines 30 (Cx30) et connexines 43 (Cx43)
astrocytaires seraient impliquées dans la dépression majeure. Cependant, leur rbéle dans
le mécanisme d’action des antidépresseurs reste méconnu.

Dans cette étude, nous explorons pour la premiére fois le réle des connexines astrocytaires
dans la réponse aux antidépresseurs dans un modeéle murin de dépression, le modéle
CORT. Les animaux ont été traités de fagon chronique a la carbenoxolone (CBX), un
inhibiteur pharmacologique des connexines, a la venlafaxine, un inhibiteur mixte de la
recapture de sérotonine et de noradrénaline ou la combinaison de ces deux molécules. Nos
résultats montrent qu’un traitement a la CBX seul ne reverse pas les effets délétéres d'un
traitement chronique a la CORT. En revanche, la CBX s’oppose aux effets thérapeutiques
de la venlafaxine et augmente le taux de rechute aprés l'arrét du traitement
antidépresseur.

L'association de variants génétiques pour les Cx30 et Cx43, identifiés par séquencage
d’exomes, et la réponse aux antidépresseurs a été étudiée chez 252 patients déprimés et
traités. Nos résultats montrent que 11,9% des patients présentant des variants ultra-rares
pour les Cx30 et Cx43, ont un taux de rémission plus faible et un taux de rechute plus
important en comparaison a des patients ayant des variants déja connus.

A notre connaissance, aucune étude précédente étudie la rechute chez I'animal, nous
proposons ici le premier modele murin de rechute. Cette étude translationnelle montre
pour la premiéere fois la relation entre les connexines astrocytaires et I'efficacité d'un

traitement antidépresseur, la rémission et la rechute. Nous proposons enfin que les
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connexines astrocytaires constituent une cible thérapeutique potentielle pour le traitement

de la dépression majeure.

Contribution personnelle :

Au cours de ce travalil
- Jai assuré le suivi des animaux incluant la préparation et I'administration des
différents composés pharmacologiques

- Jai réalisé I'ensemble des tests comportementaux chez la souris
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La partie bibliographique de ce mémoire de thése met en avant plusieurs faisceaux
d’arguments aussi bien cliniques (Nagy et al 2017) que précliniques (Banasr et al 2010)
laissant entrevoir des dysfonctionnements astrocytaires dans la dépression majeure (DM).
L’objectif de ce travail a été d’évaluer le réle de protéines membranaires astrocytaires dans
cette pathologie : les connexines (Cxs). Ces protéines sont connues pour s’organiser en
deux entités fonctionnelles : les jonctions communicantes (JC) qui assurent un lien
physique entre deux astrocytes voisins pour la diffusion de petites molécules endogénes
(IP3, Ca?*, glutamate, acides nucléiques, glucose) et les hémicanaux (HC) qui participent
a la libération de substances neuroactives (Glutamate, D-Serine...). L’'intérét des Cxs dans
la DM est récent et a été stimulé par quelques études souvent citées dans la littérature.
Elles suggérent d’'une part que la fonction JC serait diminuée dans la DM (Sun et al 2012)
alors que la fonction HC serait, quant a elle, augmentée (Orellana et al 2015). Afin de
mieux comprendre le réle et les mécanismes d’action des Cxs dans la physiopathologie de
la dépression mais aussi dans la réponse aux traitements antidépresseurs, nous avons mis
en place un programme de recherche ambitieux reposant sur la mise en ceuvre d’une
approche pluridisciplinaire, basée sur le dialogue entre spécialistes de différentes
disciplines (psychiatrie clinique, neuropharmacologie expérimentale, neurobiologie,
neurosciences comportementales) et intégrant des méthodologies issues de différents
champs de recherche tels que les neurosciences fondamentales et appliquées, et la

psychiatrie clinique.

De nombreuses études viennent étayer I'hypothése monoaminergique de la DM et
proposent que ce trouble de I'humeur résulte d’'une diminution de la neurotransmission
sérotoninergique, noradrénergique et/ou dopaminergique dans différentes aires cérébrales
et notamment dans I'hippocampe (Stahl 2013). La présence de récepteurs aux
monoamines mais également de leurs transporteurs a la surface des astrocytes a été un
des arguments forts en faveur du rble de ces cellules gliales dans la régulation de la
neurotransmission monoaminergique. Plus récemment, I'identification des Cxs comme des
régulateurs de la neurotransmission permet d’envisager un role de ces protéines dans la
modulation du tonus monoaminergique du SNC. Pourtant, une étude princeps dans ce
domaine montre que les concentrations tissulaires de sérotonine, de dopamine ou de leurs
métabolites dans différentes aires cérébrales (hippocampe mais aussi striatum, cortex
frontal ou amygdale) ne sont pas modifiées chez des souris KO privées des Cx30 (Dere et
al 2003). Ces résultats ne présagent pas d’éventuelles modifications des concentrations
extracellulaires des monoamines mais ceci n'a jamais été exploré. De méme l'impact de
inactivation des Cx43 n’a jamais été évalué sur les systémes monoaminergiques. A la

lumiére des connaissances trés limitées sur les liens entre les Cxs astrocytaires et les
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monoamines, ces travaux de thése ont donc été articulés autour de quatre grandes

questions :

1) Quel est le rble des Cx43 sur les comportements d’anxiété et de dépression
mais aussi sur les circuits neuronaux associés chez des souris naives ?

En utilisant différentes méthodes d'inactivation génétique et pharmacologique des Cx43 et

plus particulierement des Cx43, nous avons mis en évidence que l'inactivation de ces

protéines, et plus particulierement de leur fonction hémicanal dans I'hippocampe, induit

un comportement de type antidépresseur, associé a une diminution locale du tonus

glutamatergique.

2) Quel est le réle des Cx43 sur la réponse aigle aux antidépresseurs chez
des souris naives ?

Chez la souris naive, non déprimée, nous avons montré que l'inactivation génétique des

Cx43 hippocampiques et ainsi que leur blocage pharmacologique par la CBX potentialise la

réponse a la fluoxétine (ISRS) évaluée dans le TST.

3) Quel est le réle des Cx43 sur les comportements d’anxiété et de dépression
mais aussi sur les circuits neuronaux associés en conditions pathologiques

?
Chez la souris rendue déprimée suite a I'exposition chronique a la corticostérone (CORT),
nous apportons des preuves expérimentales suggérant que l'inactivation des Cx43
hippocampiques protége des effets déléteres de ce modeéle de stress dans plusieurs
paradigmes comportementaux mais également sur certains marqueurs biologiques

d’activation de I'axe HPA ainsi que sur le tonus glutamatergique hippocampique.

4) Quel est le role des Cx43 dans la réponse chronique aux antidépresseurs
en conditions pathologiques ?

Chez la souris CORT, nous avons montré que l'inactivation pharmacologique des Cxs par
la CBX s’oppose a la réponse a la venlafaxine (IRSN) et augmente le taux de rechute. Ces
résultats précliniques ont été complétés par une étude clinique réalisée en collaboration
avec I'’équipe de psychiatres du Pr E. Corruble. Ainsi, il semble que des patients dépressifs
porteurs de variants génétiques des Cx30/43 sont plus aptes a rechuter que des patients
ne présentant pas de mutations sur les génes GJA1 et GJB6 correspondants.
L’ensemble de ces résultats, pouvant parfois paraitre contradictoires, sont discutés dans
cette derniere partie de thése. Enfin, dans un chapitre de perspectives, nous avons réfléchi
aux travaux qui pourraient étre mis en place pour renforcer nos résultats sur les liens entre

les Cxs astrocytaires, la DM et la réponse aux antidépresseurs.

198



Les Cx43 étant les Cxs astrocytaires les plus fortement exprimées dans le cerveau, nous
avons choisi de nous focaliser sur cette isoforme. Ces travaux s’inscrivent dans la continuité
d’'un premier travail de recherche nous ayant amenés a dévoiler un effet de type
antidépresseur chez des souris mutantes présentant une perte partielle des Cx43 (souris
Cx43 KD) dans I'organisme (Quesseveur, Portal et al 2015) (Article 1) mais sans apporter

d’éléments mécanistiques.

Afin d’aller plus loin dans la compréhension des mécanismes neurobiologiques sous-
jacents, nous avons mesuré les concentrations extracellulaires de sérotonine dans
I’hippocampe de souris. Nous n’avons pas mis en évidence de différence entre les souris
controles sauvages et les souris Cx43 KD suggérant qu'une augmentation de la
neurotransmission sérotoninergique ne serait pas un élément clé dans les effets
comportementaux observés. En accord avec ce résultat, I'inhibition de synthese de la
sérotonine par la PCPA ne s’oppose pas au comportement de type antidépresseur des
souris Cx43 KD. Il était donc vraisemblable que les effets observés reposent sur un
mécanisme original. Nous nous sommes alors intéressés a la neurotransmission
glutamatergique et nous avons montré que lors d’un stress aigu, les taux extracellulaires
de cet acide aminé excitateur étaient augmentés chez les souris sauvages mais pas les
souris Cx43 KD. Une telle augmentation de glutamate en réponse a un stress a déja été
décrite dans la littérature. En effet, une libération de glutamate dans I'hippocampe a été
observée a I'aide de la technique de microdialyse, trente minutes aprés un stress aigu (Itoh
et al 1993, Moghaddam 1993). De maniéere intéressante cet effet neurochimique dans
I’hippocampe coincide avec le pic plasmatique de corticostérone (Abraham et al 1993).
Plusieurs hypothéses peuvent étre avancées pour tenter d’expliquer I'absence d’effet du
stress et d’augmentation des taux extracellulaires de glutamate chez les souris Cx43 KD.
En particulier, une sur-stimulation du processus de recapture favorisant sa clairance a
I'intérieur de la fente synaptique serait compatible avec les effets obtenus. En accord avec
cette hypothese, il a été montré que la diminution d’expression des Cx43 est associée a
une augmentation de I'expression du transporteur GLT-1 (Li et al 2015b). De maniéere
intéressante, il a été montré qu’un traitement chronique a la fluoxétine produit ce méme
type de réponse sur GLT-1 (Zink et al 2010). Un déficit du processus de libération est un
autre mécanisme qui pourrait contribuer aux effets observés. Chez le rat, le stress aigu ou
chronique augmente la libération de glutamate via les HC formés des Cx43 (Orellana et al
2015), ce qui entrainerait des effets neurotoxiques (Stout et al 2002, Ye et al 2003) trés
bien décrits dans I'hippocampe (Abudara et al 2015) et responsables d’effet pro-
dépresseurs. Afin de vérifier cette possibilité, nous avons injecté dans I’hippocampe de
souris sauvages un bloqueur des HC, le peptide mimétique Gap26. Un des résultats les

plus intéressants de ce travail de thése est I'effet de type antidépresseur du Gap26 dans
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le test nage forcée associée a une diminution des concentrations extracellulaires de
glutamate dans I’hippocampe. Ces résultats renvoient aux études qui montrent une
augmentation des concentrations de glutamate dans le plasma, le liquide céphalo-rachidien
et le cerveau de patients déprimés (Sanacora et al 2008). lls renvoient aussi aux propriétés
de la kétamine, un antagoniste des récepteurs NMDA, dont les puissants effets
antidépresseurs ont été découverts récemment (Duman 2018). Afin d’aller plus loin dans
la description des mécanismes glutamatergiques, nous avons testé les effets du Gap26 en
présence d’antagonistes des récepteurs NMDA (kétamine) ou AMPA (NBQX). Nos résultats
comportementaux montrent que la combinaison du Gap26 et de la kétamine exerce des
effets de type antidépresseurs plus marqués que ceux du Gap26 seul. Cet effet additif pour
s’expliquer par deux mécanismes convergeant vers une atténuation de I'activation des
récepteurs NMDA. Au contraire, chez les souris ayant recu une co-administration de Gap26
avec le NBQX, les effets bénéfiques du blocage des HC se sont avérés moins prononcés. A
ce jour, il est difficile d’avoir une idée précise des processus cellulaires et moléculaires des
effets du Gap26 mais ils confirment I'importance de la neurotransmission glutamatergique
hippocampique avec des effets opposés des récepteurs NMDA et AMPA sur la régulation du
comportement de résignation. Quelques travaux ont mis en évidence le fait que la
kétamine était capable d’augmenter les taux extracellulaires de glutamate (Moghaddam et
al 1997). Ainsi en bloguant les récepteurs NMDA tout en augmentant les taux de glutamate,
la probabilité d’activation des récepteurs AMPA est fortement augmentée (Aleksandrova et
al 2017), ce qui pourrait étre une condition favorable a I'obtention d'un effet
antidépresseur. D’ailleurs, un espoir récent sur le développement de nouveaux
antidépresseurs est porté sur des agonistes des récepteurs AMPA : les ampakines (Alt et
al 2006).

Connexines astrocytaires et réponse aux antidépresseurs

Suite a ces observations, nous nous sommes demandé si l'inactivation des Cx43 pouvait
modifier les effets de la fluoxétine chez la souris naive non-stressée (Article 2). A l'aide
de la technique de microdialyse intracérébrale et en accord avec des études précédentes
(Malagié et al 2002, Zemdegs et al 2019), nous montrons que la fluoxétine augmente les
concentrations extracellulaires de sérotonine dans I'hippocampe. Or I'augmentation induite
par cet ISRS est plus importante chez les souris présentant une inactivation génétique
constitutive des Cxs. Cet effet contraste avec I'absence de maodification du tonus
sérotoninergique chez les souris Cx43 KD et suggére donc que les Cxs seraient
spécifiquement recrutées suite a l'injection des ISRS. Il est important de noter que cet
effet potentialisateur du blocage génétique des Cx43 a été retrouvé suite a l'injection
bilatérale du shRNA-Cx43 dans I’hippocampe. Un des mécanismes possibles pour tenter

d’expliquer cet effet potentialisateur serait une densité plus importante de transporteurs a
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la sérotonine chez les animaux privés de Cx43 (de maniere constitutive ou spécifique dans
I’hippocampe). En effet, il a été montré dans le passé qu'une augmentation de I'expression
du transporteur SERT de la sérotonine chez ’'Homme favorise la réponse aux ISRS alors
que la délétion de ce transporteur est associée a une moins bonne réponse thérapeutique
(Basu et al 2015, Serretti et al 2006, Zhu et al 2017). En accord avec ces données cliniques,
I'effet de type antidépresseur des ISRS est absent chez la souris SERT”- mais pas chez les
souris sauvages SERT** ou hétérozygotes SERT*/- (Mitchell et al 2016). Nous avons
signalé plus haut que les astrocytes expriment a leur surface le transporteur SERT
(Quesseveur et al 2013b), ce qui pourrait laisser envisager un lien entre les Cx43 et cet
élément de régulation de la neurotransmission sérotoninergique directement au sein des
cellules gliales. Cette hypothese peut néanmoins étre écartée pour plusieurs raisons. D’'une
part, les concentrations extracellulaires basales de sérotonine sont similaires entre les
souris contréles WT et Cx43 KD ou les souris shRNA-GFP et shRNA-Cx43 alors qu’une plus
forte expression du SERT devrait affecter significativement ce parameétre. D’autre part, des
données obtenues au laboratoire (non présentées) montrent que la perfusion
d’escitalopram a travers la sonde de microdialyse par « reverse dialyse » induit la méme
augmentation des concentrations extracellulaires de sérotonine chez des souris sauvages
et les souris présentant une inactivation génétique des Cx43.

Une autre possibilité serait une modification de I’'expression et/ou de la sensibilité des
autorécepteurs inhibiteurs 5-HTia dont le réle dans la réponse aux ISRS est crucial
(Richardson-Jones et al 2010). Ces mécanismes peuvent néanmoins étre également exclus
puisqu’une désensibilisation des autorécepteurs 5-HTia connus pour favoriser la réponse
neurochimique de la fluoxétine aurait également eu des effets sur les propriétés
électrophysiologiques de cet ISRS. Or, nos résultats montrent que I'inhibition de la
décharge électrique des neurones sérotoninergiques en réponse a la fluoxétine est la méme
entre les souris sauvages et Cx43 KD.

Dans une perspective thérapeutique, nous avons cherché a étudier l'effet du blocage
pharmacologique des Cxs par la carbénoxolone (CBX) sur la réponse a la fluoxétine.
Comme décrit précédemment cet agent ne permet pas de dissocier les Cx30 des Cx43 ou
la fonction JC de la fonction HC. Toutefois, en accord avec notre étude chez les souris Cx43
KD ou sauvages injectées avec un shRNA-Cx43 dans I'’hippocampe, une potentialisation
des effets de la fluoxétine apres traitement a la CBX a été observée au cours de ce travail
de thése. Ces résultats font écho a des travaux récents qui montrent que l'injection
intracérébrale d'INI-0602, un autre inhibiteur pharmacologique non sélectif des Cxs
(Takeuchi et al 2011), atténue les comportements anxio/dépressifs dans un modele de
douleur neuropathique (Zhang et al 2019). En effet, alors que la section du nerf sciatique
induit une anhédonie et un état de résignation prononcé dans le TST et le FST, I'injection

d’INI-0602 corrige ces comportements. Cependant, nos données contrastent avec des
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études précédentes qui rapportent que la CBX (Sun et al 2012) ou la méfloquine (Ni et al
2018) induisent, au contraire, un comportement anxio/dépressif. De maniéres
intéressantes, nous avons observé que I'administration chronique de CBX ne potentialise
pas les effets de la fluoxétine, contrairement a son administration aigie. Il a été montré
in vitro que ce bloqueur des Cxs diminue I'activité des neurones de I’hippocampe via des
mécanismes indépendants du blocage des Cxs astrocytaires (Rouach et al 2003). Par
exemple, la CBX diminue le processus de LTP dans I'hippocampe en bloquant I'activité des
récepteurs NMDA (Chepkova et al 2008). Or, différentes études montrent que I'induction
de LTP dans I'hippocampe est suffisante pour induire des effets de type antidépresseurs
(Kanzari et al 2018). Afin de trouver une explication a la différence d’effet de la CBX aprés
son administration unique ou répétée, il faut aussi évoquer sa faible sélectivité. Son
interaction avec une cible encore non identifiée pourrait exercer des effets directs ou
indirects sur le comportement anxio/dépressif. Par exemple, il a été montré que la CBX
pouvait avoir des effets activateurs sur les MR (Stewart et al 1990), dont I'expression est
augmentée apreés I'application d’un stress de nage (Veenema et al 2003). Indéniablement,
le développement de molécules plus sélectives est une étape clé pour préciser les

meécanismes par lesquels les Cxs modulent I’hnumeur.

Par ailleurs, une étape incontournable dans I'évaluation des effets du blocage des Cxs est
I'utilisation d’'un modéle murin de dépression. La troisieme partie de cette thése a été
réalisée dans un modele murin de dépression. L'utilisation de modeles animaux pertinents
est importante pour la compréhension des mécanismes neurobiologiques qui sous-tendent
la DM. En revanche, I'utilisation d’'un unique modele ne permet pas d'étudier I'ensemble
des altérations décrites dans cette pathologie (Soderlund & Lindskog 2018). S'appuyant
sur des observations révélant que des stress exogenes sont suffisants pour entrainer des
troubles de I'humeur chez 'Homme, plusieurs modeéles animaux ont vu le jour (Willner et
al 1987). Un des modeles le plus utilisé en laboratoire est le modeéle de stress chroniques
imprévisibles (UCMS) (Mineur et al 2006). Celui-ci entraine un phénotype anxio/dépressif
stable et durable qui est sensible aux effets des traitements antidépresseurs chroniques.
En revanche, la variabilité des protocoles utilisés dans les différents laboratoires rend
I'interprétation des résultats parfois complexe (Willner 2016). Aussi, pour des raisons de
reproductibilité, nous avons choisi d’utiliser le modéle d'administration chronique a la
corticostérone (modéle CORT), dont lI'administration dans I'eau de boisson permet de
reproduire les altérations neuroendocriniennes d'un stress chronique, et contribue a
I'apparition d'un comportement anxio/dépressif chez la souris (David et al 2009). A l'instar
du modéle UCMS, le modele CORT permet I'étude des effets comportementaux d'un
traitement chronique aux antidépresseurs dont les tricycliques (Gourley et al 2008), les
ISRS (David et al 2009), et plus récemment les IRSN (Mendez-David et al 2017b) et des
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antidépresseurs multimodaux tels que I'agomélatine (Hache et al 2012) ou la vortioxétine
(Guilloux et al 2013). Par ailleurs, le modéle CORT présente l'avantage d'une mise en
ceuvre simple et de s'affranchir de la nature du stimulus stressant, pouvant varier d’'un

animal a I'autre (Sarabdjitsingh et al 2010).

Difféerentes études rapportent que I'hyper-activation des récepteurs aux glucocorticoides
hippocampiques dans le modéle CORT était responsable de la diminution d'expression des
Cx43 observée dans la dépression (Miguel-Hidalgo et al 2014, Xia et al 2018b). Ces
observations semblent correctes puisqu’elles ont été reproduites dans différents modéles
dont celui de stress chroniques imprévisibles (Sun et al 2012). Toutefois, elles soulévent
une question fondamentale - renforcée par les premiers résultats de ce travail de thése -
qui est de savoir si cette surexpression est un processus qui contribue a la
physiopathologie de la DM ou bien un processus adaptatif visant a
prévenir/protéger I'organisme d’effets encore plus délétéres du stress ? Cette
deuxieme hypothése expliquerait, du moins en partie, pourquoi le blocage génétique ou
pharmacologique des Cx43 astrocytaires exerce des effets de type antidépresseur ou
potentialiserait la réponse a la fluoxétine lorsque les animaux sont exposés a différents
stresseurs. Un mécanisme peut étre proposé pour tenter d’expliquer nos résultats en
accord avec les données de la littérature sur les liens entre Cx43 et le stress. |l est possible
qu’en absence de stress ou en condition de stress modéré (Figure 67A) la faible activation
des récepteurs au GR présents dans les astrocytes, entraine des modifications mineures
de I'expression des Cx43. Au contraire, lors d’un stress intense ou prolongé, les récepteurs
GR seraient fortement activés, ce qui participerait a I'inhibition significative de I'expression
des Cx43. Le faible pool de Cx43 serait transloqué a la membrane sous forme d’hémicanaux
au détriment de la fonction JC. L’activation des récepteurs GR permettrait par ailleurs
'augmentation de I'expression de pompes calciques, I'augmentation de I'assimilation de
Ca?* et donc 'augmentation des concentrations intracellulaires de Ca?* ([Ca?*];) (Karst et
al 2002, Reul et al 1987) favorable a I'ouverture des HC et a la libération plus importante
de gliotransmetteurs dont le glutamate qui peut s’avérer neurotoxique et dépressiogéne
(Figure 67B).
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Figure 67 : Hypothése mécanistique expliquant I'effet d'une sur-activation des GR sur I'expression et
la fonction des Cx43 astrocytaires

Le faible niveau d’activation des GR (A) permettrait de diminuer I’expression des Cx43. Cela aurait pour
conséquence une diminution de Il'appariement en jonction communicante, un processus responsable d’une
élévation des [Ca?*]; favorable & I'ouverture du pore des HC puis & la libération de glutamate par les astrocytes.
En conditions de fort niveau d’activation des GR (suite a un stress intense ou prolongé), les récepteurs centraux
aux glucocorticoides seraient suractivés. Ceci aurait pour conséquences une inhibition plus importante de

I'expression des Cx43, une ouverture des HC plus importante et donc une libération accrue de glutamate.
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Dans un troisiéme volet de cette thése, nous avons étudié les effets de I'inactivation des
Cx43 hippocampique dans le modéle de souris CORT. Nos résultats montrent un effet de
type antidépresseur de I'inactivation des Cx43 hippocampique a I'aide du shRNA-Cx43 dans
le TST et le FST mais également dans le test d’alimentation supprimée par la nouveauté
qui évalue I'état anxieux des animaux. Encore une fois, bien que les données méritent
d’étre confirmées et complétées, une étude de microdialyse intra-hippocampique montre
que le blocage des Cx43 hippocampiques chez les souris CORT atténue dans les premiéres
minutes et de maniére transitoire I'augmentation des concentrations extracellulaires de
glutamate induite par un stress de nage forcée comparée a des souris CORT ayant regu un
shRNA-GFP.

Ces données montrant que I'inactivation des Cx43 hippocampiques exerce des effets de
type antidépresseurs peuvent-elles s’expliquer par une modification de I'activité de I'axe
HPA ? Pour répondre a cette question, nous nous sommes intéressés a I'activité de cet axe
en utilisant notamment le test d’hyperthermie induit par le stress. Nous avons remarqué
que linduction d'un stress aigu chez la souris CORT/shRNA-Cx43 entraine une
hyperthermie moins prononcée que celle observée chez les souris CORT/shRNA-GFP. Ces
données suggerent fortement que linactivation des Cx43 dans [I'hippocampe est
responsable de mécanismes neurobiologiques qui favorisent I'inhibition de I'axe HPA chez
des souris CORT lorsqu’elles sont exposées a un nouveau stress aigu. En accord avec cette
hypothése, nous avons montré chez ces souris, que le stress de nage augmente les
concentrations plasmatiques de corticostérone chez les souris CORT/shRNA-GFP et
CORT/shRNA-Cx43 mais que cette réponse est moins prononcée chez ces derniéres. Sur
la base de ces résultats, nous proposons que chez des souris stressées de maniéere
chronique, l'application d’'un stress supplémentaire (aigu) provoque la libération de
glutamate par les HC des Cx43 selon le modele présenté dans la Figure 67. Cette
augmentation de la neurotransmission hippocampique glutamatergique médiée par les
récepteurs NMDA léverait le frein inhibiteur exercé par I’hippocampe sur I’hnypothalamus.
Au contraire, en conditions d’inactivation des Cx43, le tonus glutamatergique serait réduit
limitant I'activation des récepteurs NMDA hippocampiques.

Notre hypothése, nous I'avons évoquée plus haut, est que I'activation des récepteurs AMPA
serait alors favorisée. Concernant les circuits reliant I'hippocampe a I’hypothalamus,
différentes observations, notamment anatomiques (Cullinan et al 1993), montrent
I'existence d’un lien entre I'hippocampe et le noyau du lit de la strie terminale (BNST). En
combinant I'utilisation de virus rétrogrades et I'électrophysiologie in vivo, Cullinan et ses
collaborateurs montrent que le BNST est une région riche en neurones GABAergiques
projetant sur le noyau paraventriculaire (PVN) de I'hypothalamus. Ainsi, I’hippocampe
exercerait un contrble négatif sur I'axe HPA via l'activation des neurones inhibiteurs du

BNST. Nous proposons que les effets bénéfiques de I'inactivation des Cx43 mobilisent ce
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circuit. En particulier, nous pensons que I'atténuation de I'activation des récepteurs NMDA
hippocampiques chez les souris shRNA-Cx43 serait favorable a une
hypersensibilisation/hyper-activation des récepteurs AMPA. Cette forme de plasticité
permettrait d’activer des voies excitatrices sur le BNST favorisant ainsi I'activation de

neurones GABAergiques projetant sur I'axe HPA (Figure 68).

Figure 68 : Hypothése mécanistique expliquant la dérégulation de I'axe HPA et du rétrocontrble dans
la DM.

L’activation de I'axe HPA par un stress chronique permet une forte libération de cortisol/corticostérone par les
surrénales. Le cortisol/la corticostérone trés lipophile pénétre alors dans le cerveau pour activer les récepteurs
GR de I'hippocampe, favoriser la libération de glutamate par les HC et I'activation des récepteurs AMPA et NMDA
post-synaptiques (A). Lorsque les Cx43 sont inhibées, la libération de glutamate induite par I'activation des GR
est diminuée favorisant I’hyper-activation/hypersensibilisation des récepteurs AMPA (B). Une voie spécifique de
neurones hippocampiques projetant vers les neurones GABAergiques du BNST serait alors recrutée pour inhiber

I'activité de 'axe HPA.
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De maniére intéressante, nous avons montré au laboratoire qu’une exposition chronique a
la corticostérone augmente I'état de phosphorylation des Cx43 (Article 1). Egalement
rapporté sur coupes de cerveaux (Xia et al 2018b), l'état de phosphorylation des
connexines serait associé a leur activation puis a l'ouverture plus importante du pore
(Oshima 2014). Il a par ailleurs été démontré qu'une phosphorylation plus importante
permet l'association des Cx43 avec des protéines partenaires (Thévenin et al 2017) et
favorise le recyclage des JC. En accord avec notre hypothése, il est possible que
I'inactivation constitutive des Cx43 atténue le processus de phosphorylation de ces
protéines ce qui aurait deux conséquences bénéfiques. La premiére serait d’empécher le
pore des HC de s’ouvrir et donc de libérer du glutamate. La seconde serait d’empécher le
recyclage des JC de sorte a renforcer leur activité qui semble étre un processus clé dans
la réponse aux antidépresseurs (Sun et al 2012, Xia et al 2018b). De plus amples
investigations sont tout de méme requises afin de démontrer la pertinence de notre
modele. L’étude des mécanismes de régulation du processus de phosphorylation en
conditions pathologiques est également intéressante, mais renforce la complexité des liens
entre les Cxs astrocytaires, le stress et la DM puisque plusieurs sites de phosphorylation
ont été décrits et qu’ils pourraient jouer des roles différents sur le fonctionnement des
Cx43.

Dans un dernier volet de ce travail de thése et dans le but d'évaluer le potentiel
thérapeutique du blocage des Cx43 dans la DM, nous avons testé les effets d’un traitement
chronique a la CBX (seule ou associée a un IRSN : la venlafaxine) dans un modéle murin
de dépression (Article 3). Nos résultats montrent qu’un traitement chronique a la CBX
(utilisé a la dose de 10 mg/kg) n’exerce aucun effet de type antidépresseur mais atténue
les effets bénéfiques de la venlafaxine utilisée a une dose mixte capable de bloquer le SERT
et le NET (Bacq et al 2012). Ces résultats étaient assez inattendus en raison de données
précédentes soulignant les effets protecteurs du blocage des Cx43 hippocampiques sur
I'activité de I'axe HPA. Plusieurs raisons pourraient rendre compte de I'effet délétere de la
CBX. Le probléme de faible sélectivité de cet agent pharmacologique a été mentionné dans
la partie introductive de ce manuscrit mais aussi dans cette discussion. Il est en effet
possible qu’un traitement prolongé de CBX favorise I'activation de cibles non-spécifiques
s’opposant aux effets de I'antidépresseur. D’ailleurs, il est intéressant de noter que nous
avons montré dans la deuxiéme étude de cette thése, que I'administration unique de CBX
potentialise la réponse a la fluoxétine alors que son administration chronique ne permet
pas d'observer de tels effets. La nature de I'antidépresseur (ISRS vs IRSN) est également
un facteur a prendre en compte puisqu’il a été rapporté que les effets de ces agents sur la
fonction JC ou HC dépendant de la classe pharmacologique considérée. Or, I’équipe du Dr

Christian Giaume révele que la fluoxétine et la venlafaxine exercent des effets
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sensiblement identiques sur I'expression et les fonctions JC/HC des Cxs astrocytaires
(Jeanson et al 2017).

L’explication est peut-étre a chercher dans le mécanisme d’action des antidépresseurs et
des processus a long terme mis en place lors de leur administration chronique. On sait
aujourd’hui  gu’'une partie des effets thérapeutiques des antidépresseurs
monoaminergiques reposent sur l‘augmentation des concentrations synaptiques de
sérotonine (et/ou de noradrénaline) qui participent a la synthese et la libération de BDNF
(Larsen et al 2010, Xu et al 2006) et a la stimulation de la neurogenése hippocampique
adulte (Belovicova et al 2017, Martisova et al 2015). Il est possible que I'atténuation des
effets de la venlafaxine par la CBX soit due a des perturbations de ces mécanismes.
Sachant que les cellules-souches sous-granulaires expriment les Cx30 et Cx43 (Kunze et
al 2009), on peut envisager que la CBX atténue les effets de la venlafaxine en inhibant la
libération de BDNF par les neurones ou directement par les astrocytes. A notre
connaissance, aucune étude n’évalue les liens entre la CBX et les processus de
neurogenese adulte alors que les astrocytes sont de nouveaux acteurs dans la régulation
des différentes étapes de la neurogenése adulte hippocampique (pour revue Cassé et al
2018). Il a notamment été montré que les astrocytes interagissent avec les cellules-
souches sous-granulaires de I'hippocampe, favorisent leur différenciation (Lim & Alvarez-
Buylla 1999) et semblent nécessaires pour la formation des synapses pour les nouveaux
neurones (Toni et al 2007). Une explication au rble des astrocytes dans la neurogenése
hippocampique chez I'adulte est le processus de gliotransmission. Une étude révele que la
D-sérine (Sultan et al 2015) ou I’ATP issus des astrocytes (Cao et al 2013a) favorisent in
vitro la prolifération de cellules-souches. En ce sens, un blocage des Cxs astrocytaires par
la CBX, s’opposant a la libération d’ATP par ces cellules gliales, diminuerait I'activité des
récepteurs P2Y connus pour activer la prolifération et la migration des nouveaux neurones
(Mishra et al 2006, Stafford et al 2007). Des études plus poussées dans cette direction

restent néanmoins requises.
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Conclusions

Le réle des connexines apparait donc complexe et différent en conditions physiologiques
et pathologiques notamment selon la fonction JC et HC. Une étude plus approfondie de
I'activité HC est requise afin de mieux comprendre leur rbéle en conditions pathologiques et
envisager le développement de modulateurs des Cx43 astrocytaires dans le traitement de
la DM seul ou en combinaison avec les antidépresseurs déja commercialisés.

Les outils actuels souffrent d'une faible sélectivité vis-a-vis des Cx43 et de la fonction HC
ce qui limite, aujourd’hui, la possibilité d’apporter des conclusions définitives sur le role de
ces protéines dans les maladies mentales. Il est aujourd'hui possible de cibler plus
spécifiguement ces protéines et la fonction HC grace au Gap26 ou au TAT-L2 mais la nature
peptidique de ces outils limite aussi leur utilisation in vivo. Enfin, comme décrit dans
I'introduction de cette thése, différentes régions sont impliquées dans la DM et la réponse
aux antidépresseurs. Nous avons choisi ici de nous focaliser sur I'hippocampe mais il n'est
pas exclu que le role des Cxs dans la régulation de I'humeur differe selon la région
considérée. La plupart des travaux actuels portent sur le cortex et I’hnippocampe mais les
liens entre Cx43, dépression et amygdale méritent également notre attention. En effet, on
sait aujourd’hui que chez souris exposées au modele de stress chroniques imprévisibles,
que la diminution de I'expression des Cx43 dans I’hippocampe et le cortex préfrontal
s’accompagne d’'une augmentation de la fréquence des potentiels post-synaptiques
excitateurs dans I'amygdale (Huang et al 2019a) renforcant I'idée d’un lien anatomique
entre ces trois structures. Par ailleurs, la libération de gliotransmetteurs par les HC
participe a la consolidation de la mémoire conditionnée a la peur dépendante de 'amygdale
(Stehberg et al 2012), qui est augmentée chez des rats stressés (Hatherall et al 2017).
Enfin, une étude récente rapporte la formation de JC entre les astrocytes et les neurones
de I'amygdale de rats, suggérant la modulation de I'activité neuronale par un contact
physique direct entre ces deux types de cellules via la diffusion de molécules provenant
des astrocytes (Zancan et al 2019). Enfin, méme si nous I'avons exploré de maniéere breve,
nous avons observé que l'inactivation des Cx43 dans l'amygdale n’affecte pas le
comportement spontané d’anxiété ou de résignation des souris mais empéche le diazépam
d’exercer un effet anxiolytique dans le labyrinthe en croix surélevé. Il semble également
que cet effet soit li€ & une diminution du tonus GABAergique observé a l'aide de la
technique de microdialyse. Ce dernier résultat s’inscrit dans notre hypothése générale,
mais encore trop peu documentée, que les Cx43 participent a la libération de
gliotransmetteurs pour moduler des circuits neuronaux impligués dans différentes

pathologies du SNC.
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Perspectives

Les Cx30 sont co-exprimées avec les Cx43 dans les astrocytes. Méme si leur expression
est plus faible que les Cx43, il aurait été judicieux de s'intéresser a l'effet de l'inactivation
des Cx30 sur les comportements anxio/dépressifs.

En outre, l'utilisation d’'une double lignée KO pour les Cx30 et Cx43 a permis par le passé
I’étude des effets d’une diminution d’expression des deux isoformes des Cxs sur l'activité
neuronale dans I'hippocampe de souris (Pannasch et al 2011). A notre connaissance
aucune étude ne révéle l'effet d’'une double inactivation sur le comportement
anxio/dépressif et il est possible que les effets observés dans ce travail de thése soient
plus marqués dans le cas d’une double inactivation. En effet, bien que nous n’ayons pas
mis en évidence de processus de compensation par la surexpression de Cx30 chez les
souris Cx43 KD ou shRNA-Cx43, nous pensons que l'inactivation conjointe des Cx30/43
pourrait induire un comportement de type antidépresseur en conditions physiologiques ou
suite a une exposition chronique a la CORT. Pour vérifier cette hypothése, nous proposons,
en combinant des approches comportementales, de microdialyse et d’électrophysiologie,
d’étudier dans le futur I’effet de la double délétion.

Ces travaux de thése décrivent la possibilité que I'état d’activation des astrocytes est
important au regard de la diffusion de la vague calcique et de la libération de
gliotransmetteurs. En ce sens, nous proposons de combiner l'utilisation de ces souris
mutantes ou de bloqueurs pharmacologiques des connexines tels que la CBX ou la
méfloquine avec la technique d’optogénétique afin de déterminer dans quelle mesure
I'activation des astrocytes par la lumiére impacte la libération de gliotransmetteurs par
microdialyse. D’'un point de vue technique, nous pensons que la transfection de canaux
sensibles a la lumiere devrait étre sous le contréle d’'un promoteur astrocytaire tel que
ALDHI1L1.

Enfin, nous avons évoqué dans cette introduction I'importance des concentrations
intracellulaires de Ca?* dans le processus de gliotransmission (Perea & Araque 2005). Alors
qu’une premiére étude s’intéresse a la libération de D-sérine par les HC dans le cortex
préfrontal suite a un clamp des concentrations intracellulaires de Ca?* (Meunier et al 2017),
aucune étude ne s’intéresse a ce processus pour les autres gliotransmetteurs et
notamment le glutamate. En ce sens, nous pensons que l'utilisation combinée des
techniques d’optogénétique décrites précédemment, de [I'imagerie calcique et/ou
I'utilisation de traceurs fluorescents glutamatergiques (Passlick et al 2017) permettrait
d’étudier plus précisément le processus de gliotransmission médié par les connexines chez

la souris.
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Réle des connexines 43 astrocytaires : une étude fonctionnelle dans un modeéle
murin de dépression basé sur le stress chronique.
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Les cellules gliales dont les astrocytes — au moins aussi nombreux que les neurones dans le cerveau
— joueraient un réle important dans I'anxiété, la dépression et probablement dans la réponse aux
antidépresseurs. Plusieurs études menées chez ’'’Homme et I'animal vont dans ce sens puisqu’elles
mettent en évidence une association entre des changements d’expression de différents marqueurs
astrocytaires et la sévérité de ces troubles psychiatriques. C’est notamment le cas de la connexine
43 (Cx43), une protéine transmembranaire impliquée dans la formation de deux unités fonctionnelles
distinctes : les jonctions communicantes (JC) qui assurent la communication entre deux astrocytes
voisins et les hémicanaux (HC) dont le rble est de libérer des molécules neuro-actives
(gliotransmetteurs i.e. glutamate, ATP, D-sérine) dans la fente synaptique. En effet, une diminution
de I'expression des Cx43 a été rapportée dans différentes régions cérébrales de patients dépressifs
et dans des modeéles murins de dépression. En revanche, d’un point de vue fonctionnel, I'induction
d’'un phénotype anxio/dépressif serait associée a une diminution de l'activité des JC et a une
augmentation de I'activité des HC.

Face a ces effets opposés, I'objectif de cette these était de caractériser plus finement le
role des Cx43 dans les comportements anxio/dépressifs et la réponse aux psychotropes
en utilisant des approches d’inactivation génétiques et pharmacologiques de ces
protéines.

Nos résultats montrent que I'inactivation génétique des Cx43 dans I'hippocampe n’entraine aucun
effet neuro-comportemental. En revanche, dans un modéle de dépression basé sur I'exposition
chronique des souris a la corticostérone (modéle CORT), l'inactivation génétique des Cx43 exerce
des effets de type anxiolytiques/antidépresseurs. D’'un point de vue mécanistique, ces effets seraient
liés a une diminution de la libération hippocampique de glutamate par les HC et & une atténuation
de la réactivité de I'axe hypothalamo-hypophysaire (HPA).

Concernant [l'inactivation pharmacologique des Cx43, nos travaux apportent des évidences
expérimentales sur le fait que I'administration systémique de carbenoxolone, un bloqueur des
connexines, potentialise la réponse aigiie d’un inhibiteur de recapture de la sérotonine en conditions
basales, mais s’oppose a ses effets bénéfiques chroniques dans un modéle de dépression. Le
microenvironnement cellulaire semble donc essentiel dans la maniére dont les Cx43 influencent la
réponse aux antidépresseurs.

L’ensemble de ces résultats de thése laissent entrevoir un rbéle des Cx43 astrocytaires dans la
régulation de I'hnumeur via la modulation de circuits neuronaux convergeant vers I'axe HPA. lls
soulignent également l'intérét de moduler les Cx43 pour renforcer I'activité thérapeutique des
antidépresseurs actuellement disponible. Les futures recherches devront préciser les modalités de
ces nouvelles stratégies combinant des agents pharmacologiques a tropisme astrocytaire et
neuronal.
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