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PARTIE 1 : LA DEPRESSION MAJEURE

Généralités
[.1 Historique

La symptomatologie dépressive est connue depuis I’Antiquité, notamment grace aux écrits
philosophiques et de la littérature. Dés le Ve sigcle avant Jésus-Christ (J.C.), le pére de Ia
médecine et philosophe, Hippocrate, évoquait déja le terme « mélancolie » dans ses écrits sur
la théorie des humeurs.

La symptomatologie dépressive a parcouru les siecles sous différentes appellations. Ainsi, au
ler siecle avant J.C., le philosophe Sénéque le Jeune introduisit le concept de « Teedium Vitae
» (ou fatigue) et des esprits éclairés comme Lucréce s’exclamerent: « L’homme est un
malade qui ignore la cause de son mal ». Plus tard au Moyen-age, on retrouve le terme
« acedia » traduisant la négligence, le manque de soin qui affecte les moines en proie a
I'ennui de la vie monastique, un état qui sera ensuite diabolisé par I'Eglise. Puis, c’est au cours
du XIXeme siecle qu’est introduit le concept de « Mal du siécle » par Baudelaire dans son
recueil de poemes « Les fleurs du mal », ou encore par Musset dans sa « Confession d'un
enfant du siécle » retranscrivant le mal-étre des jeunes adultes élevés dans le matérialisme
bourgeois des Lumieéres.

Enfin, c’est au XXéme siécle, avec les débuts de la psychiatrie, que ce « mal » deviendra «
maladie » et que la « mélancolie » sera nommée « dépression ». Jusqu’en 1970, la dépression
est considérée comme un symptdme pouvant survenir chez tout individu et dans toute
pathologie. En 1980, la terminologie de la dépression évolue, et entre dans le DSM-III
(Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders) en tant que maladie a part entiere,

désormais nommeée « trouble dépressif majeur » (ou TDM).

[.2  Symptomatologie

Depuis la nouvelle mise a jour du Manuel de Diagnostic et Statistiques des troubles Mentaux
(DSM-V), I"épisode dépressif majeur (EDM), une forme transitoire grave du TDM, est

répertorié. L'EDM regroupe une combinaison de symptomes tels que I’humeur dépressive

12



(sentiment de tristesse, vide, désespoir), I'anhédonie (perte d’intérét ou de plaisir), la perte
ou prise de poids, les troubles de I'appétit, du sommeil (diminution ou augmentation), les
troubles psychomoteurs (ralentissement ou agitation), la fatigue, la perte d’énergie, le
sentiment d’inutilité, la culpabilité excessive, I'indécision, des idées suicidaires ainsi que des
tentatives de suicides.

En effet, pour étre posé, le diagnostic d’'un EDM nécessite la présence de 4 criteres: (1) la
manifestation quasi journaliére, durant deux semaines consécutives, de cing symptomes ou
plus, parmi lesquels on trouve I"humeur dépressive ou l'anhédonie, (2) les symptomes
doivent causer une altération cliniguement évidente de détresse, et représenter un
changement marqué du fonctionnement social ou professionnel, (3) les symptdmes ne
doivent pas étre liés a des troubles médicaux, ni a la consommation de substances
psychotropes, ni a un deuil, et enfin, (4) les symptomes ne doivent pas répondre aux criteres
d’un épisode mixte, correspondant a un état dépressif ou coexistent des symptomes de la

lignée maniaque (American Psychiatric Association, 2013).

.3 Criteres et méthodes d’évaluation de l'intensité de la dépression majeure

L'épisode dépressif caractérisé (EDC) peut étre qualifié selon 3 niveaux d’intensité (1) : léger,
modéré ou sévere, en fonction du nombre et de l'intensité des symptémes et du degré de
dysfonctionnement du patient dans ses activités sociales et professionnelles (Tableau 1).

Des échelles d’autoévaluation (par le patient lui-méme), ou d’hétéro-évaluation (par le
médecin), permettent d’évaluer plus précisément la sévérité de ces symptomes. Les hétéro-
évaluations, réalisées par les médecins, reposent principalement sur I'échelle Hamilton
(HDRS : Hamilton Depression Rating Scale) développée et utilisée depuis les années 1950 pour
évaluer initialement I'efficacité de la premiere génération des traitements antidépresseurs
dans les essais cliniques (Hamilton, 1960). Cette échelle, utilisée uniquement pour les patients
chez lesquels le diagnostic d’'un EDC a préalablement été établi, permet d’évaluer les niveaux
de sévérité de la maladie. Une autre échelle permet de mesurer les changements de |'état
dépressif de sujets traités par antidépresseurs. Il s’agit de I’échelle d’évaluation de la
dépression de Montgomery et Asberg (MADRS: Montgomery Asberg Depression Rating
Scale)(Montgomery and Asberg, 1979), qui est également utilisée en autoévaluation ou elle

donne des résultats proches de ceux obtenus par les médecins (Cunningham et al., 2011).
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Parmi les autres échelles d’autoévaluation les plus utilisées, on compte le questionnaire sur la
santé du patient (PHQ-9 : Patient Health Questionnaire) développé en 1999 (Spitzer et al.,
1999), I'Inventaire de dépression de Beck (BDI : Beck Inventory Depression) initialement publié
en 1960 et l'inventaire rapide d’auto-évaluation de la symptomatologie de la dépression
(QIDS-SR Quick Inventory of Depressive Symptomatology Self-Report) publié en 1996 (Rush et
al., 2003).

Ces différentes échelles existent sous plusieurs versions, comprenant un nombre variable
d’items selon les populations concernées, les domaines évalués (cognitif, affectif, symptomes
somatiques et végétatifs et le stade de prise en charge de la pathologie. En effet, certaines
échelles sont plus adaptées au dépistage d’'un EDC, a la mesure de son intensité ou encore a
I’évaluation de la variation d’intensité en réponse a un traitement antidépresseur (Furukawa,

2010).

Tableau 1. Eléments de caractérisation de I'intensité d’un EDM (Source : Ameli.fr)
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|.4  Prévalence de la dépression dans la population mondiale

Au niveau mondial, le TDM est sans doute le probleme de santé mentale le plus répandu et
qui engendre le plus de perte de force mentale et physique (débilitant) (Kaltenboeck and
Harmer, 2018). De nos jours, et selon I'organisation mondiale de la santé, plus de 300 millions
de personnes souffrent de dépression dans le monde (OMS, 2021), ce qui en fait une des
causes majeures d’invalidité (Planchez et al., 2019). Des études épidémiologiques montrent
que les femmes sont deux fois plus touchées que les hommes par cette pathologie
psychiatrique (Sramek et al., 2016 ; Weissman et al., 1993 ; Weissman & Klerman, 1977).

Du fait de son intensité modérée a sévéere, la dépression peut devenir une maladie grave,
capable d’altérer la vie professionnelle et sociale de la personne atteinte. Dans le pire des cas,
la dépression peut conduire au suicide. En effet, on estime que le TDM est le trouble mental
le plus fréeqguemment associé au suicide, puisqu’il représente plus de la moitié des cas
recensés (Li et al., 2020). Chaque année, on dénote pres de 800 000 suicides liés a cette
pathologie psychiatrique a travers le monde (rapport OMS, 2012), le suicide étant la

deuxieme cause de mortalité chez les 15-29 ans.

I.5 Facteurs de comorbidité de la dépression

Il existe de nombreux facteurs de comorbidité pouvant interagir avec le développement du
TDM. Ces comorbidités sont de nature psychiatrique (Kessler et al., 2003), tels que les
troubles anxieux: trouble d’anxiété sociale, agoraphobie, syndrome de stress post-
traumatique. Plus de 60% des patients souffrant d’un trouble anxieux développeront une
dépression et, a l'inverse, plus de 15% des patients dépressifs développeront un trouble
anxieux (Murphy et al., 2004). Les autres comorbidités psychiatriques incluent les troubles
impulsifs (trouble obsessionnel compulsif, boulimie, addiction aux jeux d’argent), ou encore
les troubles liés a la consommation de substances d’abus et d’alcool (Friedman, 2012). |l
existe également des comorbidités d’origine neurodégénératives telles que la maladie
d’Alzheimer, de Parkinson ou encore de Huntington (Galts et al., 2019), ainsi que des
maladies neurologiques comme I"épilepsie (Btaszczyk and Czuczwar, 2016).

Certaines pathologies non psychiatriques ayant pour origine le dysfonctionnement d’un

organe périphérique, peuvent également favoriser I'apparition de TDM. Ainsi, les affections
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chronigues comme les maladies cardiovasculaires, le diabéte ou des affections pulmonaires
sont des comorbidités de la dépression, et un lien bidirectionnel entre la dépression et ces
pathologies a été démontré (Bogner et al., 2007; Ducat et al., 2014; Whooley et al., 2008).
Enfin, certaines maladies hormonales telles que la maladie de Cushing ou I'hypothyroidie sont
également associées au TDM (Bratek et al., 2015; Fugger et al., 2018).

La pléiade de facteurs de comorbidités associés au TDM rend difficile son traitement ainsi que
son étude. Déterminer les causes et/ou les conséquences de ce trouble constituent donc un

enjeu de santé majeur.

1.6 Etiologie de la dépression

[.6.1 Facteurs génétiques

De nombreux travaux ont clairement établi le caractére héréditaire de la dépression,
suggérant que certains génes seraient responsables de "apparition ou de la prédisposition a
développer un TDM. En effet, il a été montré que les descendants de parents souffrant de
dépression présentent un risque trois a quatre fois plus élevé de développer un large éventail
de troubles mentaux, avec des problémes de santé, d'éducation et y compris un risque accru
de suicide que les personnes nées de parents non déprimés (Avenevoli and Merikangas,
2006; Thapar et al., 2012).

Dans la population, certains polymorphismes génétiques ont été identifiés comme
possiblement corrélés a une vulnérabilité accrue a la dépression majeure. En particulier, le
gene du transporteur SERT de la sérotonine (5-HT) a été 'objet de nombreuses études au
début des années 2000 (Caspi et al., 2003). Le promoteur de ce géne peut se présenter sous
une forme longue ou courte, et la comparaison des populations porteuses ou non de la
mutation génétique montre qu’en cas d’exposition a des évenements de vie stressants, les
individus possédant une ou deux copies de l'allele court développent davantage de
symptomes dépressifs ou de tendances suicidaires que les individus homozygotes porteurs de
I'allele long. Cependant, de nombreux polymorphismes géniques ont été également associés
au trouble dépressif (pour revue (Flint and Kendler, 2014), soulignant ainsi I'importance de la

composante génétique de la dépression. La recherche de génes de susceptibilité est
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primordiale afin d’anticiper I'apparition éventuelles EDC et ainsi identifier des personnes dites

« arisque ».

[.6.2 Facteurs environnementaux

Les facteurs externes prédisposant ou déclencheurs de la pathologie incluent potentiellement
tous les événements de la vie. L'exposition a un niveau de stress élevé, les antécédents de
maltraitance pendant l'enfance (violence psychologique, physique, sexuelle ou négligence)
sont considérés comme des facteurs de risque, prédisposant a la survenue précoce et répétée
d'EDC persistants (Thompson and Kaplan, 1996; Nanni et al., 2012). De plus, les événements
stressants de la vie socio-économique tels que la perte d'un emploi, la perte d'un étre cher ou
encore une pandémie mondiale sont aussi des facteurs favorisant le développement de la
dépression (Keers and Aitchison, 2010; Sinanovic¢ et al., 2020). L"abus de substances comme
I'alcool ou les psychotropes, sont également des facteurs environnementaux associés a la
dépression (Grant and Harford, 1995; Friedman, 2012). Par ailleurs, I'évolution des
technologies et I'avénement d’internet ces deux derniéres décennies, constituent de
nouveaux facteurs environnementaux pouvant mener a une dépression. En effet, I'accés
facilité a un grand nombre d’informations et de distractions via internet a augmenté la
sédentarité, entrainant davantage de cas d’obésité ou autres pathologies métaboliques
(Althoff et al., 2016). Or on sait aujourd’hui que ces troubles métaboliques sont étroitement
liés a la dépression (Mansur et al., 2015). Ainsi I'alimentation, mais aussi le manque d’activité
physique, sont des facteurs favorisant le développement de troubles dépressifs (Lopresti et

al., 2013).
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Modélisation de la dépression

[I.1 Les critéeres de validité

De nombreux modeéles animaux ont été développés pour étudier les mécanismes
physiopathologiques de la dépression et tester de nouvelles stratégies thérapeutiques.
Cependant, la complexité de ce trouble rend difficile sa modélisation. Différents critéres ont
été définis pour estimer la validité d’'un modele animal, notamment pour I'étude des maladies
neuropsychiatriques. A I’heure actuelle, 3 criteres sont utilisés (McKinney and Bunney, 1969),

ils incluent la validité apparente, étiologique et prédictive.

La validité apparente ou « face validity » : Ce critére est atteint lorsque de fortes similitudes
symptomatologiques sont observées entre le modeéle animal et la pathologie humaine. Les
dysfonctionnements peuvent se manifester au niveau comportemental ou étre de nature

biochimique ou anatomique.

La validité étiologique ou « construct validity » : C'est le critere le plus compliqué a valider car
il requiert que les symptdmes observés dans le modele animal soient induits par des
mécanismes neurobiologiques similaires a ceux mis en jeu chez le patient, ou gu’ils résultent
de constructions psychologiques similaires. Dans le cas de la dépression, la difficulté réside
dans le fait que les mécanismes biologiques de cette pathologie ne sont pas encore

parfaitement décrits. Il est donc difficile de les prendre tous en compte.

La validité prédictive ou « predictive validity » : Ce dernier critere fait appel a la capacité du
modeéle a répondre aux traitements cliniquement efficaces, et inversement, a manifester une

absence de réponse a un traitement inefficace.
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Tableau 2. Correspondance des symptomes observés chez les modéles rongeurs avec ceux observés chez les
patients atteints de dépression.

Idéalement, un bon modéle animal de la dépression humaine doit remplir, autant que
possible, les criteres précédemment décrits. A ce jour, les modeles animaux disponibles
n’atteignent pas cet objectif en raison de la complexité du trouble a modéliser (Czéh et al,,
2016). Notamment, certains symptdmes principaux tels que le sentiment de culpabilité ou
encore les pensées récurrentes de mort et de suicide sont difficiles, voire impossible a évaluer

chez I'animal de laboratoire (Tableau 1 & 2). Ainsi, la majorité des modeéles utilisés sont
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validés par I'action bénéfique d'antidépresseurs, ou par les réponses au stress (Nestler et al,,
2002). A l'instar des patients qui ne manifestent pas tous les mémes symptémes, la nécessité,
pour un modele animal de dépression, de présenter toutes les anomalies comportementales
lices a la dépression, est discutable. Cette partie du manuscrit présente une liste non
exhaustive des principaux modeles murins de la dépression décrits dans la littérature. Le
modeéle induit par I'exposition chronique a la corticostérone utilisé dans mon travail de

recherche fera I'objet d’'une description plus détaillée.

[1.2  Les principaux modeles animaux de dépression

Chez I'humain, les événements stressants de la vie sont étroitement associés a |'apparition
d'épisodes dépressifs (Kendler et al., 1999). C'est pourquoi la plupart des modeles animaux
de dépressions actuellement disponibles sont basés sur I'administration d’un stress physique
et/ou psychosocial, au cours de la période de développement (périnatal/précoce), ou a I'dge
adulte. Ceci engendre un phénotype de type anxio-dépressif chez I'animal (Tableau 3). C'est
le cas des modeéles de stress précoces, avec en particulier, le modéle de séparation
maternelle, le modéle de stress chronique imprévisible (UCMS), le modele de défaite sociale
ou encore le stress chronique de contention (CRS pour « Chronic Restraint Stress »). Au cours
de ma these, j'ai utilisé le modeéle d’exposition chronique a la corticostérone (équivalent du

cortisol chez I"humain), que je décris donc plus précisément dans la partie suivante.

Tableau 3. Principaux modeéles murins d'étude de la dépression
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[I.3 Le modele d’exposition chronique a la corticostérone

[1.3.1 Principe du modele

L'hyperactivation de I'axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien («axe HPA» pour
hypothalamic-pituitary-adrenal axis) est 'une des altérations les plus décrites chez les
patients atteints de dépression, ainsi que chez les rongeurs modeles de la pathologie (Gourley
et al., 2008; Fiksdal et al., 2019; Jia et al., 2019). Ce phénotype dépressif est fréquemment
accompagné de perturbations du taux plasmatique de corticostérone (CORT) chez I'animal,
considéré comme un indicateur de stress (Ardayfio and Kim, 2006). Comme nous le décrirons
dans la partie suivante (Partie 1 - section lll), les corticostéroides sont libérés suite a
I'activation de I'axe HPA, en réponse a un stress aigu. Les corticostéroides, et plus
particulierement les glucocorticoides, vont permettre d’élaborer une réponse physiologique,
via la mise en place d’une rétroaction inhibitrice permettant de ramener l'activité de I'axe
HPA a I'état basal. Au contraire, en conditions pathologiques d'exposition chronique a un
évenement stressant, des quantités importantes et continues de corticostérone sont libérées
en raison de la levée de ce « feedback inhibiteur », ce qui résulte en la désensibilisation des
récepteurs GR aux glucocorticoides. Cette hyperactivité de I'axe HPA conduit alors a une
libération incontrélée d’hormone de stress, entrainant des altérations anatomo-fonctionelles
au niveau cérébral. Sur la base de ces observations, la CORT est considérée comme un
marqueur biochimique de la dépression, mais cette hormone est surtout utilisée comme un
outil pharmacologique permettant d’induire des comportements de type anxio-dépressifs
chez I'animal, notamment chez le rongeur.

Ainsi, un modeéle murin de dépression largement utilisé est basé sur I'administration répétée
de CORT. Différents protocoles peuvent étre utilisés au cours desquels la durée d’exposition,
la dose, ou la voie d’administration de la CORT peuvent varier. L'administration de CORT peut
avoir lieu per os (dans l'eau de boisson) (David et al.,, 2009), par voie parentérale
(intrapéritonéale, i.p.) (Murray et al., 2008) ou encore au moyen d’implants sous-cutanés de
pellets de CORT (Demuyser et al., 2016). Au cours de ma these, nous avons utilisé le modele
d’exposition chronique a la CORT (35 pg/mL) via I'eau de boisson, durant 8 semaines (David et
al., 2009; Guilloux et al., 2011). Nous avons aussi eu recours au modele d’administration de
CORT par implantation sous-cutanée de pellet de CORT (Coutens et al.,, 2020). Il est

intéressant de noter que le modéle par exposition chronique a la CORT durant 8 semaines
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dans I'eau de boisson valide les critéres énoncés ci-dessus, et apparait donc comme un bon

modele de la pathologie.

[1.3.2 Critere de validité apparente

Concernant le critere de «face validity », de nombreux symptoémes mesurables chez le
rongeur sont retrouvés dans ce modele, telle gu’une augmentation de I'anxiété (David et al,,
2009; Yohn et al., 2020), une augmentation de l'incurie (David et al., 2009), des déficits
d’apprentissage (Darcet et al.,, 2014) ou encore des perturbations de ['architecture du
sommeil (Le Dantec et al., 2014). A cela s’ajoute également un gain de poids associé a une
augmentation de la consommation de nourriture et de boisson (David et al, 2009).
L'anhédonie a également été caractérisée dans ce modeéle aprés 8 semaines d’exposition
(Bacq et al., 2012). Ces données suggérent que le modeéle d’exposition a la CORT possede une
solide validité apparente. Cependant, ce modéle semble présenter un effet dépendant du
sexe. En effet, Mekiri et ses collaborateurs ont testé différentes doses de CORT dans I'eau de
boisson (7, 35 et 70 pug/ml) chez des souris C57BL6 femelles, et ont constaté que les femelles
ne sont pas affectées par de faibles ni par de fortes doses de cette hormone. Au contraire, a
la dose optimale de 35 pg/ml, les femelles présentent une réponse émotionnelle atténuée

par rapport aux souris males (Mekiri et al., 2017).

[1.3.3 Critére de validité de construction

Ce critere est également validé dans le modele CORT car il repose sur I'altération de I'axe
HPA. En effet, les animaux exposés a la CORT présentent une dérégulation de l'activité de
I'axe HPA semblable a celle observée chez les patients atteints de dépression (David et al,,
2009). Par ailleurs, ce modéle induit des altérations neurobiologiques, également retrouvées
chez les patients souffrant de dépression majeure et pouvant étre a l'origine des symptémes
observés. Par exemple, plusieurs études soulignent I'impact de la CORT sur l'activité des
systemes monoaminergiques. Concernant le systéeme sérotoninergique, il a été montré chez
le rongeur par microdialyse intracérébrale, qu’une exposition aigue a la CORT induit une
augmentation des concentrations extracellulaires de 5-HT dans I’hippocampe ventral (Barr

and Forster, 2011) , ce qui résulterait de I'expression accrue de la tryptophane hydroxylase,
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I'enzyme de synthése de la 5-HT (Malek et al., 2007). De prime abord, ces résultats semblent
incompatibles avec une diminution de la neurotransmission sérotoninergique associée au
trouble dépressif. Pourtant, il parait possible de les réconcilier avec certaines observations
comportementales. Par exemple, I'activation des récepteurs 5HT2A et 5HT2C de I'amygdale a
I'aide d’agonistes tels que le métachlorophénylpipérazine (mCPP) et 6-chloro-2-(1-
piperazinyl)pyrazine (MK-212), induit une augmentation de I'anxiété (de Mello Cruz et al.,
2005; Sant’Ana et al., 2019) alors que l'inactivation génétique de ces récepteurs produit une
anxiolyse (Weisstaub et al., 2006; Heisler et al., 2007). Ainsi, aprés une exposition aigué a la
CORT, l'effet pro-sérotoninergique de cette hormone serait favorable a |'apparition de
comportements anxieux. De plus, il semble que I'exposition chronique a la CORT n’interfere
pas avec |'activité des neurones sérotoninergiques du noyau du raphé dorsal (« DRN », pour
dorsal raphe nucleus) (Fairchild et al., 2003; Rainer et al.,, 2012). Cet aspect distingue ce
modele des autres modeles de stress, comme le modele d’"UCMS par exemple (Bambico et al.,
2009). Clairement, les effets de [I'exposition chronique a la CORT sur le systeme
sérotoninergique restent a étre précisés.

Au niveau des autres systéemes monoaminergiques, on note que |'exposition chronique (21
jours) a la CORT induit de I'anxiété et de I'anhédonie. Ces comportements sont associés a
I'augmentation de la dopamine béta-hydrolylase (DBH), I'enzyme responsable de la
conversion de dopamine (DA) en noradrénaline (NA)) dans le Locus coeruleus (LC) et a
I'augmentation de I'expression du transporteur a la noradrénaline (« NET ou NAT » pour
norepinephrine transporter) dans I'hippocampe, I'amygdale et le cortex préfrontal (Fan et al.,
2014). Il semble donc que la synthése de NA, ainsi que son renouvellement, augmentent en
cas d’exposition chronique a la CORT. Les effets d’'une exposition prolongée a la CORT
(25mg/kg/jour, s.c; 7 jours) sur la biosynthése et le renouvellement de la dopamine dans le
noyau accumbens (NAc) et le cortex préfrontal ont été évalués chez des rats, par microdialyse
intracérébrale. Les résultats indiquent que la CORT inhibe la synthese et le renouvellement de
la DA dans le NAc mais pas dans le cortex préfrontal (Pacak et al., 2002). Ainsi, l'inhibition du
systeme dopaminergique induite par la CORT dans le NAc pourrait expliquer les symptomes
dépressifs tels que I'anhédonie chez les patients souffrant d'hypercortisolémie (Pacak et al,,
2002).

Des altérations anatomiques liées a une exposition prolongée a la CORT ont également été

décrites. Celles-ci rappellent celles décrites chez les patients déprimés (Partie 1 - section V).
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En particulier, I’exposition chronique a la CORT induit une modification des connections
synaptiques dans le cortex préfrontal médian (Wellman, 2001; Seib and Wellman, 2003),
I"hippocampe (Sousa et al., 2000; Southwick et al., 2005), et I'amygdale (Mitra and Sapolsky,
2008). L'exposition a la CORT affecte le volume (Cerqueira et al.,, 2005) et l'architecture
neuronale du cortex préfrontal (Wellman, 2001; Seib and Wellman, 2003). La CORT a
également des répercussions importantes dans I'hippocampe puisqu’il a été montré que
cette hormone était responsable d’une atrophie de I'arborisation dendritique des régions CA1
et CA3 de I'hippocampe (Magarifios et al., 1998; Morales-Medina et al., 2009). En revanche, la
CORT produit des effets opposés dans I'amygdale ou I'administration aiglie de CORT entraine
une hypertrophie des neurones pyramidaux alors que cela n’est pas observé aprés un
traitement chronique (i.e. 10 et 21 jours) (Mitra and Sapolsky, 2008; Morales-Medina et al.,
2009). L’hypertrophie observée chez I'animal peut étre comparée a I'augmentation des
volumes amygdaliens identifiés chez I'hnumain. En effet, une étude par IRM (imagerie par
résonnance magnétique) montre une augmentation de certaines sous-structures
amygdalienne chez des patients dépressifs, par rapport aux sujets contrdles (Roddy et al,,
2021).

Un autre processus de plasticité cérébrale fortement régulé par la CORT est la neurogenése
hippocampique adulte (Partie 1 - section V). En effet, I'exposition chronique a la CORT réduit
la prolifération cellulaire dans le gyrus denté de I"hippocampe et cet effet est contrecarré par
les antidépresseurs (Murray et al., 2008; David et al., 2009; Fenton et al., 2015; Pazini et al,,
2017) De plus, I'exposition a la CORT par voie sous-cutanée réduit la survie des nouveaux
neurones (Meyer et al., 2006; Brummelte and Galea, 2010; Fenton et al., 2015), qui reste
inchangée lorsque la CORT est administrée dans I'eau de boisson (David et al., 2009; Mekiri et
al.,, 2017). Ceci révele I'importance de la voie d’administration de la CORT sur les effets
neurogéniques de la CORT. Enfin, la CORT agirait également sur la prolifération cellulaire et
sur la maturation des nouveaux neurones de I'hippocampe. En effet, I'arborisation
dendritique des cellules granulaires immatures qui survivent dans le DG de rats traités a la
CORT est moins complexe alors que la complexité dendritique des cellules granulaires
matures reste inchangée (Lussier et al., 2013; Chan et al., 2017). Plusieurs études ont aussi
montré que la CORT altére le devenir des cellules nouvellement formées, en diminuant le

nombre de cellules s’engageant dans la différenciation neuronale (Wong and Herbert, 2006).
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[1.3.4 Critére de validité prédictive

La littérature montre que de nombreuses classes d’antidépresseurs sont efficaces pour
restaurer les déficits comportementaux du modele CORT. Par exemple, un traitement
chronique de 3 semaines a la fluoxétine (18 mg/kg), un inhibiteur sélectif de la recapture de
sérotonine (ISRS), est capable de contrecarrer les effets déléteres de la CORT sur 'anxiété, la
résignation ou l'incurie (David et al., 2009). Les autres classes d’antidépresseurs, notamment
les tricycliques (TCA) ont également des effets bénéfiques dans ce modéle. C’est le cas de
I'imipramine qui possede des effets anxiolytiques (David et al., 2009), les inhibiteurs sélectifs
de la recapture de la noradrénaline tels que la réboxétine (IRN), efficaces dans la tache de
résignation (David et al., 2009), et la venlafaxine, un inhibiteur mixte de la recapture de 5-HT
et de NA (IRSN), qui diminue l'anxiété et rétablit la préférence au sucrose dans un test
mesurant I'anhédonie (Bacq et al.,, 2012; Alaiyed et al.,, 2020a). Les antidépresseurs non
conventionnels, tels que la kétamine, atténuent les effets pro-dépresseurs de la CORT

(Brachman et al., 2016).

L’ensemble de ces données indique que le modéle CORT est un modéle adapté a I’étude de
la pathologie dépressive. Bien qu’il présente certains défauts, comme I’absence de
diminution du tonus sérotoninergique, ce modeéle répond en grande partie aux critéres de
validité et repose sur I'hyperactivité de I'axe HPA comme c’est le cas dans la pathologie

humaine.

lIl.  L’axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien

1.1 Réponse physiologique a un stress aigu

En conditions physiologiques, un stress physique ou psychosocial va solliciter de nombreux
systemes endogenes afin d’apporter une réponse de I'organisme appropriée, notamment
grace a l'axe HPA (Figurel). En effet, I'activation de I'axe HPA constitue un mécanisme
nécessaire a la mise en place de réponses comportementales, autonomes et endocrines
adaptées permettant a 'organisme de résister. A la suite d’un stimulus stressant, les cellules

sécrétrices du noyau paraventriculaire (PVN) de I"hypothalamus libérent la corticolibérine
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(CRH ou CRF). A son tour, la CRH stimule la synthése et |a libération d'adrénocorticotropine
(ACTH) par I’hypophyse, qui se retrouve alors dans la circulation sanguine. L'ACTH se fixe a
son récepteur (récepteurs de la mélanocortine de type 2) exprimé par les glandes surrénales.
Ceci induit la synthese et la sécrétion dans la circulation sanguine de corticostéroides — ou
glucocorticoides (GCs) (respectivement cortisol et corticostérone chez I’"humain et le rongeur)
(Spencer and Deak, 2017).

Les GCs agissent sur leurs tissus cibles en se liant a 2 types de récepteurs majoritairement
nucléaires situés en périphérie et dans le cerveau. Ainsi, les GCs se fixent aux récepteurs aux
glucocorticoides (GR) nucléaires et aussi aux récepteurs aux minéralocorticoides (MR)
membranaires. Dans le cerveau, les MR sont majoritairement situés dans I"hippocampe et
I’'amygdale, tandis que les GR sont ubiquitaires (Joéls et al., 2008). Lorsqu’ils sont secrétés en
faible quantité, les GCs se lient majoritairement aux MR (affinité 10 fois supérieure & celle des
GR) alors que la saturation des GR n’a lieu que lors de I'hypersécrétion des GCs (a la suite d'un
stress) (Reul and de Kloet, 1985).

En réponse a un stress aigu, I'augmentation de la concentration de GCs exerce un
rétrocontrdle négatif sur I'axe HPA. En effet, les GCs vont se lier aux GR au niveau de
I"hypothalamus et de I'hypophyse entrainant une inhibition de la libération de CRH et d'ACTH.
Ces substances exercent alors des effets rétroactifs négatifs sur I'axe HPA (Smith and Vale,
2006). L'hippocampe est aussi impliqué dans la régulation par rétroaction négative des GCs
sur I'axe HPA. L'hippocampe contient une forte concentration de GR et de MR, et la perfusion
de GCs dans cette structure réduit leur libération basale ou induite par un stress aigu
d’hormones de stress (Jacobson and Sapolsky, 1991; Diorio et al., 1993). L'amygdale, et plus
particulierement son noyau basolatéral (« BLA» pour basolateral amygdala), régule
également de maniere négative les réponses comportementales et physiologiques liées au

stress (Bhatnagar et al., 2004).
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Figure 1. Représentation schématique des structures neuronales impliquées dans la réponse au stress. Les
informations liées au stress sont pergues le thalamus. L'amygdale (AMG) recoit une entrée directe du thalamus.
L'amygdale participe a l'activation de l'axe HPA par le biais de projections stimulantes vers le noyau
paraventriculaire (PVN) de I'hypothalamus (HT), ce qui entraine la synthese et la libération du CRH, lequel
stimule la libération d'ACTH par I'hypophyse. Cette derniére stimule a son tour la libération de glucocorticoides
par les glandes surrénales, en particulier le cortisol. Le cortisol exerce une rétroaction négative au niveau de
I'hypothalamus et de I'hypophyse, ainsi que par I'intermédiaire de I'hippocampe (HPC), qui exerce un effet
inhibiteur sur I'axe HPA. L'activation de I'axe HPA est également régulée par la NA, par l'intermédiaire des
projections du locus coeruleus (LC), et par la sérotonine (5-HT), par I'intermédiaire des projections le noyau du
raphé dorsal (DRN). Les deux systémes monoaminergiques participent a la régulation de la réponse au stress par
des connexions avec I'amygdale et I'hippocampe, exercant ainsi des effets régulateurs sur les deux structures
limbiques. L'amygdale est également impliquée dans l'activation de la composante autonome de la réponse au
stress par le biais des entrées de CRH dans le locus coeruleus. Les lignes pleines indiquent les entrées
stimulantes, tandis que les lignes pointillées indiquent les entrées inhibitrices. ACTH, adreno corticotropin
hormone; CORT, cortisol; CRF, corticotropin releasing factor; HPA, hypothalamic pituitary adrenal. D’apres (Tafet
and Nemeroff, 2016)

[1l.2  Altérations associées a la dépression

Un stress prolongé sollicitant exagérément |'axe HPA peut conduire a des
dysfonctionnements comme ceux observés chez les patients souffrant de dépression

(Anacker et al., 2011). En effet, un stress prolongé provoque une augmentation de la
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concentration de GCs, conduisant a diminuer la sensibilité des GR dans I"hippocampe. Cette
désensibilisation provoque une levée de linhibition de I'hippocampe sur I'axe HPA et se
traduit par une augmentation des GCs circulants (Wong et al.,, 2000b; Stetler and Miller,
2011). Plus de 50% des personnes atteintes de dépression présenteraient un
dysfonctionnement de cet axe HPA (Pruessner et al, 2003). Dans ces conditions,
I"hypersécrétion de CRH ainsi que I'hypertrophie des glandes surrénales et de I'hypophyse
sont a I'origine d’une hypercortisolémie et d’'une diminution de la capacité de I'organisme a
réduire ce dysfonctionnement en réponse a un nouveau stress aigu (Pruessner et al., 2003;
Pariante, 2009). On parle alors de phase « d’épuisement ».

L’administration de dexaméthasone, un GC de synthése, permet de mettre en évidence
I'altération du rétrocontrdle négatif de I'axe HPA chez les patients dépressifs. Chez le sujet
sain, la dexaméthasone entraine une diminution de la concentration de CORT, alors que cet
effet est absent chez le patient dépressif (Carroll, 1982; Leistner and Menke, 2018). Il a donc
été proposé que la perturbation de I'axe HPA est un élément clef de la pathologie dépressive
pouvant étre utilisé comme outil de diagnostic.

Au niveau préclinique, les modeles de la pathologie basés sur l'application de stress
chroniques entrainent des symptomes de type dépressifs associés a une hyperactivité de I'axe
HPA. C’est le cas notamment du modele CORT (Partie 1 - section II.3). L’hypothese de
I'implication de I'axe HPA a fait évoluer la recherche de traitements contre la dépression, qui
cible notamment la fonction des GR et la synthese de cortisol (Holsboer, 2000). Cependant,
les traitements ciblant le systeme des GC se sont jusqu’alors montrés inefficaces (Blasey et al.,

2009; Kling et al., 2009) et il reste nécessaire de comprendre les raisons de ces échecs.

Une hypothese actuelle concernant le mécanisme de la dépression concerne le
dysfonctionnement de I'axe HPA, qui conduit a un exces de cortisol (ou corticostérone)
circulants. Bien que les effets et les mécanismes mis en jeu en réponse a |'exposition
chronique a ces hormones de stress ne sont pas complétement élucidés. Toutefois, les études
s'accordent sur la nature des effets déléteres de ces hormones sur la morphologie, la
fonction et la connectivité des régions cérébrales régulant ’humeur. La partie suivante décrit

ces altérations anatomo-fonctionnelles caractéristiques de la pathologie dépressive.
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IV. Altérations anatomo-fonctionnelles associées a la dépression

Plusieurs études ont révélé des altérations neuro-anatomiques associées aux TDM
notamment au niveau du cortex, de I"hippocampe et de I'amygdale. Ces régions cérébrales
jouent un réle important dans la régulation des troubles cognitifs et émotionnels (sentiment
d’inutilité, culpabilité, anxiété). Comme nous I'avons décrit précédemment, I"hypothalamus
recoit des afférences en provenance de ces structures, ce qui lui permet de contrdler de
maniéere fine et intégrée, la réponse au stress. L'hypothalamus est également une structure
cérébrale qui régule d’autres comportements fondamentaux pour la survie de I'organisme,
tels que I'appétit, la soif, la température corporelle ou les comportements sexuels. Ainsi, les
symptomes neurovégétatifs de la dépression (troubles de I'appétit, du sommeil et des

comportements sociaux et sexuels) sont également dépendants de cette structure cérébrale.

IV.1 Hypothalamus

L"hypothalamus est situé a la base de I’'encéphale, au milieu de la boite cranienne. Parmi les
principaux noyaux on retrouve les noyaux préoptique, paraventriculaire (PVN), supraoptique
(SON), suprachiasmatique (SCN) ou le noyau arqué (ARC). L'analyse morphométrique post-
mortem de cerveaux de personnes atteintes de troubles dépressifs n'a pas révélé de
différences significatives de volume de I’hypothalamus entre les sujets dépressifs et sains
(Bielau et al., 2013). En accord avec ces données, une autre équipe a observé que le volume
de I'nypothalamus est normal dans les cas de dépression (Dupont et al., 1995). Or, lorsqu'on
différencie les patients dépressifs non suicidaires et suicidaires, on constate une réduction du
volume hypothalamique dans le groupe de patients non suicidaires, alors que les victimes de
suicide montrent des volumes normaux (Bielau et al., 2013). En ce qui concerne les noyaux
hypothalamiques et notamment le PVN (lieu des cellules sécrétrices de CRH), il a été constaté
que le volume du PVN restait inchangé (Bernstein et al., 1998). Une étude post-mortem a
montré une augmentation du nombre de neurones hypothalamiques exprimant la
vasopressine et |'ocytocine, une substance impliquée dans les comportements sociaux
(Marlin and Froemke, 2017). L'augmentation de cette population de neurones refléterait
I"hyperactivation de I'hypothalamus (Lucassen et al.,, 1997). De maniere intéressante, les

neurones a mélatonine, une hormone sécrétée la nuit par I'"hypophyse, ont une activité
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altérée chez les patients dépressifs, ce qui reflete un dysfonctionnement de I’'hypothalamus
mais suggéere également un lien avec les troubles du sommeil associés au TDM (Rahman et al.,,

2008).

IV.2 Cortex préfrontal

Le cortex préfrontal (PFC) est la plus grande partie du lobe frontal. Il assure le controle des
fonctions cognitives les plus élaborées, comme les comportements orientés vers un but, les
fonctions exécutives, ainsi que les comportements socio-émotionnels. Le PFC comprend
plusieurs subdivisions (Figure 2): le PFC dorso-latéral (dIPFC), le PFC ventro-latéral, le PFC
médial (mPFC) qui peut également étre subdivisé en deux selon I'axe dorso-ventral, le cortex

cingulaire antérieur (ACC) et le cortex orbitofrontal (OFC).

Figure 2. Division fonctionnelle du cortex
préfrontal humain. Vue frontale inclinée du
cerveau humain avec illustration des divisions
fonctionnelles courantes du cortex préfrontal :
I’ACC, le cortex cingulaire antérieur; dIPFC, le
cortex préfrontal dorsolatéral ; dmPFC, le cortex
préfrontal dorsomédial ; vmPFC, le cortex
préfrontal ventromédial ; VIPFC, le cortex
préfrontal ventrolatéral ; OFC, le cortex frontal
orbital. D’apres (Carlén, 2017)

Les études volumétriques du PFC se sont largement concentrées sur I’'OFC, le mPFC ainsi que
sur I’ACC. Les patients souffrant de TDM montrent un volume cortical plus faible, y compris
un volume de matiere blanche réduit, dans I'OFC et le mPFC et I’ACC (Drevets et al., 1997; Lai
et al., 2000; Caetano et al., 2006; Koolschijn et al., 2009). Ces diminutions des volumes dans
les différentes parties du PFC résultent en partie de la perte de cellules gliales ou de I'atrophie
neuronale qui est évidente dans les études sur tissus post-mortem (Rajkowska, 2000;
Uranova et al., 2004).

Par ailleurs, le métabolisme de I'ACC est augmenté pendant les états dépressifs (Drevets et
al., 2002; Kennedy et al., 2001) et est positivement corrélé a la sévérité de la dépression et de
I'anxiété (Osuch et al., 2000). Une expérience d'induction de la tristesse chez des sujets sains
a montré une augmentation du flux sanguin dans le ACC (Liotti et al.,, 2000). De plus,

I'utilisation d’imagerie par PET-scan (PET, pour tomographie par Emission de Positrons) a
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révélé une réduction du métabolisme du dIPFC et de mPFC chez les patients souffrant de
TDM (Hurwitz et al.,, 1990; Kimbrell et al., 2002), ceci est négativement corrélé a une

augmentation de la sévérité du trouble psychiatrique (Kimbrell et al., 2002; Chen et al., 2007).

V.3 Amygdale

L'amygdale est une structure du lobe temporal, formée de plusieurs noyaux situés en avant
de I'hippocampe. Sur le plan fonctionnel, les noyaux de I'amygdale sont organisés en trois
noyaux principaux : le noyau basolatéral (BLA), central (CeA) et les groupes de cellules
corticales de I'amygdale (Figure 3). Fonctionnellement, I'amygdale est essentielle pour
détecter le danger ainsi que pour déterminer la valeur émotionnelle des stimuli (Jasnow et al.,
2004; Rajmohan and Mohandas, 2007). Les changements structurels et fonctionnels de cette

région dans le cadre du TDM ont été I'objet de nombreuses études.

Figure 3. Organisation anatomique de
I'amygdale de la souris. Le complexe basolatéral
(BLA) est composé des noyaux basal (BA) et
latéral (LA). L'amygdale centrale (CeA) est
composée des noyaux centromédial (CEm) et
centrolatéral (CEl). Les masses cellulaires
intercalaires comprennent les groupes dorsal
(ITCd), ventral (ITCv) et latéral (ITCI).

L’étude de I'amygdale par neuro-imagerie utilisant I'IRM met en évidence une augmentation
du volume chez des patients déprimés par rapport aux sujets sains (van Eijndhoven et al.,
2009; Yiksel et al.,, 2018). Cependant, une partie de la littérature souligne l'absence de
différence globale du volume de I'amygdale chez les patients dépressifs (Arnone et al., 2012;
Brown et al., 2019). Or, une analyse approfondie, portant sur les sous-régions de I'amygdale
(BLA, CeA et noyau cortical), a démontré une nette augmentation des volumes du CeA droit
chez les patients dépressifs (Barbier et al.,, 2018). Le CeA projette principalement vers
I'hypothalamus et intervient dans la régulation du stress. Ces résultats suggerent ainsi que les
volumes des sous-régions amygdaliennes seraient altérés dans la dépression. En accord avec
ces données anatomiques indiquant une augmentation des volumes amygdaliens, ou de

certaines sous-structures, les études fonctionnelles par PET-scan ou d’imagerie BOLD

31



(« blood-oxygen-level dependent » reflete les variations locales et transitoires de la quantité
d'oxygene transporté par I'hémoglobine en fonction de I'activité neuronale du cerveau) ont
révélé une augmentation de son activité (Drevets et al., 1992; Sheline et al., 2001; Beauregard

et al., 2006).

V.4 Le striatum ventral

Le striatum est une structure sous-corticale composée de plusieurs noyaux : le noyau caudé,
le putamen et le striatum ventral qui comprend principalement le noyau accumbens (NAc) qui
est intimement lié au systeme de récompense (Nestler, 2015). Le systéeme de récompense
concerne la voie mésolimbique prenant source au sein de l'aire tegmentale ventral (ATV), ou
sont localisés les corps cellulaires des neurones dopaminergiques qui projettent
préférentiellement dans le NAc. L’altération de cette voie serait a I'origine des symptémes de
type anhédonie couramment retrouvés dans la pathologie dépressive. Il est a noter que I'ATV
possede également des projections dopaminergiques vers le PFC, 'amygdale et en moindre
mesure vers |’hippocampe (Russo and Nestler, 2013). Des études en imagerie anatomique ne
montrent soit aucune modification du volume du NAc dans la dépression majeure (Bremner
et al., 2000), soit une diminution de son volume (Husain et al., 1991; Whittle et al., 2014).
Cependant, les études fonctionnelles s’accordent sur le fait que la dépression majeure réduit
I"activité du NAc (Drevets et al., 1992; Mayberg et al., 2000; Pizzagalli et al., 2009), reflétant
une diminution de la fonction de récompense, ce qui entraine des symptdmes tels que
I'anhédonie. L'hypoactivité du NAc constitue méme un facteur prédictif du développement a
venir des symptémes dépressifs (Morgan et al., 2013). Des études en PET scan montrent que
les patients souffrant de dépression présentent une plus grande disponibilité des récepteurs
D2/3 (activité de type inhibitrice) par rapport aux sujets sains, et ceci est corrélé avec la

présence de symptomes d’anxiété (Pecifa et al., 2017).

IV.5 L'Hippocampe

La formation hippocampique englobe plusieurs structures : le cortex entorhinal (CE), le cortex
perirhinal, le gyrus denté (« DG » pour dentate gyrus), le subiculum et la corne d’Ammon (CA)

qui est elle-méme composée des aires CA1 a CA4.
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Le DG est composé d’une couche moléculaire externe, d’une couche polymorphe interne
(hile), et d’'une couche intermédiaire de cellules granulaires dont la partie profonde est
appelée la zone sous-granulaire (SGZ) et contient les cellules souches neurales (Amaral et al.,
2007; Rajmohan and Mohandas, 2007). Le CE représente l'innervation principale de
I'hippocampe (Figure 4) et une importante quantité d'informations provenant des régions
néocorticales convergent (voie perforante) vers I'hippocampe pour moduler son activité

globale (Schultz and Engelhardt, 2014).

Figure 4. Schéma simplifié du réseau hippocampique de souris illustrant le flux d'informations a travers
I'hippocampe. Les fleches indiquent la direction principale du flux d'informations dans le circuit. Schéma adapté
d’apres (Caruana et al., 2012)

La voie perforante garantit I'entrée des signaux multi-sensoriels a I'hippocampe, via la couche
moléculaire du DG contenant les dendrites des neurones granulaires. Ces neurones sont de
petites cellules de forme arrondie dont les projections axonales se regroupent pour former
les fibres moussues se projetant vers CA3. De Ia, les axones des neurones pyramidaux de CA3,
nommeés collatérales de Schaeffer, s'étendent jusqu’aux dendrites des neurones pyramidaux
de CA1 et de CA2. Enfin, en tant que sortie excitatrice majeure de I|'hippocampe, les
projections des neurones pyramidaux CA1 remontent vers le CE directement, ou
indirectement via le subiculum, complétant ainsi la boucle CE-hippocampe (Knierim, 2015;
Zemla and Basu, 2017).

L’hippocampe est une structure impliqguée dans les processus d’apprentissage, de
mémorisation, de navigation spatiale et dans les comportements émotionnels (Clark et al,,

2018). La partie ventrale de I'hippocampe régule principalement les émotions alors que la
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partie dorsale est impliquée dans les fonctions cognitives comme |'apprentissage et la
mémoire spatiale (Fanselow and Dong, 2010). Le volume de I'hippocampe est réduit chez les
patients dépressifs (Sheline et al., 1996; Jaworska et al., 2016; Joshi et al.,, 2016). Cette
réduction est d’autant plus importante que la durée et le nombre d’épisodes dépressifs sont
élevés (Sheline et al., 1996; Espinoza Oyarce et al., 2020). Si la plupart des études portent sur
I'hippocampe entier en raison d’une résolution spatiale limitée dans les techniques
d’imagerie, certaines études ont pu étudier les sous-structures de I’hippocampe.

Ainsi, il a été observé que les patients dépressifs présentent des volumes significativement
plus faibles de certaines sous-régions de I'hippocampe gauche, a savoir le subiculum, les
régions CA2, CA3 et le DG ainsi que du subiculum de I’hippocampe droit par rapport aux
sujets sains. En revanche, aucune corrélation n’a pu étre faite entre les changements de
volume de ces sous-régions et la durée de la maladie, le nombre d'épisodes dépressifs, la
gravité des symptoémes et les performances mnésiques (Han et al.,, 2016). A I'aide d’un
protocole de tragage tridimensionnel, permettant de diviser I’hippocampe en 3 sous-régions
(téte, corps, queue), une autre équipe rapporte une réduction significative du volume de
I"hippocampe droit (des 3 sous-régions) ainsi que de la queue hippocampique gauche chez les
patients dépressifs. De plus, les patients dépressifs sous traitement antidépresseur
présentent une augmentation du volume du corps de I'hippocampe par rapport aux témoins
sains et aux patients dépressifs non traités (Malykhin et al., 2010).

Ces modifications macroscopiques sont également associées a des altérations observables a
I"échelle cellulaire. Une étude post-mortem d’hippocampes issus de patients dépressifs,
révele une augmentation de la densité des cellules gliales, des neurones pyramidaux et
granulaires des différentes sous-régions hippocampiques. Au contraire, la taille des somas des
neurones pyramidaux serait significativement réduite (Stockmeier et al., 2004). Il a été
suggéré que l'augmentation de ces densités cellulaires serait due a la diminution de la
longueur et de la complexité de I'arborisation dendritique des neurones. De plus, la
diminution des volumes hippocampiques pourrait s’expliquer par une plus faible production

de nouveaux neurones via I'altération de la neurogenese hippocampique adulte.

Au regard de la littérature, il apparait que la dépression est associée a des modifications
anatomiques et fonctionnelles de I’hypothalamus, du cortex préfrontal et de I'amygdale.

Ces régions cérébrales sont fortement interconnectées entre elles mais également avec
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d’autres régions cérébrales suggérant que les altérations dans ces structures ont des
répercussions sur d’autres fonctions. Par ailleurs, la littérature fait état de modifications
anatomo-fonctionnelles de I’hippocampe chez les patients souffrant de dépression. Dans
la partie suivante, nous décrirons les phénoménes de plasticité cérébrale dans

I’hippocampe et notamment la neurogenése hippocampique adulte.

V. Laltération de la neuroplasticité au cceur de la pathologie
dépressive

V.1 Définition

La neuroplasticité désigne la capacité du systeme nerveux a modifier son anatomie en
réponse a des stimulations environnementales. Cela se fait par exemple via le remodelage
des connexions synaptiques ou I'ajout de neurones. Ces réorganisations qui ont lieu tant au
niveau structurel ont des conséquences fonctionnelles. Une altération de ces mécanismes de
plasticité cérébrale, notamment du processus de neurogenese hippocampique adulte,
pourrait expliquer, du moins en partie, I'atrophie de I"hippocampe rapportée dans le TDM
(Jacobs et al.,, 2000). Dans ce chapitre, nous nous présenterons sur les données de la
littérature relatant une altération de la plasticité hippocampique via la neurogenése

hippocampique adulte et la balance excitation/inhibition.

V.2 La neurogenése hippocampique adulte

La neurogenése adulte est un processus qui conduit a la formation de nouveaux neurones au
sein du cerveau adulte. Elle désigne I'ensemble des étapes qui permettent, a partir de la
division des cellules souches neurales, de donner naissance a des cellules capables de se
différencier en neurones matures, intégrés dans les circuits cérébraux existants. Ce processus
de neurogenese adulte, actif tout le long de la vie, est clairement établi chez le rongeur
(Verret et al., 2007, Ciric et al., 2019), ainsi que chez le primate non-humain (Gould et al,,
1999). En revanche, la neurogenése adulte chez I'humain est toujours un sujet de controverse
(Moreno-Jiménez et al., 2021).

Chez les mammiferes, il existe deux régions neurogéniques dans le cerveau, la zone sous-
ventriculaire du ventricule latéral (SVZ) et la zone sous-granulaire (SGZ) du DG de

I"hippocampe. Si on se concentre sur la neurogenese hippocampique, les cellules
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nouvellement formées dans la zone sous-granulaire du DG vont se différencier en neurones
ou en astrocytes. Les jeunes neurones vont migrer localement dans la couche granulaire pour
devenir des neurones mature capables d’intégrer le réseau de neurones préexistant (Bruel-

Jungerman et al., 2007).

Figure 5. Les différentes étapes de la neurogenése hippocampique adulte

Les cellules souches neurales « cellules de type 1 », situées dans la SGZ entrent en mitose afin
de donner naissance a deux cellules filles, I'une des deux cellules fille gardera le phénotype de
cellule souche afin de maintenir une population stable de cellule de type 1 tandis que la
deuxieme se différenciera en cellules progénitrices dites « cellules de type 2 ». Ces dernieres,
capables de proliférer, vont se différencier en neuroblastes et migrer vers la couche
granulaire du gyrus denté. Ces cellules migrent et se différencient en neurones qui
deviennent matures et s’intégrent au sein du réseau. Toutes les cellules nouvellement
générées n’atteindront pas le stade final de maturité, et une majorité d’entre elles vont
dégénérer par apoptose avant la fin de leur maturation. Les neurones granulaires qui
survivent acheveront leur croissance dendritique et axonale (Figure 5). On considere qu’un
neurone est mature et fonctionnel apres environ 4-6 semaines mais continue a développer

son arborisation dendritique au-dela (Gongalves et al., 2016).

De nombreux facteurs influencent la neurogenése hippocampique adulte, en agissant sur un

ou plusieurs stades du processus (Kempermann, 2011). Concernant les facteurs régulant
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positivement la neurogenese, on retrouve différents facteurs neurotrophiques tel que I'EGF,
FGF-2, VEGF et I'lGF-1 (Gritti et al., 1996; Reynolds and Weiss, 1996; Aberg et al., 2000; Jin et
al., 2002). Le facteur neurotrophique le plus étudié est le Brain-Derived Neurotrophic Factor
(BDNF). Plusieurs études ont mis en évidence la capacité du BDNF a stimuler la prolifération
au sein de la SGZ (Scharfman et al., 2005). Par exemple, la perfusion chronique de BDNF dans
I'hippocampe augmente la neurogenése et possede des effets de type antidépresseurs
notamment dans le test de nage forcée (Siuciak et al., 1997). Cet effet est également retrouvé
apres I'administration de BDNF dans le DG (Shirayama et al., 2002). Les approches génétiques
visant & manipuler la signalisation BDNF/TrkB par I'utilisation de souris hétérozygote BDNF*/
montrent une diminution de la prolifération chez les souris mutantes (Lee et al., 2002), un
effet spécifique sur la survie des neurones adultes (Sairanen et al., 2005), et une réduction de
la densité des épines dendritiques des neurones de CA1 (Magarifios et al., 2011). Cependant,
il est important de noter que ces souris hétérozygotes BDNF*~ n’expriment pas de phénotype
anxio-dépressif (Chourbaji et al., 2004) mais, en revanche, ne répondent plus aux traitements

antidépresseurs (Saarelainen et al., 2003).

Les monoamines sont également des neuromédiateurs capables de stimuler la neurogenése
hippocampique adulte. Des projections sérotoninergiques sont retrouvées au niveau du DG
(Jacobs and Azmitia, 1992) suggérant ainsi une modulation de la neurogenese hippocampique
adulte par la sérotonine (5-HT). Une des premiéres preuves repose sur |'utilisation de la
neurotoxine 5—7 dihydroxytryptamine (5,7-DHT) dont I’'administration intracérébrale entraine
une diminution de nombre de cellules nouvellement formées au sein du DG chez le rat adulte
(Brezun and Daszuta, 1999). Afin d’identifier les récepteurs impliqués dans les effets pro-
neurogéniques de la 5-HT, une premiére étude a étudié I'impact de trois antagonistes
différents des récepteurs 5-HT1A (NAN-190, p-MPPI et WAY-100635) sur la neurogenése
hippocampique adulte. Il s’est avéré que ces antagonistes ont tous entrainé une réduction de
la prolifération cellulaire (Radley and Jacobs, 2002). Au contraire, 'activation des récepteurs
5HT1A par le 8-OH-DPAT, augmente la prolifération et bloque la diminution de la prolifération
cellulaire induite par un inhibiteur de la synthese de la 5-HT, la para-cholorophénylalanine
(Banasr et al., 2004). Par la suite, les preuves de la modulation positive de la neurogenese par
le récepteur SHT1A se sont multipliées grace a I'utilisation d’agonistes partiels des récepteurs

5-HT1A, la buspirone ou la tandospirone, qui augmentent a la fois la prolifération cellulaire et
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la différenciation neuronale (Grabiec et al., 2009; Belmer et al., 2018). Les psychédéliques qui
agissent sur les récepteurs 5-HT2A de la 5-HT tels que la DMT ou le LSD sont capables
d'augmenter de maniére robuste la synaptogénése ainsi que le nombre d’épines dendritiques
(Ly et al., 2018). Une autre étude a montré que l'inactivation génétique du récepteur 5-HT3
entraine une réduction de la neurogenése hippocampique induite par I'exercice physique
alors que la stimulation du récepteur 5-HT3 a I'aide d’un agoniste, le SR 57227A, favorise ce
processus (Kondo et al., 2015). Enfin des études montrent que les agonistes des récepteurs 5-
HT4 peuvent également stimuler la neurogenése adulte (Lucas et al., 2007; Pascual-Brazo et
al.,, 2012). De maniére intéressante, les effets bénéfiques des agonistes des récepteurs 5-HT4
semblent apparaitre plus rapidement que les antidépresseurs traditionnels, sur le
comportement et sur la neurogenéese hippocampique. Une étude récente réalisée chez des
rats naifs a confirmé que 3 jours de traitement avec l'agoniste des récepteurs 5-HT4
(RS67333) augmente la neurogenése (Pascual-Brazo et al.,, 2012). Ces effets pro-
neurogéniques de 'activation du récepteur 5-HT4 pourraient étre en partie dus a sa capacité
a engager une signalisation intracellulaire entrainant I'augmentation des niveaux de BDNF
(Tamburella et al.,, 2009). Au contraire, I'antagoniste des récepteurs 5-HT4, le GR125487,
bloque partiellement les effets neurogéniques d'un traitement chronique a la fluoxétine sur la
prolifération et la maturation des neurones nouveau-nés (Mendez-David et al., 2014). De
méme, |"utilisation de souris KO pour ce récepteur bloque les effets pro-neurogéniques des

antidépresseurs (Imoto et al., 2015).

L'hippocampe adulte recoit également une forte innervation noradrénergique provenant du
locus coeruleus (LC) (Loy et al., 1980). La neurotoxine noradrénergique chlorhydrate de N-(2-
chloroéthyl)-N-éthyl-2-bromo benzylamine (DSP-4), induit une diminution de la prolifération
cellulaire au sein de I’hippocampe (Kulkarni et al., 2002).

Il a été montré que la stimulation du récepteur aia augmente la neurogenese ainsi que la
gliogénese chez la souris adulte (Gupta et al., 2009). Par ailleurs, les agonistes des récepteurs
ay, la clonidine et le guanabenz, diminuent la prolifération des progéniteurs de I'hippocampe,
mais sont sans effet sur la survie ou la différenciation (Yanpallewar et al., 2010). En revanche,
le dexefaroxan, un antagoniste des récepteurs ay, stimule la neurogenese hippocampique en
augmentant la survie et la maturation des nouveaux neurones dans le DG (Rizk et al., 2006).

Enfin, des études ont montré que la NA active les précurseurs neurogéniques et les cellules
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souches via les récepteurs B3. En effet l'injection intra-hippocampique d'un agoniste des
récepteurs B3 ou l'injection systémique d'isoprotérénol, un agoniste non sélectif des

récepteurs B augmente la prolifération (Jhaveri et al., 2010).

V.3 Relation réciproque entre la neurogenese hippocampique adulte et la dépression

Au niveau préclinique, plusieurs études ont évalué I'effet d’une diminution de la neurogenese
adulte chez le rongeur sur le comportement anxio-dépressif. Différentes approches ont été
utilisées : I'irradiation a I'aide de rayon X au niveau des foyers neurogéniques (Santarelli et al.,
2003), I"'administration d’agent anti-mitotique (Jayatissa et al.,, 2009) ou encore des
manipulations génétiques conduisant a la mort des cellules progénitrices (Dupret et al,
2008). Or ces approches n’ont pas permis d’induire des comportements anxio-dépressifs chez
I'animal. Seule une étude utilisant 'ablation génétique de la neurogenése chez la souris
montre une augmentation de la résignation chez la souris dans le test de nage forcée (Snyder

etal., 2011).

Les études préclinigues montrent que la dépression induit une altération de cette
neurogenese hippocampique. Par exemple, chez le primate non humain, il a été montré
qgu’un stress chronique induisant des comportements pseudo-dépressifs tel que I'anhédonie,
diminue la neurogeneéese hippocampique (diminution du nombre de cellules DCX+ par rapport
aux animaux non stressés) et que l'ablation de celle-ci par irradiation inhibe I’action
bénéfique des antidépresseurs (Perera et al., 2011). De fagon similaire, des études montrent
que la neurogeneése hippocampique adulte est altérée dans certains modéles de dépression
chez les rongeurs, notamment dans le modéle de CRS (Pham et al., 2003), 'UCMS (Tanti et al.,
2012), de défaite sociale (Van Bokhoven et al., 2011), d'isolement social (Dranovsky et al,,
2011) ou encore d’exposition chronique a la CORT (David et al., 2009). Au contraire, les
traitements antidépresseurs qui, in fine augmentent le tonus sérotoninergique ou
noradrénergique, stimulent la prolifération cellulaire ainsi que la survie des nouveaux
neurones (Malberg et al., 2000; Santarelli et al., 2003; Salman et al., 2020), d’autant plus que
les effets de ces antidépresseurs sont totalement ou du moins partiellement absents lorsque
la neurogenese est abolie (Santarelli et al., 2003; Surget et al., 2008; Wang et al., 2008; David
et al., 2009).
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Peu d’études menées chez I'humain ont porté sur le lien entre ce processus et le TDM. Celles-
ci reposent uniguement sur des analyses histologiques post-mortem (Reif et al., 2006; Boldrini
et al., 2009). Aucune de ces deux études ne montre une réduction de la neurogenese chez les
patients dépressifs. En revanche, Boldrini et ses collaborateurs ont remarqué une
augmentation de la neurogenése hippocampique chez les patients traités par
antidépresseurs, plus particulierement une augmentation du nombre de progéniteurs
neuraux dans le DG (cellules Nestin+). De plus, en utilisant deux marqueurs permettant
d’étudier I'état de prolifération des cellules sur des coupes histologiques humaines post-
mortem (cellules MCM2+ et PH3, marqueurs de prolifération), une diminution significative de
la prolifération cellulaire a été observée chez les patients déprimés par rapport aux sujets
contrdles (Lucassen et al., 2010). Or, cette observation est basée sur un seul des marqueurs
utilisés (MCM2+), ce qui ne permet pas de conclure définitivement sur une potentielle
diminution de la prolifération cellulaire chez les patients dépressifs. Une autre étude montre
une diminution du nombre de cellules granulaires dans le DG des sujets dépressifs non traités
par antidépresseurs par rapport a des sujets contréles. Cette diminution n’est plus observée
lorsque les patients sont traités par un traitement antidépresseur. Ces données suggerent
une diminution de la neurogenése hippocampique qui ne serait pas liée a une réduction de la

prolifération cellulaire mais a la diminution de la différenciation neuronale ou de la survie des

nouveaux neurones (Boldrini et al., 2013).
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V.4 La balance excitation/inhibition

La balance excitation/inhibition (E/I) est un processus qui consiste a réguler I'efficacité globale
des entrées synaptiques excitatrices et inhibitrices sur un neurone afin d'empécher des
modifications trop importantes de son niveau d'activité. Le déséquilibre de la balance E/I a
été trés étudié dans le cadre de certaines pathologies cérébrales telles que I'épilepsie ou les
troubles du spectre autistique (Rubenstein and Merzenich, 2003; Liu et al., 2020). Par la suite,
des études se sont également intéressées a la régulation de cette balance dans le cadre du
TDM dans différentes régions cérébrales telles que le PFC et I'hippocampe (Thompson et al.,

2015; Page and Coutellier, 2019).

V.4.1 Les neurones excitateurs

V.4.1.1 Les neurones pyramidaux et le glutamate

Les neurones pyramidaux sont présents dans différentes régions cérébrales telles que le
cortex, I'amygdale et I'hippocampe. Ils sont appelés neurones pyramidaux du fait de leur
forme. L'axone et les dendrites de ces neurones forment des ramifications étendues qui
peuvent se projeter dans d’autres régions du cerveau (Spruston, 2008; Bekkers, 2011) et
permettre I'échange d'informations entre neurones. Ces neurones sont dits « excitateurs » en
raison de leur capacité a produire et libérer du glutamate. Dans la fente synaptique, le
glutamate se fixe a ses récepteurs post-synaptiques excitateurs de type ionotropes (AMPA,
NMDA, Kainate) et métabotropes (mGlu). Le glutamate déclenche alors une signalisation
intracellulaire qui varie selon le récepteur stimulé et les sous-unités qui le composent

(Traynelis et al., 2010).

V.4.1.2 Altération de la transmission glutamatergique dans la dépression

Différentes études cliniques et précliniques suggérent que la dépression est liée a des
réductions de la transmission glutamatergique notamment dans I'hippocampe (Thompson et
al., 2015).

Par exemple, des études post-mortem chez I'humain montrent que plusieurs sous-unités des
récepteurs au glutamate sont réduites chez les patients dépressifs (Choudary et al., 2005;

Beneyto et al., 2007). Parmi ces récepteurs, I'expression des récepteurs AMPA, en particulier
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les sous-unités GluAl et GIuA3, est diminuée dans le DG et le CA1 de patients déprimés ainsi
que dans le modele d’'UCMS chez le rat (Duric et al., 2013; Kallarackal et al., 2013). Chez la
souris, la délétion du gene GIuAl entraine un phénotype de type pseudo-dépressif (Chourbaji
et al.,, 2008) alors que l'activation du récepteur AMPA par un agoniste, également appelé
Ampakine induit des effets antidépresseurs chez le rat (Akinfiresoye and Tizabi, 2013;
Gordillo-Salas et al., 2020).

De maniére intéressante, des études cliniques et précliniques rapportent des effets
antidépresseurs de la kétamine, un antagoniste des récepteurs NMDA (Zanos and Gould,
2018). Or [I'étude du mécanisme d’action de la kétamine révele que cet agent
pharmacologique entraine une augmentation des concentrations extracellulaires de
glutamate (Moghaddam et al.,, 1997) et ensuite, favorise I'activation des récepteurs post-
synaptiques AMPA (Zanos et al.,, 2016). Par ailleurs, les antidépresseurs augmentent
I"expression synaptique de la sous-unité GluAl des récepteurs AMPA dans |’hippocampe chez
le rat (O’Leary et al.,, 2009). Ainsi la dépression serait associée a une hypoactivité de
I"hippocampe, en lien avec une diminution de la neurotransmission glutamatergique, alors
que les antidépresseurs semblent restaurer la force globale de la transmission
glutamatergique par l'intermédiaire du récepteur AMPA. Cette hypoactivité hippocampique
pourrait également étre sous-tendue par un exces de transmission GABAergique, comme

décrit dans le paragraphe suivant.

V.4.2 Les neurones inhibiteurs

Les interneurones GABAergiques sont des neurones inhibiteurs qui synthétisent et liberent
des acides aminés inhibiteurs dont le GABA ou la glycine. L'activation des récepteurs
GABAergiques ionotropes (GABAA) ou métabotropes (GABAg) conduit a une hyperpolarisation
des neurones post-synaptiques qui expriment ces récepteurs.

Dans le cerveau, il existe peu de neurones GABAergiques de projection et la majorité des
cellules libérant cet acide aminé sont des interneurones. Ceux-ci représentent environ 10-
20% du nombre total de neurones mais sont trés connectés, si bien que chacun d’entre eux
peut contréler I'activité de plusieurs centaines, voire milliers, de cellules pyramidales par le

biais de connexions synaptiques dendritiques, somatiques, péri-somatiques, ou axo-
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axoniques (DeFelipe and Farifias, 1992). Il existe différentes sous-populations d’interneurones

GABAergiques qu’on distingue suivant différents parametres (Figure 6).

Figure 6. Les différents types d'interneurones sont généralement définis en utilisant une combinaison de critéres
basés sur leur morphologie, le modele de connectivité, leurs propriétés synaptiques, I'expression de marqueurs
et leurs propriétés de décharge. Les liens en gras définissent les cellules corticales a décharge rapide (Kepecs
and Fishell, 2014)

Parmi les différentes classes d’interneurones GABAergiques, on trouve les interneurones a
Parvalbumine (PV), distinguables des autres sous-types par la morphologie de leur axone et
de leur arborisation dendritique. Les interneurones PV sont dits « neurones a panier » ou «
basket cells », en raison de leurs projections péri-somatiques ramifiées. lls expriment donc la
parvalbumine, une protéine de liaison au calcium qui leur confére la capacité d’émettre des
potentiels d’action & haute fréquence (Caroni, 2015). Cette capacité de décharge rapide est
aussi permise par I'expression de plusieurs types de canaux voltage-dépendants, dont les
canaux potassiques Kv3 et Kvl (Du et al., 1996) ou les canaux sodiques Navl.1 et Nav1.6 (Hu
and Jonas, 2014; Ogiwara et al., 2007).

Au niveau hippocampique, les interneurones PV étant peu nombreux, chaque interneurone
peut se connecter a environ 1500 neurones pyramidaux et a plusieurs dizaines d’autres

interneurones (Chamberland and Topolnik, 2012; Cobb et al., 1997)(Figure 7). Ces
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particularités morphologiques et fonctionnelles leur permettent ainsi de moduler I'activité

d’une large population neuronale, ce qui en fait des acteurs majeurs de la balance E/I.

Figure 7. Représentation schématique de la
connectivité des interneurones a

Parvalbumine

V.4.3 La matrice extracellulaire des interneurones GABAergique PV*

Les interneurones GABAergique PV* sont trés souvent entourés d’une matrice extracellulaire,

appelée « peri-neuronal nets (PNN) ».

Cette matrice est composée d'un squelette de

polyméeres d’acide hyaluronique auquel sont attachés des protéoglycanes a base de

chondroitine sulfate (CSPG), dont les principaux composants sont le lectican, I'aggrécan, le

versican, le neurocan et le brevican (Figure 8). Cette matrice extracellulaire est une structure

relativement rigide et unique, en forme de treillis, qui enveloppe le soma et les dendrites

proximales des cellules a panier, tels que les interneurones PV (Dityatev et al., 2010; Kwok et

al., 2011; Wlodarczyk et al., 2011).
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Figure 8. Structure des PNNs. Le
réseau péri-neuronal est
composé principalement de la
famille des lecticans (aggrecan,
versican, brévican et neurcan),
d’un squelette d’acide
hyarulonique (HA), des protéines
de liaison et de la tenascine (Tn-
R). D’apres (Kwok et al., 2011)



Dans les régions CA1 et CA3 de I'hippocampe, les PNN enveloppent principalement les
interneurones a PV car ils représentent la majorité des interneurones de ces territoires alors
gu’au sein de CA2, les PNN peuvent étre associés aux neurones pyramidaux excitateurs
(Carstens et al., 2016). Au niveau fonctionnel, les PNN facilitent I'établissement des synapses
glutamatergiques sur les interneurones a PV (Frischknecht et al., 2009) et contribuent ainsi a
établir et a maintenir I'excitabilité de ces cellules (Balmer, 2016). Bien que les mécanismes
restent partiellement élucidés, il a été montré que les PNN facilitent les courants excitateurs
en augmentant I'expression des récepteurs glutamatergiques et/ou de canaux cationiques sur
les interneurones GABAergiques (Blanco and Conant, 2021). Ainsi les PNN jouent un réle
important dans I'accumulation de GABA dans I'hippocampe. Au contraire, la digestion des
PNN par l'injection de chondroitinase ABC (ChABC) dans I"hippocampe (mais aussi le PFC)
entraine une hypoexcitabilité des interneurones a GABA et une hyperexcitabilité des cellules
pyramidales (Slaker et al., 2015; Hayani et al., 2018).

De nombreuses études montrent un lien entre la dépression et une altération du systéme
PV/PNN dans le cerveau. Dans le modele UCMS, on observe une augmentation de
I'expression de la protéine PV dans le PFC, corrélant avec une diminution de I'activité de cette
structure (Shepard et al., 2016; Shepard and Coutellier, 2018). Ceci suggere un mécanisme
par lequel le stress chronique pourrait conduire a un hypofonctionnement du PFC via une
augmentation de I'excitabilité des interneurones PV inhibiteurs. Au contraire, une diminution
du nombre d’interneurones PV a été observée dans le PFC ainsi que dans la région CA3 de
I"hippocampe en réponse a un traitement de 3 semaines par a un antidépresseur, la
fluoxétine (Ohira et al., 2013). Dans I'hippocampe, une étude a montré dans le modele CRS
une augmentation de la fréquence des miPSC (miniature inhibitory postsynaptic currents)
dans les neurones pyramidaux de CA1, traduisant une intensification de la transmission
GABAergique (Hu et al., 2010). De plus, I'administration de LPS, une endotoxine bactérienne
connue pour induire un phénotype pseudo-dépressif chez le rongeur, entraine également une
augmentation de I'expression de la PV dans la région CA1 de I'hippocampe, non observée
dans CA3 ni dans le DG (Ji et al., 2020). De plus, dans un modeéle de défaite sociale, il a été
montré une hyperactivité des interneurones PV dans le Pallidum ventral, une région cérébrale
impliquée dans les comportements de récompense (Knowland et al., 2017) rapportant ainsi
une altération de la fonction des interneurones PV en réponse au stress. L'extinction

spécifique de I'activité des interneurones PV du Pallidum ventral par optogénétique atténue
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le phénotype pseudo-dépressif dans le modele de défaite sociale, démontrant ainsi un lien
causal entre I'altération des PV et les comportements de type dépressif.

Les PNN régulent I'excitabilité des interneurones PV et donc la transmission GABAergique
médiée par ces neurones. Plusieurs études se sont intéressées aux modifications de cette
matrice dans différents modéles animaux de la dépression. Dans le modeéle de stress de
défaite sociale (CDSD) ou aprés I'administration chronique de CORT, une augmentation de la
densité des PNN est observée dans |"hippocampe (Riga et al., 2017; Alaiyed et al., 2020b;
Koskinen et al, 2020). Au contraire, un traitement chronique a la fluoxétine ou a la
venlafaxine réduit I'intégrité des PNN entourant les interneurones PV de I'hippocampe et du
PFC (Ohira et al., 2013; Guirado et al., 2014; Alaiyed et al., 2019, 2020b; Mukhopadhyay et al.,
2021). Cette capacité des antidépresseurs a réduire la densité du réseau PNN pourrait étre
due a leur action stimulant I'expression des métalloprotéases. En effet, ces enzymes
participent a la dégradation des PNN et contribuent ainsi a la régulation de la balance E/I
(Alaiyed and Conant, 2019; Alaiyed et al., 2020a). Plus de 20 membres de la famille des MMPs
ont été identifiés chez I'humain, et certaines MMP sont spécifiquement exprimées par les
cellules du SNC. En particulier, la MMP-2 peut étre libérée par les astrocytes et la microglie,
alors que la MMP-9 est libérée par les neurones et par les cellules gliales (Alaiyed et al,,
2019). Les MMPs sont des acteurs importants de la modulation des PNN, et leur implication a
récemment été étudiée dans des pathologies cérébrales, telles que la maladie d’Alzheimer, la
schizophrénie ou les troubles de I'addiction (Lasek et al., 2018; Vafadari et al., 2019; Ringland
et al., 2021). L'implication de MMP-9 dans la régulation de I'état émotionnel est en outre
soutenue par des études pharmacologiques ou génétiques montrant que l'inactivation de
cette enzyme augmente |'anxiété basale (Ringland et al., 2021) mais aussi le désespoir et la
sociabilité d’animaux stressés (Vafadari et al.,, 2019). De maniere intéressante, des
polymorphismes de la MMP-9 seraient associés au développement du trouble dépressif

(Bobinska et al.,, 2016a, 2016b) et aussi a la réponse au traitement antidépresseur

(Rybakowski et al., 2011).
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PARTIE 2 : LES SYSTEMES MONOAMINERGIQUES ET LES
STRATEGIES THERAPEUTIQUES ANTIDEPRESSIVES

Les systemes monoaminergiques

.1 L’hypothése monoaminergique dans le trouble dépressif

Une des hypothéses la plus couramment avancée pour expliquer la dépression majeure
repose sur un déficit de la neurotransmission monoaminergique c’est-a-dire de la sérotonine
(5-hydroxytryptamine, 5-HT), noradrénaline (NA) et dopamine (DA) (Hasler, 2010). Bien que
I'origine de ce déficit reste controversée, différents travaux suggerent qu’il résulte de
I’accumulation excessive de glucocorticoides lors d’un stress chronique (Mahar et al., 2014).
La plupart des neurones sérotoninergiques, noradrénergiques et dopaminergiques situés
respectivement dans le noyau du raphé dorsal (DRN, pour dorsal raphé nucleus), le Locus
Coeruleus (LC) et I'Aire Tegmentale Ventrale (ATV) projettent dans de nombreuses régions

cérébrales (Figure 9) connues pour leur réle dans la régulation des émotions et de I’humeur.

Figure 9 Représentation schématique des principaux systémes monoaminergiques centraux. A. Systéme
sérotoninergique : les corps cellulaires sont regroupés au sein des noyaux du raphé dans la région sagittale du
tronc cérébral. Les projections diffusent dans I'ensemble de I'encéphale et de la moelle épiniére. B. Systeme
noradrénergique : le locus coeruleus concentre les corps cellulaires noradrénergiques. C. Systéme
dopaminergique : les voies principales (cortico-limbique, nigrostriée et tubéro-infundibulaire) vont diffuser dans
I'ensemble de I'encéphale. D'apres (Tritschler et al., 2018)

[.2 La synapse monoaminergique

Les monoamines sont synthétisées a partir d’acides aminés précurseurs : le tryptophane pour

la 5-HT et la tyrosine pour la NA et la DA (Figure 10). Une fois la barriere intestinale et
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hémato-encéphalique franchies, le tryptophane arrive au contact des neurones
sérotoninergiques ou il y est métabolisé en deux étapes aprés sa recapture. Dans un premier
temps, le tryptophane intracellulaire est transformé en 5-hydroxytryptophane (5-HTP) grace a
la tryptophane hydroxylase (TPH2). Puis la deuxiéme transformation est réalisée par la
décarboxylase des acides aminés aromatiques qui produit la sérotonine a partir du 5-HTP.

Concernant la synthese de NA et DA a partir de la L-tyrosine, cet acide aminé traverse les
mémes barrieres que le tryptophane pour ensuite étre capté par les neurones
catécholaminergiques. La premiéere étape de la synthése des catécholamines, I'hydroxylation
de la L-tyrosine en L-DOPA par la tyrosine hydroxylase est |'étape limitante de la synthése des
catécholamines. Puis sous |'action de la DOPA décarboxylase, la L-DOPA donnera un premier
neurotransmetteur, la dopamine. Cette derniere peut subir une étape d’hydroxylation, via la

Dopamine B-hydroxylase qui donnera comme produit la noradrénaline (Figure 10).

Figure 10. Voies de biosynthése des monoamines. (MAO, Monoamine oxydaze; COMT, catéchol-O-
méthyltransférase)

En conditions physiologiques (Figure 11), aprés leur syntheése au niveau synaptique, les
monoamines sont stockées dans des vésicules présynaptiques. Les monoamines peuvent étre
alors libérées dans la fente synaptique sous I'effet d’un influx nerveux (potentiel d’action).
Leur devenir est multiple. Elles peuvent se fixer sur leurs récepteurs localisés sur les

membranes des neurones pré- et post-synaptiques. La plupart des récepteurs aux
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monoamines sont des récepteurs couplés aux protéines G (RCPG). L'activation des récepteurs
présynaptique « autorécepteurs » (lié¢ aux protéines Gi = inhibitrices) module directement la
quantité de monoamines libérées en exercant un rétrocontrdle négatif d’une part sur
I'activité  électrique du neurone présynaptique via |'activation d’autorécepteurs
somatodendritiques et d’autre part sur le processus de libération via [Iactivation
d’autorécepteurs terminaux. L'activation des récepteurs sur les neurones post-synaptiques
entraine différents processus a I'origine de différentes cascades de signalisation en fonction

du couplage des récepteurs activés.

Figure 11. Synthése et libération des monoamines a la suite d’'un potentiel d’action. Les numéros indiquent
I'ordre des évenements jusqu’a la dégradation ainsi qu’au recyclage des neurotransmetteurs

'action des monoamines est achevée par différents acteurs. D’une part les
neurotransmetteurs peuvent étre recaptés par I'élément présynaptique via des transporteurs
membranaires qui ont des affinités différentes selon la nature des monoamines. Il s’agit du 5-
HTT (ou SERT) pour la sérotonine et du NAT/DAT respectivement pour la noradrénaline et la
dopamine. Une fois a l'intérieur des neurones présynaptiques, les monoamines sont soit
dégradées soit recyclées dans des vésicules d’exocytoses pour étre de nouveau libérées dans
la fente synaptique. La dégradation des catécholamines est assurée par deux types
d’enzymes : les catéchol-oxyméthyltransférases (COMT) et les monoamines oxydases et

notamment les sous-types A et B (MAO-A/MAO-B). La sérotonine, elle est dégradée
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uniqguement par la MAO-A donnant I'acide 5-hydroxyindoleacétique (5-HIAA) comme principal
métabolite.

De maniére intéressante, des données récentes suggérent que la recapture des monoamines
dans la fente synaptique peut également étre effectuée par l'intermédiaire d’autres
transporteurs situés sur les neurones post-synaptiques. Il a été montré que les monoamines
peuvent étre recaptées via des transporteurs de faible affinité dont les « Organic Cation
Transporters » (OCT). Les transporteurs OCT2 et OCT3, exprimés par de nombreuses sous-
populations neuronales (et certains astrocytes) dans les régions recevant des projections
monoaminergiques, participent donc a la clairance des monoamines (Gautron and
Pietranscosta, 2020). Enfin, il est a noter que les astrocytes jouent également un role crucial
dans la recapture des monoamines mais aussi dans leurs effets biologiques puisque ces
cellules gliales expriment différents sous types de récepteurs monoaminergiques (Quesseveur

et al., 2013).

[.3  Le systeme sérotoninergique

Les premieres preuves démontrant des altérations du systéme sérotoninergique dans le
cerveau de patients déprimés ayant fait une tentative de suicide sont apparues en 1976.
Asberg et ses collaborateurs ont mis en évidence un taux réduit de 5-HIAA, le principal
métabolite de la sérotonine, dans le liquide céphalorachidien (LCR) de ces personnes (Asberg
et al., 1976). En accord avec ces données, des travaux plus récents ont mis en évidence
qu’une diminution de l'apport nutritionnel en TRP entrainait I'apparition de symptémes
dépressifs chez ’humain (Sanchez-Villegas et al., 2009), et inversement les patients dépressifs
présentent une diminution des taux plasmatiques de L-tryptophane (Ogawa et al., 2014).
Cette diminution de TRP correle avec une diminution d’expression de la TPH2 et
I'augmentation d’expression de la MAO (Meyer et al., 2006; Zhang et al., 2015b). De plus,
I’analyse des variants du géne de la TPH2 a mis en évidence que certains polymorphismes de
la TPH2 été associée a une augmentation du risque de développer une dépression (Gao et al.,,
2016). Concernant un autre acteur clé du métabolisme de 5-HT, il a été montré dans une
analyse post-mortem de patient dépressif une augmentation de I'expression protéique de la
MAO-A ainsi que de son activité (Johnson et al., 2011). En accord avec ces derniers résultats,

des polymorphismes du géne codant pour la MAO-A et la COMT sont impliqués dans la
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dépression majeure (Gutiérrez et al., 2004; Antypa et al., 2013). Un autre argument en faveur
du réle de la 5-HT dans la dépression est fourni par I'étude de la neurotransmission
sérotoninergique dans les modeles animaux de stress. Par exemple, dans le modéle de
séparation maternelle, on retrouve globalement une diminution du taux de sérotonine dans
les structures limbiques qui s’accompagne d’un phénotype pseudo-dépressif (Ohta et al,,
2014). D’ailleurs, une diminution de la quantité de 5-HT associée a un hypofonctionnement
du systéme sérotoninergique a également été retrouvée dans le mPFC de souris exposées a
modele d’'UCMS (Ahmad et al., 2010; Lu et al., 2019). On peut aussi retrouver dans le modeéle
de défaite sociale, une diminution de 5-HT intracellulaire hippocampique coincidant avec une
augmentation de I'expression du transporteur SERT (Keeney et al., 2006; Zhang et al., 2012).
Enfin, dans le modéle CORT, une diminution des courants excitateurs post-synaptiques percus
par les neurones 5-HT du DRN a été observée (Prouty et al., 2019; Sowa et al., 2019). On
retrouve également moins de 5-HT hippocampique dans le modéle de dépression induit par
I'injection de LPS (Carabelli et al., 2020).

Il est également intéressant de noter que le développement de nouvelles techniques et
notamment |'optogénétique et chémogénétique s’averent étre des outils incontournables
pour confirmer les liens éventuels entre le systeme sérotoninergique et les comportements
anxio-dépressifs dans le modele rongeur. Si I'inactivation des neurones 5-HT n’a pas permis
d’obtenir des résultats convaincants a 'aide de ces approches, différents travaux montrent
que l'activation optogénétique des neurones sérotoninergiques du DRN entraine des effets
de type antidépresseurs (Ohmura et al, 2014; Abela et al, 2020). Quant a la
chémogénétique, indispensable pour modéliser des effets chroniques de la manipulation des
neurones 5-HT, il a récemment été rapporté que I'activation d’'un hM3Dq spécifiqguement sur
les neurones 5-HT du DRN, induit également des effets de type antidépresseurs (Teissier et
al., 2015; Urban et al., 2016).

Concernant les récepteurs impliqués dans la régulation des émotions, de nombreux travaux
restent a étre réalisés pour déterminer leur role respectif. On sait aujourd’hui que la 5-HT
possede de nombreux récepteurs membranaires, classés en 7 sous-types allant du 5-HT1 au
5-HT7. Parmi ces 7 sous-types, seul le récepteur 5-HT3 appartient aux récepteurs ionotropes,
les autres étant des récepteurs métabotropes couplés aux protéines G (RCPG). L'activation de
ces récepteurs intervient dans différentes fonctions dont I'anxiété et 'humeur (pour revue

(David and Gardier, 2016) — Tableau 4).
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Tableau 4. Classification des récepteurs 5-HT en fonction des voies de signalisation concernées et de leur
importance pharmacologique. D'aprés (Zieba et al., 2021)

Parmi les récepteurs sérotoninergiques, il semble, comme le montre le tableau 4, que le
récepteur 5-HT1 et plus particulierement le récepteur 5-HT1A joue un réle crucial non
seulement dans la physiopathologie de la dépression mais aussi dans le mécanisme d’action
des antidépresseurs actuellement disponibles (Albert and Lemonde, 2004; Albert and Vahid-
Ansari, 2019). Il est important de noter qu’il existe deux sous-types de récepteurs SHT1A, qui
différent dans leur localisation. Les récepteurs 5-HT1A présynaptiques, sont situés sur le soma
et les dendrites des neurones sérotoninergiques du DRN et les récepteurs 5-HT1A post-
synaptiques sont situés sur les neurones post-synaptiques. Les autorécepteurs 5-HT1A sont
important car ils agissent de telle sorte que leur activation module négativement I'activité des
neurones sérotoninergiques et in fine, la libération de sérotonine. Des études post-mortem
ont d’ailleurs montré une augmentation importante de la densité des autorécepteurs 5-HT1A
dans le DRN de patients suicidés (Stockmeier et al., 1998; Boldrini et al., 2008).

En accord avec cette observation, les modeles précliniques ont aussi permis d’apporter des
preuves supplémentaires quant a I'implication de cet autorécepteur 5-HT1A dans le contréle
du tonus sérotoninergique et les comportements dépressifs. Par exemple, une expression
élevée d’autorécepteurs 5-HT1A produit des effets de type pro-dépresseurs par rapport a des
animaux présentant une plus faible expression d’autorécepteurs 5-HT1A (Richardson-Jones et
al., 2010). De plus, des souris sur-exprimant 'autorécepteur 5-HT1A sont résistantes a un

traitement antidépresseur chronique (Vahid-Ansari et al., 2017) alors qu’une réduction de son
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expression produit des effets antidépresseurs, probablement dus a une réduction du
rétrocontrdle négatif sur I'activité des neurones sérotoninergiques (Bortolozzi et al., 2012).

De maniére intéressante, il a été rapporté dans un modéle génétique de dépression (« souris
helpless/souris Rouen ») qu’une hypersensibilité de I'autorécepteur 5-HT1A est associée a

une diminution du tonus sérotoninergique (El Yacoubi et al., 2003).

.4 Le systeme noradrénergique

Le systéme noradrénergique est composé de 7 groupes cellulaires (Al a A7) situés dans le
tronc cérébral. Le Locus coeruleus (LC) produit I'essentiel de la noradrénaline (NA) du
systeme nerveux central. Les projections noradrénergiques du LC sont vastes et innervent le
thalamus, I"hypothalamus, I"hippocampe ainsi que le cortex (Schwarz and Luo, 2015). Les
neurones du LC projettent également sur les neurones 5-HT (Levitt and Moore, 1979) et
réciproquement (Haddjeri et al., 1997). Il existe différents types de récepteurs
noradrénergiques, tous des RCPG, classés en 3 sous-types selon la nature de leur couplage
aux protéines G: al (Gq), a2 (Gi) et B (Gs). Les structures limbiques sur lesquelles projettent
les neurones NA du LC telles que le cortex frontal, I'amygdale et I'hippocampe expriment le
récepteur ai qui exerce un effet excitateur. Elles expriment également, dans une moindre
mesure, le récepteur oz qui possede une activité inhibitrice et permet ainsi, une régulation
fine de la neurotransmission noradrénergique (Borodovitsyna et al., 2017). Les récepteurs a,
ont été découverts pour la premiere fois en tant que récepteurs présynaptiques permettant
d’inhiber la libération des neurotransmetteurs dans le cadre d'une boucle de rétrocontréle
négatif (pour une revue, voir (Starke, 2001)).

Plusieurs études ont démontré I'implication du systeme noradrénergique dans la pathologie
dépressive. De facon similaire a ce qu’on observe avec la 5-HT, une diminution des taux du
MHPG, métabolite de la NA, a été observée dans le LCR et les urines de patients dépressifs
(Joseph et al., 1985). De plus, des études post-mortem sur cerveaux de patients suicidés ont
mis en évidence une diminution de la densité de récepteur al dans plusieurs régions
cérébrales dont le PFC (Gross-Isseroff et al.,, 1990). Au contraire, une augmentation de la
densité des récepteurs a2 inhibiteurs a été retrouvée dans I"hippocampe et le PFC de victimes
de suicide, ce qui soutient I'hypothése d’une diminution de la transmission noradrénergique

dans ces structures importantes pour la régulation des états émotionnels (Meana and Garcia-
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Sevilla, 1987; Gonzalez et al., 1994). Par opposition, un traitement par antidépresseurs
normalise la densité du récepteur a2 chez les sujets dépressifs (De Paermentier et al., 1997;
Garcia-Sevilla et al., 1999).

Par ailleurs, les patients dépressifs ou suicidés présentent une activité noradrénergique
réduite qui se traduit par une diminution de la liaison aux NAT dans le LC suggérant ainsi une
perte de neurones contenant de la NA (Klimek et al., 1997) et dans d'autres zones limbiques
suggérant ici une perte des innervations axonales de NA (Ordway and Klimek, 2001). De la
méme facon que pour le systeme sérotoninergique, il existe des polymorphismes des acteurs
du systéme noradrénergique. Entre autres, il a été retrouvé une association entre un variant
du géne de la dopamine béta-hydroxylase (DBH) permettant la conversion de DA en NA) avec
la dépression chez les femmes agées, reflétant ainsi un dysfonctionnement du systeme
noradrénergique (Togsverd et al., 2008) mais également du NAT (Pan et al., 2015). De plus, la
réponse aux traitements antidépresseurs peut étre dépendante du polymorphisme des
récepteurs a la noradrénaline. En effet les patients porteurs d’un des variants du récepteur B

-adrénergique ont présenté un taux de réponse 5 fois supérieur par rapport aux patients ne

présentant pas ce variant (Firouzabadi et al., 2017).

Stratégies thérapeutiques pharmacologiques

Depuis la découverte dans les années 50 des premiers antidépresseurs, les cliniciens
disposent de tout un arsenal de stratégies et traitement thérapeutiques afin de prendre en
charge les patients atteints de TDM. Parmi ces différentes stratégies, on retrouve notamment
des approches pharmacologiques avec les médicaments antidépresseurs ainsi que des
approches non pharmacologiques efficaces notamment dans les cas de dépression résistante.

Dans cette partie, je décrirai les différentes classes d’antidépresseurs en m’attardant plus
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particulierement sur le cas de la venlafaxine (Effexor®), qui a été choisie au cours de ma these
comme agent pharmacologique pour contrecarrer les effets de la CORT en raison de ses
propriétés pharmacologiques. Les principaux traitements non pharmacologiques seront
ensuite abordés, notamment les stratégies dites « environnementales » connues pour exercer
un effet bénéfique sur I'humeur. Enfin les stratégies de combinaisons seront traitées afin de
préciser dans quelle mesure la combinaison d’interventions pharmacologiques et non

pharmacologique offre un avantage thérapeutique.

[I.1  Lesinhibiteurs de la Monoamine Oxydase (IMAQ)

La sérendipité a joué un rdle important dans la découverte du premier traitement
pharmacologique de la dépression. Des observations cliniques ont fait état d'effets
secondaires marqués de l'iproniazide chez des patients traités pour la tuberculose,
notamment une euphorie, un effet psychostimulant, une augmentation de l'appétit et une
amélioration du sommeil. Par la suite, une étude clinique a testé l'iproniazide pendant
plusieurs semaines chez des patients souffrant de dépression. Une amélioration significative
des symptdmes a ainsi été rapportée chez 70 % de ces patients (Loomer et al., 1957). C'est
ainsi que cet agent pharmacologique est devenu le premier traitement contre la dépression
dont les propriétés reposent sur la capacité a bloquer I'activité des monoamines oxydase
(IMAO non-sélectif et irréversible).

En effet, il existe deux isoenzymes, la MAO-A et la MAO-B. La MAO-A est principalement
responsable de l'activité enzymatique pour la désamination de la sérotonine et de la
noradrénaline. En revanche, les deux isoenzymes désaminent la dopamine. Les MAOs
responsables de la dégradation des amines sont situées dans la partie terminale du neurone
présynaptique. L'inhibition de la MAO entraine ainsi une augmentation des quantités de
monoamines (Grabowski, 2021). En raison de ses propriétés pharmacologiques, l'iproniazide
est responsable d’effets indésirables majeurs dont des crises d'hypertension. Ces effets ont
finalement conduit a son retrait du marché. Il a été montré par la suite que l'inhibition de la
MAOQO-A était fonctionnellement impliquée dans les effets antidépresseurs des IMAOs
(Shulman et al.,, 2013). Dans le but d'améliorer la sécurité de ces inhibiteurs, le
développement de médicaments s'est focalisé sur molécules réversibles et sélectives telles
que le moclobémide (Manerix®). Une méta-analyse révele que le moclobémide est

significativement plus efficace que le placebo. Au niveau préclinique, le moclobémide s’est
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également montré efficace pour réduire les symptomes pseudo-dépressifs dont la résignation
dans un test de nage forcé chez la souris saine, ou encore restaure les déficits cognitifs
observés dans un modeéle de stress chronique (Nowakowska et al., 2001; Tatarczynska et al.,
2004). Cette capacité a améliorer I’état dépressif des animaux est en lien avec la capacité de
cette classe d’antidépresseurs a augmenter les concentrations extracellulaires des
monoamines dans différentes régions impliquées dans la régulation des émotions (Celada and

Artigas, 1993).

[1.2  Les tricycliques (TCA)

L'antidépresseur appartenant a la classe des tricycliques (TCA) le plus connu est l'imipramine
(Tofranil®). Ce TCA a été approuvé en 1959 par la Food and Drug Administration (FDA) pour le
traitement de la dépression majeure en raison de sa capacité a réduire les symptomes
dépressifs chez les patients souffrant de dépression majeure (Kuhn, 1958). Le mécanisme
d’action des TCAs, encore inconnu au moment de sa découverte, est associé a une action
pharmacologique significative sur les deux transporteurs de recapture des monoamines. En
effet, au niveau de I'élément présynaptique on retrouve une inhibition des transporteurs du
NAT et du SERT. Il est communément admis que l'inhibition de la recapture de NA et de 5-HT
au niveau des protéines de transport est a l'origine des effets thérapeutiques des TCA via
I’'augmentation des concentrations extracellulaires de ces deux neurotransmetteurs dans la
fente synaptique (Koch et al.,, 2003). Au niveau préclinique, il a été montré que les TCAs
présentent des effets antidépresseurs apres une administration aiglie chez des animaux non
déprimés (imipramine : 5mg/kg, i.p.) (Kulkarni and Dhir, 2007) ainsi qu’aprés un traitement
chroniqgue dans le modele d’'UCMS (imipramine: 20mg/kg/j, i.p.; desipramine:
10mg/kg/j, i.p.) (Yalcin et al., 2008). Toutefois, ces agents pharmacologiques présentent une
cardiotoxicité liée au blocage du NAT et sont peu sélectifs et leur action antagoniste sur les
récepteurs adrénergiques al, muscariniques M1 et histaminergiques H1 sont responsables
d’effets indésirables qui limitent leur utilisation dont I'hypotension, la rétention urinaire ou

encore la somnolence (Cusack et al., 1994; Owens et al., 1997; Sanchez and Hyttel, 1999).
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II.3  Les Inhibiteurs Sélectifs de Recapture de la Sérotonine (ISRS)

Les ISRS inhibent sélectivement le transporteur de la sérotonine (SERT) avec des affinités
variables pour cette cible (Wong et al., 1995). De facon générale, les ISRS sont 10 a 3000 fois
plus sélectifs pour inhiber la recapture de 5-HT que celle de la noradrénaline et ont une tres
faible affinité de liaison pour les autres récepteurs tels que les récepteurs sérotoninergiques,
adrénergiques al, a2 et B, histaminergiques H1, muscariniques et dopaminergiques D2
(Thomas et al.,, 1987; Wong et al.,, 1995; Owens et al., 1997; Sanchez and Hyttel, 1999). Grace
a cette sélectivité, les effets indésirables des ISRS sont atténués comparés a ceux des IMAOs
ou des TCA méme s’ils sont parfois responsables d’effets centraux comme l'insomnie, les
nausées et les troubles de la libido (Papakostas, 2008).

Concernant leurs effets thérapeutiques, I'administration aiglie d’ISRS (fluoxétine, citalopram,
escitalopram) entraine une augmentation drastique des concentrations extracellulaires de
sérotonine ([5-HT]ext) dans la fente synaptique des régions de projections permettant la
stimulation des récepteurs sérotoninergiques postsynaptiques (Cuadra et al., 2001; Bymaster
et al.,, 2002a; Nguyen et al., 2013; Ortega et al, 2013). Cette augmentation du tonus
sérotoninergique est un mécanisme essentiel dans I'efficacité des ISRS puisqu’il a été montré
que la déplétion en sérotonine a I'aide de la PCPA (un inhibiteur sélectif et irréversible de
I'enzyme de synthése de sérotonine), prévient I'effet antidépresseur de la fluoxétine (Page et
al., 1999). Des études de microdialyse intracérébrale montrent que les ISRS sont également
capables d’augmenter les concentrations extracellulaires de 5-HT ([5-HT]ext) dans le DRN,
c’est-a-dire autour des corps cellulaires des neurones sérotoninergiques et ce de maniere
plus importante que dans les aires de projections (PFC/hippocampe) (Bel and Artigas, 1992;
Hervas and Artigas, 1998). Cette différence peut s’expliquer par le fait que le SERT est
fortement exprimé dans le DRN comparé a d’autres structures (Bengel et al., 1997). Or,
I’'accumulation de 5-HT autour des corps cellulaires constitue un frein majeur a l'activité
thérapeutique des ISRS. En effet, des études électrophysiologiques in vitro ou in vivo
montrent que l'augmentation de 5-HT dans cette région en réponse a l'application ou
I’administration d’un ISRS, diminue I'activité de décharge des neurones 5-HT (Blier et al,,
1984; Czachura and Rasmussen, 2000; Sprouse et al., 2000). On sait aujourd’hui que cette
inhibition est médiée par la sur-activation de l'autorécepteur somatodendritique S5HT1A

(Artigas, 1993; Romero et al., 2003). Cette diminution de I'activité de décharge des neurones
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du DRN a pour conséquence de limiter I"augmentation des [5-HT]ext dans les aires de
projection pourtant fondamentale pour que les effets bénéfiques des ISRS se manifestent.
L"utilisation de souris mutantes privées de I'autorécepteur 5-HT1A dans le DRN présente une
meilleure résilience face au stress ainsi qu’une meilleure réponse aux antidépresseurs
(Richardson-Jones et al., 2010). Par ailleurs, I'utilisation de nouvelles stratégies basées sur
I'injection icv de petits ARN interférents (ARNsi) ayant pour but d’inactiver I'autorécepteur 5-
HT1A a permis de confirmer le role de cette cible dans le mécanisme d’action des
antidépresseurs. Ainsi il a été rapporté que la diminution d'expression des autorécepteurs 5-
HT1A a l'aide de ces outils entraine une potentialisation de l'effet de la fluoxétine sur
I'augmentation des [5-HT]ext corticales comme chez des souris KO pour ce récepteur
(Bortolozzi et al., 2012).

Au fur et a mesure que le traitement par ISRS se prolonge, notamment aprés 28 jours
d’administration, on observe un rétablissement progressif de la fréquence de décharge des
neurones 5-HT du DRN (Blier et al., 1984, 1987). Cette normalisation s’explique par une levée
d’inhibition imputée a la désensibilisation de I'autorécepteur 5-HT1A liée a I'accumulation de
5-HT endogene dans le DRN. De maniére intéressante, des études indiquent que I"apparition
des effets thérapeutiques comportementaux des ISRS chez I'animal est concomitante a la
désensibilisation des récepteurs 5-HT1A (Popa et al., 2010)(Figure 12).

Ce phénomene de désensibilisation s’observe au travers de la réponse induite par un agoniste
du 5-HT1A, le 8-OHDPAT sur la décharge électrique des neurones sérotoninergiques. En effet,
si 'administration de 8-OHDPAT inhibe compléetement I'activité électrique de ces neurones, la
dose nécessaire de 8-OHDPAT pour induire une diminution de la fréquence de décharge des
neurones 5-HT du DRN est plus importante aprés un traitement a long terme avec un ISRS
(Chaput et al.,, 1986; Rainer et al, 2012). En accord avec ces données, les études de
microdialyse intracérébrale rapportent une diminution des [5-HT]ext en réponse au 8-OHDPAT
plus faible suite a un traitement chronique a la sertraline, un autre ISRS, comparé aux
animaux n’ayant pas recu d’antidépresseur de facon prolongée (Invernizzi et al., 1994; Rossi
et al.,, 2008). Cette désensibilisation a également été observée en utilisant d’autres
paradigmes. Par exemple, il a été montré que la capacité du 8-OHDPAT a réduire I'activité
électrique des neurones sérotoninergiques du DRN ou a diminuer la température corporelle
est fortement atténuée par I'administration chronique de fluoxétine comparée a des animaux

n’ayant pas recu cet ISRS (Rainer et al., 2012).
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Toutefois le récepteur 5-HT1A n’est pas le seul autorécepteur permettant de réguler le tonus
sérotoninergique. Dans les zones de projection de la sérotonine, la fixation de la 5-HT sur
I'autorécepteur 5-HT1B entraine une inhibition de sa propre libération. Ainsi, les souris
mutantes privées des récepteurs 5-HT1B présentent une augmentation des [5-HT]ext en
réponse a un ISRS et un phénotype de type antidépresseur plus prononcé que chez des souris
sauvages (Gardier et al., 2003; Nautiyal et al.,, 2016). En accord avec ces données, la
fluoxétine induit une désensibilisation du récepteur 5-HT1B correspondant a |'apparition
retardée des effets antidépresseurs dans les études cliniques (Lifschytz et al., 2004; Newman
et al.,, 2004) mais cette idée de perte de fonction du 5-HT1B n’est pas encore clairement

démontrée.

Figure 12 Représentation schématique du mode d’action des ISRS. Contrairement a I'administration unique (A),
I"'administration chronique (B) d’un ISRS engendre une désensibilisation fonctionnelle de I'autorécepteur 5-HT1A
conditionnant son effet antidépresseur (D’aprés(David and Gardier, 2016)
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L'activité des neurones 5-HT du DRN peut également étre modulée positivement par les
récepteurs 5-HT2B couplés positivement a une protéine Gg. Les neurones sérotoninergiques
du raphé expriment a la fois les récepteurs 5-HT1A et 5-HT2B, indiquant que ces 2 récepteurs
pourraient tous les deux participer a la régulation du tonus sérotoninergique (Diaz et al,,
2012). En particulier, il a été rapporté que la stimulation du récepteur 5-HT2B augmente les
[5-HT]ext hippocampiques tandis que les effets des ISRS sont perdus chez les souris mutantes
privées du récepteur 5-HT2B, soutenant un role excitateur de ce récepteur sur I'activité des
neurones sérotoninergiques (Doly et al., 2008; Diaz and Maroteaux, 2011; Diaz et al., 2012).
De méme, chez des souris invalidées pour le récepteur 5-HT2B uniquement dans les neurones
sérotoninergiques, on reproduit I'absence d'effets des ISRS. Ces souris présentent également

une diminution de la décharge des neurones sérotoninergiques du DRN (Belmer et al., 2018).

[I.4 Les inhibiteurs de recapture de la noradrénaline et les inhibiteurs mixtes de
recapture de la sérotonine et de la noradrénaline

Deux autres classes d’antidépresseurs ont vu le jour. Ces antidépresseurs exercent leurs
effets thérapeutiques via le blocage de la recapture de NA et/ou celle de la 5-HT. Si les
inhibiteurs de recapture de la noradrénaline (IRN) ciblent le transporteur NAT, les inhibiteurs
mixtes de recapture de la sérotonine et de la noradrénaline (IRSN) ont le méme mécanisme
d’action que les TCAs mais présentent une meilleure balance bénéfique/risque en raison
d’effets indésirables moins importants notamment au sujet de la cardiotoxicité.

Le premier agent noradrénergique purement sélectif disponible a ce jour est la reboxétine
(Wong et al., 2000a). Lorsqu'elle est administrée de maniére aigle, la reboxétine diminue la
fréquence de décharge des neurones noradrénergiques. Le blocage du NAT induit une
augmentation des concentrations extracellulaires de NA ([NA]ext) notamment dans le LC.
Dans cette structure on retrouve des autorécepteurs a2 régulant de maniere négative le
tonus noradrénergique (Starke, 2001). Ces données sont cohérentes avec des études de
microdialyse intracérébrale réalisées chez le rongeur montrent que la réboxetine ainsi que
I’'atomoxétine augmentent les [NA]ext dans les aires de projections noradrénergiques telles
que le PFC et I'hippocampe (Sacchetti et al., 1999; Bymaster et al., 2002b; Page and Lucki,
2002).
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Des résultats similaires ont également été retrouvés avec les IRSN (Invernizzi and Garattini,
2004). Cependant, comme pour les ISRS, les effets bénéfiques chez I"humain apparaissent
qu’aprés un traitement au long cours. Contrairement aux ISRS, la reboxetine (IRN) ou encore
le milnacipran (IRSN) n’induisent pas de changement adaptatif sur la sensibilité des
autorécepteurs a2 présents au niveau des somas des neurones puisque ces derniers
n‘auraient pas la capacité de se désensibiliser (Lacroix et al., 1991; Mongeau et al., 1998;
Szabo and Blier, 2001). Toutefois, il est intéressant de noter que les récepteurs a2 terminaux
sont capables de se désensibiliser (Parini et al., 2005). Toutefois malgré des mécanismes qu’il
reste encore a décrire de maniére plus fine, il apparait que cette classe d’antidépresseur et
notamment les IRSN agissent sur les symptémes dépressifs chez I’"humain (Partie 2 - section
I.5) ainsi que dans les modéles précliniques.

Ces antidépresseurs viennent ainsi compléter 'arsenal des traitements antidépresseurs avec
I"espoir pour les inhibiteurs mixtes d’'une meilleure efficacité que les ISRS en raison d’une
action sur deux systémes monoaminergiques. Au sein de cette classe d’antidépresseurs on
retrouve :

- les IRN bloquant exclusivement le NAT telle la reboxetine (Edronax®) ou I'atomoxétine
(Strattera®) (Bymaster et al., 2002b; Page, 2003).

- les IRSN bloquant a la fois la recapture de la sérotonine et de la noradrenaline telle la
venlafaxine (Effexor®), la duloxétine (Cymbalta®) et le milnacipram (Ixel®) (Sanchez and

Hyttel, 1999; Bymaster et al., 2001; Millan et al., 2001; Vaishnavi et al., 2004).

[I.5 Le cas de la venlafaxine
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Résumé

La dépression majeure est I'un des troubles psychiatriques les plus courants dans le monde.
Les antidépresseurs actuellement disponibles ciblent le systeme sérotoninergique mais
présentent d'importantes limites thérapeutiques. De nombreux traitements ont été
développés pour contourner ces probléemes comme la venlafaxine, un inhibiteur mixte de
recapture de la sérotonine (5-HT) et de la noradrénaline (NA). Cet agent se lie et bloque les
transporteurs de SERT et NAT de la 5-HT et de la NA. Malgré ce profil pharmacologique, il est
difficile d'avoir un apercu valable de sa capacité a produire une efficacité plus robuste que
les inhibiteurs sélectifs de recapture. Dans cette revue, nous fournissons une caractérisation
approfondie des propriétés de la venlafaxine, depuis données in vitro jusqu'a l'efficacité
clinique chez les patients déprimés.

Les études précliniques montrent que I'effet antidépresseur de la venlafaxine est souvent
associé a une augmentation de la neurotransmission sérotoninergique a faibles doses. En
revanche, des doses élevées provoquent une augmentation concomitante des
concentrations extracellulaires de 5-HT et NA dans différentes régions cérébrales.
L'hippocampe semble jouer un réle crucial dans les effets antidépresseurs de la venlafaxine
en stimulant plusieurs processus de neuroplasticité. Bien qu'il n'existe pas d'études
comparatives entre la venlafaxine et les autres antidépresseurs, plusieurs méta-analyses
montrent une aussi bonne efficacité clinique sur les symptomes dépressifs que les
antidépresseurs classiques mais une tolérance plus faible. En conclusion, il apparait que la
venlafaxine représente un des traitements les plus efficaces pour lutter contre la dépression
majeure bien que des études comparatives complémentaires sont nécessaires pour fournir
des conclusions définitives sur sa supériorité.
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Abstract

Major depression is one of the most common psychiatric disorders worldwide. Currently, available antidepressants
target the serotonin system but have important limitations. Numerous treatments have been developed to
circumvent these issues as venlafaxine, a mixed serotonin-norepinephrine reuptake inhibitor that binds and blocks
monoamine transporters. Despite this pharmacological profile, it is difficult to have a valuable insight into its
ability to produce more robust efficacy than single-acting agents.

In this review, we provide an in-depth characterization of the properties of venlafaxine from in vitro data to
preclinical and clinical efficacy in depressed patients and relevant animal models to compare it to the most
common antidepressants.

Preclinical studies show that its antidepressant effect is often associated with enhancing serotonergic
neurotransmission at low doses. In contrast, high doses elicit a concomitant increase in 5-HT and NE tones in
different brain structures. The hippocampus appears to play a crucial role in venlafaxine-mediated antidepressant
effects stimulating several neuroplasticity processes. Although there are no comparative studies between
venlafaxine and the other antidepressant drugs, venlafaxine appears to be one of the most effective treatments. It
also shows a high efficacy on depressive symptoms at the clinical level but to the same extent as common
antidepressants depending on the dose used. However, these data are counterbalanced by a lower tolerance. In
conclusion, venlafaxine appears to be one of the most effective treatments for treatment of major depression. Still,

direct comparative studies are warranted to provide definitive conclusions about its superiority.
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5-HT, 5-hydrotryptamine or serotonin; 5-HT 1A, serotonin 1 A receptor; 5-HT 1B, serotonin 1B receptor; [S-HT]ext,
extracellular serotonin; BDNF, brain-derived neurotrophic factor; CA3, Ammon’s horn 3; cFST, chronic forced
swim test; CI, confidence interval; CNS, central nervous system; CORT, corticosterone; CSD, chronic social
defeat; DA, dopamine; DAT, dopamine transporter; [DA]ext, extracellular dopamine; DRN; dorsal raphe nucleus;
EDS50, median effective dose; EPM, elevated plus maze; EZM, elevated zero maze; FST, forced swim test; HAM-
D, Hamilton depressive rating scale; HPA, Hypothalamic—pituitary—adrenal axis; LC, locus coeruleus; LPS,
lipopolysaccharide; MADRS, Montgomery-Asberg rating scale; MD, mean difference; MDD, major depressive
disorder; MED, minimal effective dose; MMP, matrix metalloproteinase; MS, maternal separation ; NE,
norepinephrine or noradrenaline; NET, norepinephrine transporter ; [NE]ext, extracellular norepinephrine, NNT,
number needed to treat; NRI, norepinephrine reuptake inhibitor; NSF, novelty suppress feeding; OB, olfactory
bulbectomy; OCT2, organic cation transporter 2; OF, open field; OR, odd ratio; OVX, ovariectomy; PNN,
perineuronal net; POCD, post-operative cognitive dysfunction; PV, parvalbumine; RCT, random control trial; RR,
risk ratio; RT50, recovery time 50; SERT, serotonin transporter; SMD, standard mean difference; SNRI, serotonin-
noradrenaline reuptake inhibitor; SPT, sucrose preference test; SSRI, selective serotonin reuptake inhibitor; ST,
splash test; TCA, tricyclic antidepressant; TST, tail suspension test; UCMS, unpredictable chronic mild stress;

VTA, ventral tegmental area; WHO, world health organization
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1. INTRODUCTION

Major depressive disorder (MDD) is a mental disorder characterized by numerous and persistent symptoms such
as anhedonia, anxiety, despair, social withdrawal, cognitive deficits, sleep disturbance, and feelings of guilt.
According to the World Health Organization (WHO), more than 250 million patients will suffer from MDD in the
coming years worldwide. The pathophysiological mechanisms underlying MDD are not yet fully understood, but
the monoamine-deficiency hypothesis is now well accepted. This hypothesis stipulates that the occurrence of MDD
is associated with deficiencies of the three main monoamine neurotransmitters, namely 5-hydroxytryptamine (5-
HT), norepinephrine (NE), and dopamine (DA). On the contrary, stimulating monoaminergic transmission using
monoamine reuptake inhibitors or monoamine oxidase inhibitors have proven to be effective in improving mood
[1]. By inhibiting the serotonin transporter (SERT), the selective serotonin reuptake inhibitors (SSRIs) such as
fluoxetine, paroxetine, or (es)-citalopram block 5-HT reabsorption into neurons, thereby increasing extracellular
serotonin concentrations in the synaptic cleft. Although the monoamine-deficiency hypothesis does not fully
capture the complex dimension of MDD, efforts are still underway to improve the effectiveness of SSRIs [2]. It is
well documented that this class of antidepressants effectively relieves the symptoms of depression in 60%—65%
of the cases. However, a significant proportion of depressed patients does not respond appropriately to these
treatments [3]. Moreover, the remission rate of ~30% is low, and even if antidepressants rapidly increase the
extracellular levels of monoamines in the central nervous system (CNS), the first therapeutic signs often take
several weeks (i.e., 4-6) to appear.

Owing to the etiological heterogeneity of MDD and the obvious therapeutic limits of SSRIs, it is difficult to
conceive that modulating serotonergic neurotransmission alone can generate beneficial and enduring effects in all
patients [4]. In this context, research in neuropsychopharmacology aims to improve the therapeutic activity of
pharmacological drugs that enhance serotonergic tone. It has been postulated that the concomitant inactivation of
the SERT and NE transporters (NET) could produce more potent effects than single-acting compounds [5].
However, it is still unclear whether adding the noradrenergic component yields more robust antidepressant effects.
This review provides a synthetic overview of current knowledge of the pharmacological properties of venlafaxine
from preclinical and clinical studies. Preclinical studies have focused on the mechanisms of action of venlafaxine
and its behavioral effects. In contrast, clinical trials or meta-analyses were designed to compare this drug's efficacy

with other conventional antidepressant treatment options and highlight its potential superiority.

2. PHARMACOLOGICAL PROFILE OF VENLAFAXINE

The venlafaxine binding profile was initially conducted in vitro and its affinity for different pharmacological
targets was evaluated. In rats and humans, a preferential interaction of venlafaxine with SERT compared to NET
was reported, whereas its affinity for DAT is very low and insignificant in both species [6,7]. Venlafaxine displays
a preferential (30-fold higher) affinity for the SERT compared to NET (i.e., KiSERT: 82 nM vs. KiNET: 2480
nM) in the rat brain [6]. The affinity of venlafaxine towards other pharmacological targets involved in the
modulation of cerebral monoaminergic neurotransmission (serotonergic, adrenergic, dopaminergic, muscarinic,
and histaminergic receptors) was also evaluated. It appears that venlafaxine displays a negligible off-target affinity

supporting the idea that it could lack of side effects, notably those observed with the tricyclics (TCAs).

67


http://www.rapport-gratuit.com/

Regarding its functional activity, venlafaxine blocks the SERT at the dose of 8 mg/kg in mice, while a twice higher
dose is necessary to inhibit the NET [8]. In line with the latter observations, it inhibits 5-HT reuptake in a potent
and robust manner at the dose of 75 mg in depressed patients, whereas higher doses (i.e., 150-225 mg) are required
to induce NE reuptake inhibition [9]. These data demonstrate that depending on the dose, venlafaxine can
specifically target serotonergic neurotransmission alone or both serotonergic and noradrenergic tones without

acting on off-targets.

3.IN VIVO PRECLINICAL STUDIES OF VENLAFAXINE PROPERTIES

3.1. Electrophysiological properties of venlafaxine

The electrophysiological properties of venlafaxine on monoaminergic neurons have been extensively investigated.
Due to its ability to block the SERT and the NET, this compound produces a strong impact on both 5-HT and NE
systems, associated with different acute and chronic effects. To understand the in vivo electrophysiological
properties of venlafaxine, it is essential to bear in mind that monoamine transporters are expressed in the cell
bodies regions (either on collaterals or directly on soma) and that their inhibition influences neuronal firing rate

due to the presence of presynaptic inhibitory autoreceptors (Figure 1, Table 1).

o 3.1.1 Acute in vivo studies on monoaminergic neurons

Initial electrophysiological studies demonstrate that the acute administration of venlafaxine dose-dependently
inhibits the spontaneous firing rate of dorsal raphe nucleus (DRN) 5-HT neurons with an ED50 value of 233 pg/kg
1.v. in anesthetized rats [10]. Evidence shows that the 5-HT1A receptor antagonist WAY 100635 abolishes this
inhibitory response [7,11-13]. This demonstrates that venlafaxine leads to an accumulation of 5-HT around 5-HT
cell bodies, which in turn, stimulates inhibitory somatodendritic 5-HT1A autoreceptors. Regarding noradrenergic
neurons, studies show that they are also dose-dependently inhibited by venlafaxine, but to a lesser degree. Indeed,
the spontaneous firing of locus coeruleus (LC) NE neurons is inhibited by venlafaxine with an ED50 of 727 pg/kg
1.v [10]. This response is abolished in the presence of alpha2-adrenergic receptor antagonist, idazoxan [14], raising
the possibility that the over-activation of inhibitory somatodendritic alpha2-adrenergic receptors mediates such

response.

o 3.1.2 Sub-chronic and chronic in vivo studies on monoaminergic neurons

Single-unit recordings in the rat DRN show that two days of subcutaneous administration of venlafaxine (10
mg/kg) decreases the activity of 5-HT neurons and to a lesser extent, NE neurons [15], as observed after acute
administration [10]. In marked contrast, this effect is no longer observed after 21 days of treatment, suggesting a
progressive attenuation of the inhibitory feedback exerted by somatodendritic 5-HT1A autoreceptors. This is
evidenced by the fact that venlafaxine desensitizes these autoreceptors after 21 days of treatment at doses of 10 to
40 mg/kg [15]. In contrast, single-unit recordings in the LC show that the inhibitory action of venlafaxine persists

after 14 and 21 days of treatment (10 — 40 mg/kg). Although the reasons for such differences between the 5-HT
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and NE systems remain debatable, it was proposed that the alpha-2-adrenergic autoreceptors do not have the

peculiarity to desensitize [14,16].

o 3.2.1 In vivo studies on postsynaptic monoaminergic neurons

At the nerve terminals and particularly in the hippocampus, postsynaptic pyramidal CA3 neurons are sensitive to
5-HT and NE. These post-synaptic neurons express 5S-HT1A and alpha-2 heteroreceptors which mediate inhibitory
responses. Accordingly, acute intravenous administration of venlafaxine (5 mg/kg) in rats results in a massive
(73%) suppression of CA3 pyramidal neurons firing, similar to the effects of the SSRI paroxetine [15].
Interestingly, this effect is reversed by the 5-HT1A antagonist WAY 100635 [15]. Hence, any increase in
extracellular 5-HT levels, but also of NE, results in the progressive attenuation of postsynaptic neuronal activity.
This property has been successfully used to assess the in vivo potency of pharmacological agents known to inhibit
monoaminergic transporters. Indeed, the time required for the firing activity to recover 50% of the initial firing
rate after application of 5-HT or NE (recovery time: RT50 value) is an indication of reuptake inhibitors' ability to
maintain 5-HT and/or NE in the synaptic cleft. The higher the RT50 value, the higher the ability to block the
transporters. Of note, the subcutaneous administration of venlafaxine at 16 mg/kg significantly increased the RT50
after the microiontophoretic application of 5-HT or NE [8]. This highlights the ability of venlafaxine to prolong
inhibitory actions of 5-HT and NE onto CA3 pyramidal cells by blocking their respective transporters.
Interestingly, the genetic depletion of the organic cation transporter 2 (OCT2), a transporter exhibiting low affinity
for monoamines, potentiates venlafaxine-induced increase in RT50 [8]. This suggests that residual 5-HT and NE
could be removed from the synaptic cleft by OCT2.

Chronic administration of venlafaxine (21 days by osmotic minipumps at either 10 or 40 mg/kg/day) increases
RT50 for 5-HT [15]. The authors show an enhancement of serotonergic neurotransmission after 21-days of
treatment with venlafaxine, and this effect is only achieved under conditions where the desensitization of the
terminal 5-HT 1B autoreceptors is appended to the somatodendritic 5-HT1A receptors [15]. Remarkably, RT50 for
NE is increased only at the dose of 40 mg/kg/day, corroborating a preferential effect on SERT inhibition over NET
inhibition [15]. Taken together, these data confirm the above-mentioned in vitro data that venlafaxine blocks the

reuptake of 5-HT and to a lesser degree NE.

3.3. Neurochemical properties of venlafaxine

e 3.3.1. Monoamine’s neurotransmission and autoreceptors

The neurochemical effects of venlafaxine on extracellular monoamines have been assessed in different brain
structures using in vivo microdialysis in rodents.

In the rat frontal cortex, Millan and collaborators examined the acute effects of increasing doses of subcutaneous
venlafaxine on the extracellular concentrations of the three monoamines ([5-HT]ext, [NE]ext and [DA]ext). In
agreement with venlafaxine ability to block the SERT and the NET, the authors observed a significant and dose-
dependent increase of [SHT]ext starting from 0.63 mg/kg up to 40 mg/kg of venlafaxine with a maximal increase
of 400% from baseline. Likewise, venlafaxine increases [NE]ext approximately by 500% which remains elevated

for up to 3 hours after subcutaneous administration of the antidepressant at the dose of 40 mg/kg. Although
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venlafaxine has no affinity for the DAT, increases of cortical [DA]ext are also detected in response to venlafaxine
from 2.5 mg/kg up to 40 mg/kg [7]. It was proposed that the pharmacological inactivation of the NET might
prevent DA reuptake by a heterologous reuptake process [17,18]. Regarding NE, a significant increase of [NE]ext
was detected in the rat brain following administration of 3 to 30 mg/kg of venlafaxine [19,20]. Similar results were
obtained from mice in which intraperitoneal administration of venlafaxine at the dose of 30 mg/kg also increased
the cortical extracellular concentrations of the three monoamines [21]. In mice, the effects of venlafaxine on
[SHT]ext (but not on [NE]ext) were even observed at a lower dose (i.e. 8 mg/kg) [22]. It should be noted that all
these data originate from non-depressed mice. In the rat hippocampus, another brain region critically involved in
MDD, the acute subcutaneous administration of venlafaxine (5, 10, and 20 mg/kg) fosters [SHT]ext and [NE]ext
[7,23]. In the rat striatum and nucleus accumbens, venlafaxine (10 mg/kg, s.c) induces an increase in [SHT]ext
whereas [DA]ext remains unchanged [7].

Only a few studies assessed the effect of chronic venlafaxine on monoaminergic neurotransmission. Surprisingly,
a 14 or 21 day-period of subcutaneous or intraperitoneal administration of venlafaxine at the doses of 10 and 30
mg/kg does not affect cortical [SHT]ext, [NE]ext, and [DA]Jext basal levels [7,21]. Gur and colleagues also
evaluated the effect of the intraperitoneal administration of venlafaxine at the dose of 5 mg/kg for 28 days and
again, they did not observe significant effects on [SHT]ext [24]. However, another study reports that the chronic
subcutaneous administration of venlafaxine for 14 days at the dose of 10 mg/kg increases cortical [SHT]ext and
[NE]ext and that such effects could be potentiated by an OCT2 pharmacological blocker [25]. This finding further
confirms that OCT2 contributes to the clearance of the remaining 5-HT and NE in the synaptic cleft.

3.4. Behavioral effects of venlafaxine

Preclinical studies have explored its antidepressant properties in naive non-stressed animals and in various animal
models of depression. These include animals submitted to unpredictable chronic mild stress (UCMS), chronic
social defeat (CSD), maternal separation (MS), olfactory bulbectomy (OB), ovariectomy (OVX) or to prolonged
administration of corticosterone (CORT). This part of the review focuses on the behavioral effects of venlafaxine

on mice.

o 3.4.1. In healthy mice

The efficacy of venlafaxine on mice depressive-like behavior was mainly evaluated using the FST and the TST
tests and a wide range of doses was screened (from 1 up to 80 mg/kg). Michel Bourin’s group was the first to
evaluate the behavioral effects of venlafaxine in mice and reported that its acute venlafaxine (8 mg/kg to 64 mg/kg)
elicits antidepressant-like effects in the FST and TST as evidenced by a reduction of animal’s immobility time.
This study also showed that 8 mg/kg of venlafaxine blocks 5-HT reuptake inhibition, while doses above 16 mg/kg
seem to inhibit the SERT and the NET [26]. Such beneficial effects are unlikely to result from a psychostimulant
effect since high doses of venlafaxine do not influence locomotor activity [14]. Of note, most of the subsequent
studies did not demonstrate the antidepressant-like effects of venlafaxine when doses below 8 mg/kg were used
[27-30] (Table 2). However, some studies report beneficial effects of venlafaxine intraperitoneal administration

at doses of 4 [31] (Table 2). To explain these mixed results, the importance of mice strain and gender was explored
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(variables not shown in Table 2). It appears that most studies used males and that C57BL6 and albino
(CD1/SWISS/LACA) mice were more prone to respond to low doses (<8 mg/kg) of venlafaxine. The mode of
administration could be another important parameter of venlafaxine efficacy since its antidepressant-like effects
appear at 80 mg/kg but not at 20 mg/kg when given orally [32].

Collectively, these data suggest that in non-pathological conditions, the acute administration of venlafaxine
produces antidepressant-like effects at doses ranging from 8 to 80 mg/kg and that the expression of its beneficial
effects does not necessarily require the noradrenergic system.

With respect to sub-chronic (< 7 days) administration, two studies tested whether prolonged treatment with
venlafaxine could produce more robust effects than those observed after acute administration [33,34]. It is
noteworthy that the antidepressant-like effects of venlafaxine (10 mg/kg; i.p.) were observed in both FST and TST,
following daily drug administration during three consecutive days [33]. In another work, venlafaxine was
administered for five days at either 10 or 30 mg/kg, and despair was evaluated each day in the FST [34].
Remarkably, at 10 mg/kg venlafaxine produced antidepressant-like effects observable from the first day of
treatment, and this response persisted to the fourth day. In contrast, at 30 mg/kg venlafaxine triggered
antidepressant-like effects only after three and four days of treatment. Considering these data, one would anticipate
that chronic administration of venlafaxine also promotes positive effects in the FST and TST. Indeed, such
beneficial effects were observed from the seventh day of treatment in the TST and after two weeks of exposure in
the FST and TST [35]. It is plausible that such delay coincides with the time required for the cellular and structural
adaptations that underlie the therapeutic effect of antidepressants and contribute to the adaptive plasticity induced
in the brain by these drugs. In another study, two weeks of venlafaxine at the dose of 16 mg/kg had no
antidepressant-like effect [36]. However, after three weeks of treatment, venlafaxine 4 [37] and 5 [38] mg/kg
elicited antidepressant-like effects in the FST and TST. Higher doses were also tested (10 — 20 mg/kg), revealing
a dose-response relationship [38]. After 4 weeks of treatment with venlafaxine (10 mg/kg, p.o.) antidepressant-
like effects were also observed in the TST [39]. Although interesting, these data focused on despair and further

experiments are needed to determine whether venlafaxine also acts on other symptoms of depression.

The acute anxiolytic effect of venlafaxine was assessed using a large spectrum of concentrations (i.e. 10 — 60
mg/kg) and found from 30mg/kg [40]. Despite the beneficial effect on anxiety of a single administration of
venlafaxine, several studies failed to demonstrate anxiolytic-like effects of this drug when administered
chronically. Indeed, two or four weeks of venlafaxine at the dose of 10 or 16 mg/kg had no effect on the time spent
in the open arms or in the center of the arena in the EPM, OF or EZM test [39,41,42].

Altogether, studies using acute, sub-chronic, and chronic administration of venlafaxine in naive mice suggest that
over 8 mg/kg, venlafaxine elicits antidepressant-like effects on despair (Table 2). Furthermore, additional
anxiolytic effects of venlafaxine are observed after acute administration when administered at high dose, whereas

prolonged treatment does not.

o 3.4.2. In mouse models of depression

A review of the literature reveals 12 publications evaluating the effects of venlafaxine in mouse models of

depression. Among them, 3 used the chronic forced swimming test (cFST) model which involves subjecting mice
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to repeated swimming stress. In one study, mice are submitted to this protocol for 21 consecutive days while
receiving low doses of venlafaxine (from 2 to 16 mg/kg) [37]. Antidepressant-like effects in the FST and tail
suspension test (TST) were observed only after three weeks of treatment at the dose of 4 mg/kg. At higher doses
(8 and 16 mg/kg), the antidepressant-like effects occur after two weeks of treatment [37,43]. In another study, the
cFST is applied for one week while mice receive venlafaxine at doses of 5 and 10 mg/kg. An immediate beneficial
effect persisting for seven days was revealed [44]. At the end of this experimental procedure, anxiolytic effects
were also found in the elevated plus maze (EPM) and the Mirror Chamber Test (approach-avoidance test when
animals are confronted by a mirror), whatever the dose administered [44].

The behavioral effects of venlafaxine were also tested in the chronic social defeat (CSD) model of depression
which consists in repeatedly exposing naive mice to aggressor mice. Venzala and colleagues treated mice with
venlafaxine for four weeks at a dose of 20 mg/kg before submitting them to a battery of behavioral tests. They
observed antidepressant-like effects in the FST and Sucrose Preference Test (SPT), anxiolytic responses in the
EPM and Novelty Suppressed Feeding (NSF). However, venlafaxine did not abolish the deficit in the social
interaction test [45]. In a different study, mice were treated with venlafaxine for six weeks at the dose of 16 mg/kg
before evaluating their behavior [46]. While no antidepressant nor anxiolytic effects were seen in the FST and
TST or EPM, an improved capacity for social interaction was observed in these animals [46]. Moreover, in
postoperative cognitive dysfunction (POCD), venlafaxine (16 mg/kg; i.p.) was shown to increase working memory
in the Y-maze [47]. Furthermore, mice submitted to mechanical and cold hyperalgesia induced by repeated
injection of oxaliplatin, developed traits characteristic of an anxiety-depressive phenotype, whereas the acute
venlafaxine treatment (16 mg/kg, s.c) alleviated neuropathic pain and promoted antidepressant-like effects in these
animals [48].

In two other studies, mice submitted to the Unpredictable chronic mild stress (UCMS) were used to address
venlafaxine’s antidepressant properties. After 7-days of venlafaxine (10 mg/kg, i.p.) treatment, antidepressant-like
effects were observed in the FST and TST, while only 3 days of treatment were not sufficient to elicit such effects
[33]. As expected, prolonged treatment of UCMS mice with venlafaxine 10 mg/kg (i.e., 8 weeks, i.p.) also
produced antidepressant-like effects in these behavioral paradigms [49].

Chronic administration of corticosterone (CORT) in the drinking water of mice is a widely used model depression,
which allows screening the effects of antidepressant drugs. For instance, an eight week-period of CORT exposure
induces depressive-like behaviors which are reversed by monoaminergic antidepressant drugs [50]. Indeed, 3
weeks (16mg/kg) chronic administration of venlafaxine exerted antidepressant- and anxiolytic-like effects in the
splash test (ST) and the zero-maze respectively [8]. Interestingly, studies showed that ovariectomy (OVX)-
induced depressive-like symptoms in females are reversed by long-term intragastric administration of venlafaxine.
In a first study, depressive-like behaviors occurred 8 weeks only after ovariectomy, and venlafaxine (70 mg/kg,
intragastric) therapeutic action in the TST is observed as early as after 1 and 2 weeks of treatment in OVX mice
compared to vehicle mice while depressive-like behavior occurred only 8 weeks after ovariectomy [51]. More
recently, these authors reported that intragastric administration of venlafaxine (9.75 mg/kg) in OVX females had
no effect in the EPM [52]. Last, Poretti et al (2016) used bulbectomy-induced depressive-like behavior in mice. In
this model, the oral administration of venlafaxine (5 to 20 mg/kg) elicited antidepressant effects in the TST after

3-weeks of chronic treatment at the highest dose (20 mg/kg) while antidepressant effects were observed after 4-
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weeks of treatment at 10 to 20 mg/kg [53]. The lowest dose (5 mg/kg) did not induce a change in immobility time

in this test.

The literature review indicates that venlafaxine displays antidepressant-like effects in various mouse models of
depression, when administered acutely, sub-chronically as well as chronically (Table 3). The effective dose, i.e.,
the dose that promotes beneficial behavioral effects on anxiety, was found to start at 8 mg/kg, although a few
studies have documented antidepressant-like effects at lower doses. Interestingly, most studies of chronic
venlafaxine administration show that venlafaxine becomes effective after a minimum of three weeks of treatment,

as is the case with conventional antidepressants (i.e., SSRI).

4. MECHANISM OF ACTION VENLAFAXINE: EMPHASIS ON BRAIN
PLASTICITY

4.1. Impact of venlafaxine on adult hippocampal neurogenesis

Ex vivo studies evaluated the influence of animal models of depression on Brain-Derived Neurotrophic Factor
(BDNF). They showed that corticosterone, mimicking an increased HPA reactivity and LPS induce a significant
reduction of BDNF gene and protein expression in the frontal cortex and hippocampus [54—56]. Going one step
further, several studies evaluated the effects of venlafaxine on BDNF expression and on hippocampal adult
neurogenesis. After 7 days of administration, venlafaxine increases BDNF expression in the hippocampus [57]
while fluoxetine fails to do so. In another study, 7 days of venlafaxine (10 mg/kg, p.o.) fails to modify hippocampal
or cortical BDNF protein level [58]. Nevertheless, the authors reported enhanced cortical BDNF protein levels in
response to the chronic administration of venlafaxine (21 days, 10 mg/kg, p.o.), while citalopram had no effect.
Cortical and hippocampal BDNF levels were also increased after a 5-week period of venlafaxine treatment in rat
(20 mg/kg, p.o) [59]. Interestingly, a 28-day period of venlafaxine treatment (10 mg/kg, p.o.) followed by 28 days
of chronic restrained stress (CRS) without treatment in rat, enhanced BDNF expression [60]. In the same model
of depression, systemic administrations of venlafaxine (5 mg/kg) for 14 and 21 days rescued hippocampal BDNF
expression [61]. Following UCMS, a marked increase of BDNF expression was observed in the rat hippocampus
after 28, but not 7 days, of venlafaxine [49,62].

Regarding the influence of venlafaxine on hippocampal neurogenesis, it was shown that the administration of a
high (but not low) dose of venlafaxine (40 mg/kg) for 14 days increased cell proliferation in the dentate gyrus of
rats [63]. In the chronic Chronic Restraint Stress (CRS) rat model, a 21-day treatment with venlafaxine (5 mg/kg,
i.p.) rescues the impairment of hippocampal progenitors’ proliferation [61]. Accordingly, Zhang and colleagues
showed that the deleterious effects of UCMS on hippocampal cell proliferation were abolished by 21 days of
venlafaxine (15 mg/kg, i.p.) [64]. Similar effects were found in the MS and UCMS models of depression after 14
days of venlafaxine treatment (respectively 20 & 5 mg.kg; p.o.) [65,66].

Another important step of adult neurogenesis is the survival of adult-born cells. While the expression of pro-
apoptotic or anti-apoptotic molecules such as Bax or Bcl-xl are respectively up- and down-regulated in the
hippocampus of UCMS submitted animals, a 21-day treatment with venlafaxine (15 mg/kg, p.o.) counteracts these

effects [67]. Two studies confirm the anti-apoptotic role of venlafaxine. Indeed, in the UCMS, 28 days of
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venlafaxine administration (10 mg/kg, i.p.) prevents the increase of apoptotic neurons in the hippocampus [62].
Moreover, Saad et al (2019) report that after 28-day of venlafaxine treatment, ovariectomized rats exhibit a marked
reduction of hippocampal Bax/Bcl2 ratio, caspase-3 activity, and tumor necrosis factor alpha levels [68].

The ability of venlafaxine to influence cell fate choice during adult neurogenesis process was also studied. For
this, primary astrocyte cultures were treated with different antidepressants including venlafaxine, imipramine, and
fluoxetine [69]. In the presence of each of these drugs, cultured astrocytes rapidly acquired a neuronal morphology
and expressed neuronal markers. This reveals a process that might contribute to the antidepressant-like effect of

venlafaxine.

4.2. Impact of venlafaxine on fast-spiking interneurons extracellular matrix remodeling

Emerging evidence suggests that MDD impacts the remodeling of extracellular matrix in various brain regions.
The extracellular matrix is the major constituent of perineuronal nets (PNNs) enwrapping parvalbumin (PV)
expressing cells [70], a subpopulation of GABAergic interneurons. Although the role of PNNs is not fully
understood, it has been proposed that they contribute to reinforce the activation of these GABAergic interneurons,
through a better sensitivity to glutamatergic inputs [71,72]. As PV interneurons contact excitatory pyramidal cells
in the hippocampus, PNNs significantly influence the excitatory/inhibitory (E/I) balance. Most notably, they alter
this balance [73], an endpoint relevant to stress-induced depressive-like state [74,75]. In support of this
assumption, an increase of PNNs has been reported in several animal models of depression such as the CSD or
CORT models[76].

On the contrary, the digestion of PNNs with chondroitinase (ChABC) reduces the excitability of GABAergic
interneurons [71,77] thereby increasing hippocampal activity. Interestingly, a chronic treatment with venlafaxine
has been shown to reverse CORT-induced increase in PNNs as the result of an upregulation of metalloproteases
(MMPs) such as MMP-9 [78-80]. MMPs are enzymes that cleave PNNs and subsequently reduce the activation
of inhibitory PV interneurons [81]. As depicted in Figure 2, a new hypothesis in the field of
neuropsychopharmacology posits that venlafaxine would attenuate the PNNs which in turn would restore a
normal E/I balance in CORT-exposed mice (Figure 2). Interestingly, elevated MMP-9 levels were found in
autopsy-derived prefrontal cortex samples of MDD patients treated with antidepressants compared to controls
[79]. The involvement of MMP-9 in the regulation of emotional state is further supported by pharmacological or
genetic studies showing that the inactivation of MMP-9 increases basal anxiety [82] but also despair and sociability
in stressed animals [83]. Moreover, single nucleotide polymorphisms of MMP-9 have been unveiled in human and

they have been associated with MDD [84,85] but also to treatment response [86].

5. EFFICACY OF VENLAFAXINE IN THE TREATMENT OF DEPRESSED
PATIENTS

This is, now, well-established in clinics that venlafaxine is an efficient antidepressant treatment. Compared with
placebo, a recent meta-analysis highlighted an odds-ratio (OR) of 1.78 [95% confidence intervals (95% CI)1.61-
1.96] [87]. In the early 90’s, a number of studies compared venlafaxine with SSRIs. A first study showed a greatest
improvement of depressive symptoms (Montgomery Asberg Rating Scale (MADRS) and Hamilton Depressive
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Rating Scale (HAM-D)) in the venlafaxine group (200mg/day) versus fluoxetine (40mg/day) after 4 and 6 weeks
treatment, in a population with melancholic features [88]. However, this first study focused only in 34 patients in
each group. A second study compared venlafaxine 75mg (n=153) to fluoxetine 25mg (n=161). A clinical
improvement was reported in the two groups, without difference between groups. There was a subgroup analysis
focusing on 88 patients for which there was an increase of venlafaxine from 75mg to 150mg and so targeting both
monoaminergic systems. Significant differences were described in favor of venlafaxine about the HAM-D total
from weeks 3 to 8 [89]. A first meta-analysis focusing on the efficacy of venlafaxine compared with SSRIs and
other antidepressants highlighted that venlafaxine seemed more efficient than SSRIs. However, these results were
less clear, focusing on other antidepressants such as TCAs. Moreover, this meta-analysis showed that venlafaxine
carried an advantage of about 1.2 HAM-D points compared with all other antidepressants (total size effect: 0.14)
and even a little more, when focusing specifically on SSRIs (size effect: 0.17). This decrease seemed too small to
be clinically pertinent. In addition, the NNT (Number Needed to Treat) was of 19 (95%CI 11-63) for response and
of 14 (95%CI 9-29) for remission [90]. Another meta-analysis, focusing on 17 randomized controlled studies,
showed a trend towards superiority of venlafaxine over SSRIs in remission rates (risk ratio [RR]= 1.07,
95%CI=0.99 to 1.15), and a slight superiority in response rates (RR=1.06, 95%CI=1.01 to 1.12) over SSRIs.
However, the NNT were 34 and 27 for remission and response, respectively. There was also a modest advantage
for venlafaxine in change scores (using MADRS or HAM-D) (effect size=—0.09, 95% CI=—0.16 to —0.02, p=0.013;
[91]. In addition, a meta-analysis of data from 39 published and unpublished clinical trials randomized 8659
patients (n = 4644 to venlafaxine; n = 4015 to an SSRI). This meta-analysis found that venlafaxine had a higher
response rate than SSRIs (RR=1.084 95% CI=1.019-1.101) [92]. Another meta-analysis of 34 randomized,
double-blind studies focusing only on remission rates, included 8744 patients (4191 patients treated with
venlafaxine and 3621 treated with SSRIs). It showed that the difference in remission rates was 5.9% in favor of
venlafaxine over SSRIs, as a class (95% CI=0.038-0.081: p 0 .001). The NNT was 17 (95% CI: 12-26). Focusing
on specific SSRIs, the difference from fluoxetine was significant (6.6% [95% CI: 0.030 —0.095]). The difference
between paroxetine, sertraline and citalopram was not significant [93]. More recently, two other meta-analyses
have addressed the efficacy of venlafaxine versus SSRIs. One focused on published studies. De Silva et al. noted
that venlafaxine was superior to SSRIs by focusing on remission [odds ratio (OR=1.13, 95% CI =1.0-1.28, p =
0.05] and response (OR = 1.17, 95% CI = 1.03-1.34, p = 0.02). In addition, venlafaxine seemed to have a
significantly better response rate than fluoxetine (OR = 1.28, 95% CI = 1.05-1.55, p = 0.01). There were no
significant differences in response or remission between venlafaxine and other individual SSRIs [94]. The second
meta-analysis included unpublished data. It showed that response rates were significantly higher for venlafaxine
than for SSRIs (OR = 1.20, 95% CI 1.07—1.35). But, the remission rate was not higher for venlafaxine than for
SSRIs (OR = 1.12, 95% CI 0.98-1.28) [95]. Recently, Cipriani et al. showed, in a network meta-analysis focused
on comparing the efficacy of 21 antidepressant drugs for the acute treatment of adults with MDD, that fluoxetine
is less effective than venlafaxine (OR= 0.84, 95% CI = 0.73-0.97) [87]. Interestingly, a very recent meta-analysis
of venlafaxine and duloxetine, showed that non-RCTs (random clinical trials) are generally better suited to describe
a drug efficacy in clinical practice than RCTs. However, it appears that non-RCTs are associated with a smaller
size-effect than RCT [96]. In conclusion, it seems that venlafaxine is more effective than SSRIs (mainly fluoxetine
which is one of the most prescribed) in terms of response rate, despite a relatively weak size effect measured on

depression scales.
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6. EFFECTIVENESS OF VENLAFAXINE COMPARED TO OTHER
ANTIDEPRESSANT

In vitro binding studies report that venlafaxine displays a strong affinity for the human/rat SERT although a higher
affinity is observed with an SSRI and a TCA (i.e., citalopram and clomipramine). Similarly, human NET/rat
binding assays indicate that venlafaxine displays a good affinity for this target but to a lower extent than the NRI
reboxetine [7]. Compared with other SNRIs (duloxetine and levomilnacipram), venlafaxine has also less affinity
for the SERT and NET transporters [97,98] indicating that it represents a reliable SERT and NET blocker but not
the best. In vivo, electrophysiological approaches show that venlafaxine and the SSRI paroxetine share the same
potency at inhibiting the SERT even though there is no direct comparison [98]. This property worth mentioning
because paroxetine is recognized as the most potent SSRI currently available. However, this remarkable
pharmacological property is limited to the SHT system because studies demonstrate that several antidepressants
are more potent than venlafaxine at blocking the NET. Indeed, venlafaxine is less potent at blocking the NET than
reboxetine or desipramine [97,98]. This in vivo electrophysiological profile can be compared with neurochemical
studies using microdialysis. Comparing the minimal effective doses (MED) required to increase cortical
extracellular 5-HT concentrations, Millan and collaborators showed that venlafaxine has a similar profile than
citalopram but is four-fold lower than that of clomipramine [7], levomilnacipran and duloxetine [97]. As regards
cortical extracellular NE concentrations, similar MED are found between venlafaxine and other SNRIs
levomilnacipran and duloxetine [97] which is quite unexpected considering the in vitro binding studies and in
vivo electrophysiological data. This likely emphasizes the fact that mechanisms occurring at the nerve terminals
might change our predictions regarding the net effects of venlafaxine noradrenergic neurotransmissions and
behavioral properties. Indeed, in terms of behavior, only few differences were detected between antidepressants
when comparing venlafaxine with the SSRIs fluoxetine, sertraline, escitalopram, fluvoxamine), the SNRI
duloxetine, the TCAs desipramine/imipramine) or other atypical antidepressants such as bupropion. Nevertheless,
behavioral studies showed that venlafaxine has the lowest MED of the above-mentioned antidepressants in the
TST and/or FST [28,99]. Such a difference could negatively reverberate on the onset of action of venlafaxine. In
support of this hypothesis, it was shown in an animal model of depression, that the antidepressant-like effects of
venlafaxine (20 mg/kg) occurred as soon as 21 days of treatment whereas a 14-day period is required with
fluoxetine (20 mg/kg) to promote beneficial behavioral effects [53].

Collectively, it appears that venlafaxine is a potent SERT inhibitor and at higher doses, is also able to block NET
as NRIs do. Behavioral studies did not yield strong evidence regarding the greater effects of venlafaxine compared
to the other antidepressants. With respect to clinical practice, it appears that at higher doses, thus acting as a mixt
SERT/NET inhibitor, venlafaxine shows superior effects than SSRIs on response rate, but these results have yet
to be confirmed. However, these potential beneficial effects are accompanied by a weaker tolerance than SSRIs,
especially during the first week of treatment, thus reducing compliance and possibly attenuating its response rate

[100,101].
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I::::::I(::n(:f a dlrl?ifll;:frgfion Recé)il;(ellng Methods Electrophysiological effect | References
Acute iv. VTA Dose effect curve = N.A. [7]
Acute iv. DRN Dose effect curve l ED50=233 + 12 pg/kg [10]
Acute iv. DRN Dose effect curve l ED50= 125 pg/kg * [7]
Acute iv. DRN Dose effect curve l ED50=358 + 44 pg/kg [11]
Acute iv. DRN Dose effect curve l ED50= 160 + 23 pg/kg [13]
Acute iv. LC Dose effect curve l ED50= 1800 pg/kg [14]
Acute iv. LC Dose effect curve l ED50= 737 + 68 pg/kg [10]
Acute iv. LC Dose effect curve l ED50= 1000 pg/kg * [7]
2-day osmotic pump (10 mg/kg) DRN Basreélcf;:;rilfgate l N.A.

. LC Basal firing rate 5]
2-day osmotic pump (10- 40 mg/kg) recording l N.A.
14-day osmotic pump (40 mg/kg) LC Dose effect curve l ED50= 2000 + 500 pg/kg [14]
21-day osmotic pump (10 mg/kg) DRN Basreélcf;:;rilfgate = N.A. s
2dey | osmoticpump (10-40mpke) | L Bl g | "

TABLE 1. Synthesis of the electrophysiological properties of venlafaxine on monoaminergic

neurons. Venlafaxine was delivered either by systemic (i.v.) or delivered by osmotic pump. Electrophysiological

recordings were performed within the dorsal raphe nucleus, locus coeruleus and ventral tegmental area which are

the place of monoaminergic neuron cell bodies (respectively 5-HT, NE and DA). * Extrapolation of ED50 value

from dose-effect curve. Arrows (|) mean that venlafaxine induces a decrease in neuronal firing rate, while (=)

means that the discharge rate remains unchanged
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Acute vs. Dose - Route of Behavioral -
c q_c . Behavioral effect References
Chronic administration test
Acute 1-2-4-8-16-32- 64 mg/kg FST Antidepressant effect from 8 mg/kg [26]
Acute 2 mg/kg; i.p. FST Antidepressant effect [99]
Acute 2 - 8 mg/kg; i.p FST Antidepressant effect only at 8 mg/kg [27]
Acute 2-4-8-16-32-64 mg/kg;ip. FST Antidepressant effect from 8 mg/kg [28]
) 4-week-old mice: Antidepressant effect 8 mg/kg
Acute 4 -8 -16 mg/kg; i.p. FST - - [30]
40-week-old mice: Antidepressant effect only at 16 mg/kg
Acute 4 —8-16 mg/kg; i.p. FST Antidepressant effect [31]
Acute 4 - 8- 16 mg/keg; i.p. FST Antidepressant effect only at 16 mg/kg [29]
Acute 10 - 20 - 40 mg/kg; i.p. TST - FST Antidepressant effect at 20 and 40 mg/kg only in FST [97]
Acute 10 - 30 - 60 mg/kg; p.o. FST - TST Antidepressant effect from 30 mg/kg [11]
. Marble - Nestlet L
Acute 10 up to 60 mg/kg; i.p. shredding Anxiolytic effect from 30 mg/kg [40]
Acute 20- 80 mg/kg; per os FST Antidepressant effect at 80 mg/kg [32]
Acute 10 mg/kg; i T Antid: {1 33
m, 5 Lp. ntidepressant ettect
3 days gretp FST P 13
10 mg/kg: Antidepressant effect day 1 to 4
1 to 5 days 10 - 30 mg/kg; s.c. FST - [34]
30 mg/kg: Antidepressant effect day 3 & 4
7 _dl:y; 21 4 mg/kg; i.p. TST - FST Antidepressant effect [37]
7- 14 days 9.4 mg/kg; ip. FST - TST Antidepressant effect at 7 days only in TST & 14 days in /357
both tests
14 days 16 mg/kg; i.p. EPM - OF - SPT No anxiolytic but hedonic effect [41]
. SPT .
14 days 16 mg/kg; i.p. Hedonic effect [36]
TST
21 days 5-10-20 mg/ kg; i.p FST - TST Antidepressant effect [38]
TST Antidepressant effect
28 days 10 mg/ kg; p.o. S [39]
OF No anxiolytic effect
28 days 10 mg/ kg; p.o EZM No effect [42]

TABLE 2. Antidepressant-like effects of venlafaxine in naive, non-depressed mice. FST: Forced

swim test, TST: Tail Suspension Test, EPM: Elevated Plus Maze, OF: Open Field, EZM: Elevated Zero

Maze, NSF: Novelty Suppress Feeding test, SPT: Sucrose Preference Test.
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Model of Treatment Dose - Route of . -
] - .- : Behavioral test Behavioral effect References
depression duration administration
FST Antidepressant effect in FST
. . from 1 day
Chronic FST 1 to 7 days 5 - 10 mg/kg; i.p. EPM — Mirror chamber [44]
Anxiolytic effect
test
14 days: Antidepressant
Chronic FST 7-14-21 days 2-4-8-16 mgkg; i FST - TST effect from 8 me/kg [37]
y E/Ke; 1. 21 days: Antidepressant
effect at each dose
. . Antidepressant effect after 21
Chronic FST 7 - 14 - 21 days 2 - 4 mg/kg; i.p. FST e [43]
ovVX 1 -2 -8 weeks 71.92 mg/kg; p.o.. TST Ammepresij:;ff“‘ giegl [51]
OovVX 8 weeks 9.75 mg/kg; p.o. EPM No effect [52]
UCMS 3 -7 days 10 mg/kg; i.p. TST — FST - SPT An“depresi“g;;sff“t willy i [33]
UCMS 8 weeks 10 mg/ kg; i.p. FST - TST Antidepressant effect [67]
. . FST Antidepressant effect in FST
Chronic social d Ko i
defeat 30 days 20 mg/kg; i.p. OR - EPM - NSF- Social Anxiolytic and Hedonic [43]
- SPT effect in EPM & NSF
Chronic social . SPT - OF - TST - EPM -
defeat 6 weeks 16 mg/kg; i.p. YM - FST No effect [46]
Anxiolytic effect — Hedonic
CORT 21 days 16 mg/kg; i.p. SPT - O maze - Coat effect — Decrease mice coat [8]
state - ST .
degradation
Antidepressant effect from 21
Bulbectomy 14 - 21 - 28 days 5-10-20 mg/ kg; p.o. TST days (20mg/kg) and at 28 [53]

days (10 - 20mg/kg)

TABLE 3. Antidepressant-like effects of venlafaxine in different mouse models of depression. FST:

Forced swim test, TST: Tail Suspension Test, EPM: Elevated Plus Maze, OF: Open Field, EZM: Elevated Zero

Maze, NSF: Novelty Suppress Feeding test, SPT: Sucrose Preference Test, YM: Y-maze. OVX: ovariectomized

female mice, UCMS: Unpredictable chronic mild stress. Route of administration: i.p. for intraperitoneal, p.o. for

per os.
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Figure 1. Mechanism of action of Venlafaxine.5-HT and NE are stored into presynaptic vesicles. Incoming action
potentials trigger their release into the synaptic cleft after melding with the cell membrane. 5-HT/NE can then bind to
postsynaptic serotonergic and adrenergic G-coupled receptors. In parallel of the activation of these postsynaptic elements, 5-
HT/NE can return into the presynaptic neurons through serotonin/norepinephrine transporters (SERT/NET) through a high
affinity reuptake process. 5-HT/NE can also be removed from the synaptic cleft by neighboring glial cells such as astrocytes
(not shown here). Into the presynaptic neuron, 5-HT and NE can penetrate into exocytosis vesicles through a vesicular
monoamine transporter or degraded by the monoamine oxidase (MAO). Serotonergic and noradrenergic neurons have multiple
ways to up- and downregulate monoamines response thereby maintaining a normal excitatory/inhibitory balance and protecting
the brain from a sub-or over-stimulation. Receptors are not only found on the postsynaptic neuronal membrane, but also
presynaptically. In particular, autoreceptors are found on axon terminals (i.e. SHT1B and A2R) or on the soma (i.e. SHT1A
and A2R). If too many neurotransmitters accumulate in the synaptic cleft, these Gi-coupled autoreceptors are activated to
mediate an inhibitory signal on the firing or release activities of the presynaptic serotonergic and adrenergic neurons. By
inhibiting the SERT and NET transporters, venlafaxine can simultaneously increase extracellular 5-HT/NE levels in various
brain regions involved and therefore to activate postsynaptic receptors involved in the regulation of emotional states. However,
this action is limited by the recruitment of the autoreceptors after an acute administration of venlafaxine. While the treatment
is prolonged, such inhibitory feedbacks desensitize thereby producing a higher rate of monoamines in the synaptic cleft

necessary to promote beneficial behavioral effects.
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Figure 2: Impact of venlafaxine on the excitatory/inhibitory (E/I) balance in the hippocampus.
Stress increases perineuronal nets (PNNs) deposition around parvalbumin positive (PV+) GABAergic interneurons in the
hippocampus due to the inactivation of metalloproteases (MMP) such as MMP9. This reinforces the excitatory synapses upon
PV+ GABAergic interneurons thereby leading to their hyperactivity. Such a process would be associated to an increase release
of GABA in the hippocampus. As PV+ GABAergic interneurons contact excitatory pyramidal cells, their hyperactivity induces
a local inhibition of pyramidal cells. Overall altered E/I balance is observed in animal models of depression (left panel).
Venlafaxine, through the inhibition of serotonin (5-HT) and norepinephrine (NE) reuptake, promotes the accumulation of these
monoamines in the synaptic cleft. Evidence demonstrates that both 5-HT and NE favor the activity of MMP9, which in turn,
leads to PNNs degradation. In that condition, the activation of PV+ GABAergic interneurons is attenuated. A decrease release
of GABA is then expected causing the disinhibition of pyramidal glutamatergic neurons. As a functional consequence, the E/I

balance is rescued (right panel), a process necessary for antidepressant response.
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Les stimulations non pharmacologiques : Les stimulations
cérébrales

En plus de l'arsenal pharmacologique présenté ci-dessus, de nombreuses techniques de
stimulations cérébrales (Figure 13) se sont avérées efficaces notamment dans le cas des
dépressions résistantes. C'est le cas de [Ielectroconvulsivothérapie (ECT) mais plus
récemment de la stimulation du nerf vague (VNS pour vagus nerve stimulation), la stimulation
profonde (DBS pour deep brain stimulation) ou encore la stimulation magnétique trans-

cranienne répétée (TMS pour transcranial magnetic stimulation).

Figure 13 Techniques de stimulation cérébrale. L’'électroconvulsivothérapie (ECT), la stimulation magnétique
transcranienne (TMS), la stimulation du nerf vague (VNS) et la stimulation cérébrale profonde (DBS)
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[11.1 L’électroconvulsivothérapie (ECT)

L'ECT est considérée comme la "référence" des interventions non pharmacologiques pour
traiter les dépressions résistantes. Ce type de traitement repose sur l'application d'un
stimulus électrique a la surface du crane, visant a provoquer une crise d’épilepsie. Cette
technique d'intervention cérébrale a démontré une efficacité a la fois rapide et durable
(Kellner et al., 2010; Cusin and Dougherty, 2012). L'ECT possede des effets indésirables mais
généralement temporaires. Cette stratégie est associée a des maux de téte, des nausées, des
douleurs musculaires, des arythmies ainsi que des atteintes cognitives transitoires. Au niveau
préclinique, cette technique a également fait ses preuves. Les premiéres preuves de son
efficacité remontent aux années 1990, ou un protocole de 5 jour au ECT a été capable de
provoquer une diminution de la résignation chez la souris dans le test de suspension caudale
(Teste et al., 1990). Par la suite, des effets antidépresseurs des ECT ont également été mis en
évidence dans le modéle d’exposition a la CORT (Schloesser et al., 2015) alors que ces effets
bénéfiques étaient bloqués chez les souris dépourvues de neurogenése adulte

hippocampique.

[11.2  La stimulation du nerf vague (VNS)

Cette technique de stimulation est invasive puisqu’elle nécessite l'implantation d’un
générateur d’impulsions électriques situé dans la paroi thoracique gauche, et suit le méme
concept de fonctionnement que les stimulateurs cardiaques. Ici, la cible est le nerf vague qui
va étre activé avec un protocole de stimulation précis par le biais d'une électrode.
Initialement, cette stratégie a été mise en place pour traiter les patients souffrant d’épilepsie
mais certains d’entre eux ont montré une amélioration de leur humeur. Son utilisation s’est
donc étendue a la psychiatrie et plus particulierement a la dépression majeure (Vonck et al.,
2014). Des études préliminaires ont montré son efficacité a court et long terme chez des
patients souffrant de dépression résistante avec un taux de réponse allant de 30 a 50%
(Nemeroff et al., 2006). Les modes d’action de la VNS sont peu connus mais il a été proposé
que cette méthode de stimulation augmenterait la neurotransmission monoaminergique et
aurait un impact positif sur la plasticité cérébrale notamment au sein de I’"hippocampe (Manta

et al., 2013; Grimonprez et al., 2015).
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[11.3  La stimulation cérébrale profonde (DBS)

La technique de DBS consiste a placer des électrodes a la suite d’un acte neuro-chirurgique
dans une région spécifique du cerveau dont le cortex cingulaire. Ces électrodes sont
connectées a un générateur d'impulsions implanté en sous-cutané dans la paroi thoracique,
qui fournit des stimulations électriques continues controlées. Cette technique est utilisée
fréquemment chez les patients Parkinsoniens. Cependant différentes régions cérébrales
atteintes dans la dépression ont été ciblées afin d’évaluer les possibles effets antidépresseurs
de la DBS. Quelques études ne suivant qu’un nombre tres réduit de patients sur plusieurs
années, montrent des effets encourageants sur la symptomatologie dépressive (Altinay et al.,
2015), mais les mécanismes d'actions de cette technique trés invasive restent encore mal

connus.

1.4 La stimulation magnétique transcranienne (TMS)

Contrairement aux techniques précédentes, la TMS n’implique pas directement un courant
électrique sur le crane ou dans le cerveau. Cette technique est basée sur la génération d'un
champ électromagnétique visant a stimuler les circuits neuronaux dans les couches
superficielles du cortex cérébral (Horvath et al.,, 2011; Chail et al.,, 2018). Bien que le
mécanisme d'action précis ne soit pas encore établi, les données indiquent qu’a basse
fréquence, c'est-a-dire (<1 Hz), la TMS produit un effet inhibiteur sur la zone corticale ciblée,
tandis qu'une stimulation a haute fréquence (>5 Hz), produit un effet excitateur (Berlim et al.,
2013). En clinique, les effets antidépresseurs de la TMS ont été largement étudiés et
semblent présenter un réel intérét clinique (Berlim et al., 2014, Lefaucheur et al., 2020). Par
rapport a I'ECT, la TMS posséde moins d’effets secondaires, si ce n'est que son application
doit étre tenue a I'écart des personnes ayant des implants magnétiques ou des événements
neurologiques ou cardiaques indésirables récents (Chail et al., 2018). Concernant l'application
psychiatrique, plusieurs semaines de TMS quotidienne sont nécessaires et parmi toutes les
applications psychiatriques, les preuves les plus solides des effets bénéfiques ont été montrés
pour le traitement de la dépression unipolaire résistante (Chail et al., 2018). Au niveau
préclinique, il a récemment été montré que la TMS diminuait la résignation dans le test de

suspension caudale, mais qu’elle n’affectait pas les comportements de type anxieux et bien
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gu’elle semble stimuler la maturation neuronale, elle n‘améliore pas la prolifération cellulaire

comme c’est le cas pour les ECT (Cambiaghi et al., 2020; Zhang et al., 2021).

IV.Les traitements non pharmacologiques : I'Enrichissement
Environnemental

V.1 Historique

Lors de ses recherches, Donald Hebb en 1949, s'est apercu que des rats qu'il avait rapportés
chez lui en tant qu'animaux de compagnie pour ses enfants, présentaient de retour au
laboratoire, de meilleures performances comportementales que des rats restés au
laboratoire. Il a ainsi formulé I'hypothése qu'élever des animaux dans un environnement
stimulant conférait aux animaux des capacités permettant de mieux résoudre toutes sortes
de problémes. Par la suite dans les années 1970, les premiers prototypes d’environnements
enrichis ont été mis au point permettant de valider les effets pro-cognitifs chez des animaux
élevés d’un environnement enrichi par rapport a des conditions standard ou bien isolée (pour

revue (Rosenzweig, 2003) Sur la base de ses observations, de nombreux protocoles
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d’enrichissement du milieu d’élevage des animaux de laboratoire ont été développés (Van de
Weerd et al., 2002). Aujourd‘hui, I'environnement enrichi (EE), essentiellement utilisé chez les
rongeurs, est défini comme la combinaison de stimulations complexes et sociales
(Kempermann, 2019). Concretement, cela consiste a élever ou a faire séjourner un groupe
d’animaux dans de larges enceintes contenant de nombreux objets de forme et de matiere
variées et dont 'agencement est modifié fréquemment afin de stimuler le comportement
exploratoire des animaux. Ce milieu, enrichi en stimulations physiques, multi-sensorielles et
sociales, confére aux rongeurs des opportunités d'apprentissage et d'interactions sociales
accrues comparées aux conditions d’hébergement standard de laboratoire (Nithianantharajah
and Hannan, 2006).

De nombreux protocoles et dispositifs d'EE ont vu le jour et I'un des inconvénients majeurs
est leur grande diversité pouvant impacter sa reproductibilité. La majorité des travaux sur le
sujet utilise des environnements enrichis « faits maison » avec des cages de tailles trés
variables, tout comme les stimulations sensorielles utilisées, la durée et la fréquence de
I"exposition. Dans ce contexte et pour pallier ces variations, des cages d’environnement
enrichi pour rongeur standardisés et validées pour |'étude des effets de I'EE ont été
développées (Cage Marlau, Viewpoint,(Fares et al., 2013)).

Dans la partie suivante, nous décrivons les effets d’EE qui incluent la plupart du temps une
stimulation physique (avec des roues d’activité), puis nous décrirons 'effet de I'Exercice
physique per se. Plus précisément, il s’agira ici de décrire les effets comportementaux de I'EE
et de I'Ex en conditions physiologiques et sur les symptdmes pseudo-dépressifs dans

différents modeéles murins ainsi que leurs effets observés dans le cerveau.

IV.2  Impact des conditions d’hébergement en condition physiologique

IV.2.1 Impact sur les comportements anxio-dépressif

La pratique d’activités stimulantes (activités physiques, intellectuelles, sensorielles et
impliquant un lien social) fait partie des stratégies thérapeutiques utilisées en complément
des traitements pharmacologiques classiques et la preuve de son efficacité dans le traitement
de la dépression est aujourd’hui bien documentée (Wiles et al., 2013; Abdollahi et al., 2017).
Chez I'animal, les activités physiques sont modélisées en hébergeant les animaux dans un EE

qui typiqguement offre un large espace favorisant I'activité motrice notamment par le biais de
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roues d’activités. Si différentes formes d’activité physique ont été étudiées dans la littérature,
nous nous limiterons ici aux effets de I'exercice physique volontaire. En effet, 'exercice
physique forcé peut engendrer des effets déléteres sur I'état émotionnel des animaux
(Leasure and Jones, 2008; Matsunaga et al., 2021).

Chez les rongeurs, I'EE exerce des effets anxiolytiques, antidépresseurs ainsi que pro-
cognitifs. Ces mémes effets sont retrouvés avec I'exercice physique. Dans le test de champ
ouvert (OF), les souris exposées a ces deux types d’enrichissement s'habituent plus
rapidement a la nouveauté que leurs congénéres hébergés dans un environnement standard,
ce qui se traduit par une augmentation du temps passé au centre de 'aréne et par une
diminution de la locomotion (Benaroya-Milshtein et al., 2004; Urakawa et al., 2013; Morgan
et al., 2018). Une diminution du comportement anxieux est également observée dans les
tests d’'EPM et de Dark/light chez les animaux exposés a I'EE ou a |'exercice physique
(Benaroya-Milshtein et al., 2004; Fulk et al., 2004; Friske and Gammie, 2005; Dubreucq et al.,
2015). Toutefois, il faut noter que certains travaux rapportent au contraire que I'EE peut
entralner des réponse opposées aux effets anxiolytiques généralement observés, sans que
cela n’indique un effet anxiogene (Verret et al., 2013).

Les effets antidépresseurs de I'EE sont également visibles sur les symptdmes de résignation et
d’anhédonie. En effet, 'EE entraine une diminution de I'anhédonie dans le test de préférence
au sucrose (Brenes and Fornaguera, 2008; Green et al., 2010) ainsi qu’une diminution de la
résignation dans les tests de nage forcée (FST) et de suspension caudale (TST) (Brenes and
Fornaguera, 2008; Green et al, 2010; Seong et al.,, 2018). L'Exercice physique induit
également une diminution de la résignation dans ces deux mémes tests (Bjgrnebekk et al.,
2008; Cunha et al., 2013), or I'anhédonie n’est pas modifiée chez les souris exposées a ce type
d’enrichissement (Mul et al., 2018).

Les effets pro-cognitifs de I'EE et de 'exercice physique se manifestent par I'amélioration de
la mémoire spatiale dépendante de I'hippocampe, évaluée par exemple dans le test du
labyrinthe aquatique de Morris (Bouet et al., 2011; Muller et al., 2011; Hendershott et al,,
2016). L'EE induit également une amélioration de la mémoire dans le test d’évitement passif
(Leger et al., 2012) ainsi que de la sociabilité dans le test a 3 chambres (Zheng et al., 2020) par
rapport aux souris hébergées dans des conditions standards. En revanche, I'exercice physique
seul n’induit ni amélioration de la mémoire dans le test d’évitement passif, ni d’augmentation

des interactions sociales (Liu et al., 2009; Pagliusi et al., 2020).
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Certains effets bénéfiques observés en conditions physiologiques, ont également été
retrouvés dans des modéles murins de dépression. Par exemple, dans les modeéle de CRS,
d’UCMS ou celui de défaite sociale, I'EE et I'exercice physique contrecarrent I'anxiété
mesurée dans I'OF, I'EPM et le Dark/light (Lehmann and Herkenham, 2011; Lapmanee et al.,
2013; Novaes et al., 2018; Shen et al., 2019). De la méme facon, ces deux enrichissements
diminuent I'anhédonie dans le test de préférence au sucrose ainsi que la résignation dans le
FST et le TST (Solberg et al., 1999; Lehmann and Herkenham, 2011; Lapmanee et al., 2013;
Shilpa et al., 2017, Huang et al.,, 2018; Shen et al., 2019). L'EE et I'exercice physique
préviennent et restaurent également les déficits causés sur la mémoire hippocampo- et non-
hippocampo-dépendante (Wright and Conrad, 2008; Yau et al., 2012; Lapmanee et al., 2013;
Shilpa et al., 2017). Enfin, dans le modeéle d’exposition prolongée a la CORT dans I'eau de
boisson, il a également été montré que I'EE permettait de supprimer les effets anxiogenes du
modele dans I'EPM et le Dark/light ainsi que I'état pseudo-dépressif des animaux dans le test
d’alimentation supprimé par la nouveauté (Nicolas et al.,, 2015) alors que les effets de
I’exercice physique n’ont pas été testés dans ce modele.

Bien que les expositions a I'EE et a I'exercice induisent des effets bénéfiques, ces effets
peuvent varier selon certains parametres tels que I'dge, la lignée, le sexe ou encore la durée
d’exposition. Par exemple, concernant I’age des animaux, une étude a montré que les effets
pro-cognitifs de I'exercice physique sont trés prononcés lorsque I'exposition a lieu pendant
I’adolescence comparée a une exposition initiée a I’dge adulte (O’Leary et al., 2019). La lignée
est également un critere a prendre en compte. En effet, une étude analysant différentes
souches de souris a observé que les souris C57BL/6J courent significativement plus et a une
vitesse moyenne plus élevée que six autres souches de souris (Lerman et al., 2002). Cette
différence d’activité peut entrainer des différences dans les effets observés selon la lignée
étudiée tant au niveau comportemental que dans la modulation des mécanismes cérébraux.
Enfin la durée d’exposition est également un facteur tres important dans la variabilité des
résultats. En effet, alors qu'une courte exposition a I'EE (24 h) serait suffisante pour améliorer
les performances mnésiques dans un test de reconnaissance d'objets, une exposition de 3
semaines serait quant a elle nécessaire pour réduire le comportement de type anxieux dans

les tests du Dark/light et de 'EPM (Leger et al., 2015).
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Malgré une certaine variabilité, ces résultats ne changent rien au fait que I'EE et I'exercice
physique sont globalement bénéfiques sur les comportements de type anxio-dépressif chez le
rongeur.

- Retrait de I'environnement enrichi

Alors que certains des effets bénéfiques de I'EE semblent subsister si les animaux sont retirés
de I'EE et placés dans un environnement standard (Vega-Rivera et al., 2016; Kempermann,
2019), la perte de I'EE ou de I'exercice peut avoir des conséquences néfastes. En effet, I'arrét
de I'EE peut induire des comportements pseudo-dépressifs et de I'anxiété par rapport a des
animaux élevés dans des conditions standard n’ayant jamais été hébergés dans des cages
d’EE (Nishijima et al., 2013; Smith et al., 2017; Morano et al., 2018). C'est pourquoi lors de la
conception des expériences impliquant des cages d'EE, les effets du retrait de ces derniéeres
ne doivent pas étre négligés, puisqu’avant les tests comportementaux ils pourraient biaiser

les résultats obtenus notamment dans I'étude du phénotype pseudo-dépressif.

IV.2.2 Impact de I'environnement enrichi sur I'activité de I'axe HPA

Les expositions a un EE ou a I'exercice physique modulent de nombreux facteurs biologiques
qui pourraient participer aux effets bénéfiques comportementaux et notamment I'axe HPA.
Dans les modeles non pathologiques, il n'existe pas de consensus concernant les effets de I'EE
et de I'exercice physique sur les taux plasmatiques de corticostérone. En effet, si des études
suggérent que I'EE, tout comme |'exercice physique, augmente la taille des glandes surrénales
et les taux de base de CORT plasmatique (Moncek et al., 2004; Hare et al., 2014), d’autres
études s’accordent sur le fait, qu’au contraire, I'EE diminue ces parametres (Belz et al., 2003;
Seo et al,, 2016) ou ne les modifie pas (Roy et al., 2001; Ghalandari-Shamami et al., 2019).
Une explication a ces différences pourrait étre liée aux protocoles utilisés pour doser la CORT.
En effet, différents travaux montrent qu’une dérégulation de I'axe HPA se mesure en réponse
a un stress aigu. En accord avec ce concept, il a été montré que I'EE atténue I'augmentation
de CORT en réponse a ce type de stress (Roy et al., 2001; Moncek et al., 2004; Konkle et al.,
2010; Hare et al., 2014). Des résultats similaires ont été observés a la suite d’une stimulation
de I'axe HPA par I'ACTH, a la fois en conditions basales et en réponse a un stress aigu (Roy et
al.,, 2001; Belz et al., 2003). De plus, on note des variabilités inter-especes, par exemple, les
souris exposées a l'exercice physique pendant 4 semaines ont une expression réduite de

I'ARNm de CRH dans le PVN par rapport aux souris témoins sédentaires, ce qui suggere une
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réponse atténuée au stress, alors que cela n'a pas été observé chez les rats exposés a
I"exercice physique pendant la méme durée. Une telle différence pourrait s’expliquer par une
différence d’activité sur les roues d’activités entre les especes (Droste et al., 2003, 2007).
Dans les modeéles pathologiques, il est clairement admis que I'EE et I'exercice physique
exercent des effets bénéfiques sur I'axe HPA. En effet, dans un modeéle de stress prénatal,
I"exposition a un EE durant I'adolescence permet de rétablir les concentrations plasmatiques
de CORT, en atténuant I'hyperactivité de I'axe HPA (Morley-Fletcher et al., 2003). Des
résultats similaires ont été rapportés avec I'EE et I'exercice physique dans les modéles de
stress chronique de contrainte et le stress pré- ou péri-natal (llin and Richter-Levin, 2009;
Thamizhoviya and Vanisree, 2019; Zolfaghari et al., 2021). Dans le modéle de défaite sociale,
I’exposition a un EE réduit également les taux plasmatiques de CORT ainsi que I'expression de
CRH hippocampique chez la souris (McQuaid et al., 2013). Quant a I'exercice physique, cette
procédure réduit lI'augmentation des taux plasmatiques de CORT dans le modele d’"UCMS
(Zheng et al., 2006).

L'ensemble de ces données suggére que les effets bénéfiques de ces stratégies
thérapeutiques non pharmacologiques seraient liés a leurs effets sur I'axe HPA. Bien que les
mécanismes ne soient pas encore completement élucidés, le role des récepteurs au GR
exercant des effets inhibiteurs sur I'axe HPA a été envisagé. A cet effet, il a été montré que
I'EE et I'exercice Physique restaurent I'expression des récepteurs GR dans I'hippocampe, ce
qui permettrait de maintenir un rétrocontréle négatif sur I'axe HPA (Zheng et al., 2006; Zanca

et al., 2015; Shilpa et al., 2017).

IV.2.3 Impact de I'environnement enrichi sur la plasticité cérébrale

Puisque le stress entraine des altérations de la plasticité cérébrale dans diverses régions
cérébrales telles que le PFC, I'amygdale ou encore I'hippocampe, I'hypothese selon laquelle
les effets bénéfiques de I'EE et I'exercice physique passent par une stimulation de la plasticité

cérébrale a été soulevée.

IV.2.3.1 Modifications morphologiques des neurones

En conditions physiologiques, d’'un point de vue morphologique, une exposition a un EE

s’accompagne tout d’abord d’une augmentation du poids et/ou du volume du cerveau
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(Diamond et al., 1966; Rosenzweig and Bennett, 1969; van Praag et al., 2005). Au niveau du
PFC, notamment des sous-régions telles que le mPFC et I'OFC, I'exposition a un EE ou a
I"exercice physique induit une complexification de I'arborisation dendritique des neurones
pyramidaux, ainsi qu’une augmentation du nombre d’épines dendritiques et de synapses
(Comeau et al., 2010; Brockett et al., 2015; Ashokan et al., 2018a). De méme il a été montré
que I'exposition a un EE rétablit I'expression de marqueurs des épines dendritiques dans le
PFC de rats males knockout pour le SERT (SERT7), dont le phénotype anxieux est largement
décrit (Sbrini et al., 2020). Au sein de I'amygdale, I'hypertrophie de I'arborisation dendritique
observée dans cette région est contrecarrée par I'EE. En effet, I'EE diminue I'augmentation de
I'arborisation dendritique observée a I'dge adulte dans un modeéle de séparation maternelle
et celui d’un stress chronique de contrainte (Ashokan et al.,, 2016; Koe et al.,, 2016). En
revanche, I'EE n‘'empéche pas les effets d’un stress aigu sur 'augmentation de la densité des
épines dendritiques dans I'amygdale (Novaes et al., 2018).

Enfin, au niveau de I’hippocampe, les données de la littérature sont semblables a celles
décrites dans le PFC aussi bien pour une exposition a I'EE (Rampon et al., 2000; Rojas et al.,
2013; Moreno-Jiménez et al.,, 2019) qu’avec l'exercice physique (Stranahan et al., 2009;
Dostes et al., 2016; Mojtahedi et al., 2020). Dans le modele UCMS chez le rat, les expositions
a un EE ou a I'exercice physique rétablissent la densité d’épines dendritiques ainsi que la
complexité de I'arborisation dendritique des neurones de I’hippocampe et du PFC (Liang et
al.,, 2019; Shen et al., 2019; Zhuang et al., 2019). Des résultats similaires ont été observés
dans le modeéle CRS chez le rat (Ashokan et al.,, 2018b; Ghalandari-Shamami et al., 2019;
Moradi-Kor et al., 2019). De méme, chez des souris génétiqguement modifiées, privées du
promoteur IV du gene codant pour le BDNF (BDNF-KIV) et présentant un phénotype anxio-
dépressif, trois semaines d’EE induisent une augmentation de I'arborisation dendritique des

neurones immatures du DG (Jha et al.,, 2011).

IV.2.3.2 Modifications moléculaires hippocampique

On a vu précédemment que I'hippocampe est le siege de la neurogenése hippocampique
adulte, un processus de plasticité cérébrale qui apparait essentiel aux effets bénéfiques des
antidépresseurs (Santarelli et al., 2003). De nombreuses études ont montré que I'EE
augmente la neurogenése hippocampique (Kempermann et al.,, 1997; Rossi et al., 2006),

notamment en stimulant la prolifération cellulaire au sein du DG (Leal-Galicia et al., 2007)
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mais également en augmentant la survie des cellules nouvellement générées (Fan et al,
2007; Leger et al., 2015). C’'est aussi le cas de I'exercice physique qui favorise la prolifération,
la différenciation neuronale et la survie des nouvelles cellules (Eadie et al., 2005; Fabel and
Kempermann, 2008; Opendak and Gould, 2015). L'EE agit aussi sur la destinée des cellules
nouvellement formées, en diminuant leur engagement vers une différentiation en microglie
ou d’astrocytes au sein de I’hippocampe (Soffié et al., 1999; Ehninger et al., 2011). Une autre
étude n’a pas permis de mettre en évidence d’effet de I'EE sur la production d’astrocytes,
alors que I'exercice physique augmente significativement la production de nouveaux
astrocytes au sein de I'hippocampe (Steiner et al., 2004) ainsi que leurs ramifications (Saur et
al.,, 2014). Quant aux facteurs neurotrophiques, fortement associés a la stimulation de la
neurogenese hippocampique comme nous I'avons vu précédemment, il a été montré que I'EE
et I'exercice physique favorisent I'expression de facteurs trophiques comme le BDNF
(Falkenberg et al., 1992; Rossi et al., 2006; Berchtold et al., 2010), le NGF (Pham et al., 1999;
de Sousa Fernandes et al., 2020) ou le GDNF (Young et al., 1999) et I'expression de protéines
synaptiques telles que la synaptophysine et la PSD-95 dans I"hippocampe et le PFC (Lambert
et al., 2005; Hu et al., 2009; Shen et al., 2019). Ceci est en accord avec I'augmentation de la
synaptogénése induite par I'EE (Rampon et al., 2000).

Dans les modéles de la pathologie, I'EE et I'exercice Physique possedent également des effets
bénéfiques sur la neurogenése adulte hippocampique ainsi que des effets moléculaires
associés a cette plasticité dans cette structure (voir Table 5). En effet, chez la souris, la
stimulation de la neurogenése hippocampique est un mécanisme indispensable aux effets
antidépresseurs de I'EE dans le modeéle de défaite sociale (Schloesser et al., 2010) bien que
remis en question (Segovia et al., 2006).

Dans un modele d’"UCMS chez la souris, I’hébergement en EE pendant 6 semaines améliore
également la prolifération cellulaire et la survie neuronale dans I"hippocampe (Tanti et al.,
2013). En revanche, dans ce méme modeéle une exposition de 4 semaines a des roues
d’activité n’induit aucun effet (Hutton et al., 2015). Toutefois, les rats FLS modele génétique
de la dépression, présentent des altérations de la prolifération cellulaire qui sont
contrecarrées par I'exercice physique (Bjgrnebekk et al., 2005). Dans les différents modeles
d’exposition chronique a la CORT, il a également été mis en évidence un effet bénéfique de
I"Exercice physique sur la prolifération et la différenciation neuronale alors que la survie des

nouveaux neurones n’a pas été étudiée (Yau et al., 2012; Lee et al., 2016). Enfin, chez des
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souris génétiqguement modifiées, privées de BDNF, trois semaines d’exposition a un EE
induisent une augmentation de la prolifération ainsi que de la survie des nouveaux neurones
(Jha et al,, 2011). De plus, I'EE restaure la prolifération cellulaire dans I'hippocampe ainsi que
la survie et la différentiation des cellules nouvellement générées vers une destinée neuronale
chez les rats soumis a un stress chronique de contrainte alors que I'exercice physique semble
restaurer uniquement la prolifération cellulaire dans ce modéle (Veena et al., 2009a, 2009b;
Nakajima et al.,, 2010). L'EE tout comme I'Exercice physique préviennent les diminutions
d’expression de BDNF ainsi que de son récepteur TrkB induites par différents modéles de
dépression (Zheng et al.,, 2006; Lapmanee et al.,, 2017; Seong et al.,, 2018). Or I'absence
d’effet de I'exercice physique sur la prolifération cellulaire s’accompagne également

d’absence de changement au niveau de I'expression du BDNF (Hutton et al., 2015).

Tableau 5. Impact des conditions d’hébergement sur la neurogenése hippocampique adulte et les modifications
moléculaires engendrées dans les modéles murins de la dépression. +, effet positif ; = aucun effet.

Les altérations des niveaux de BDNF et de VEGF induites par des modéles de stress sont
également retrouvées dans d’autres structures tel que le PFC mais sont restaurées par I'EE et

I’'exercice physique (Marais et al., 2009; Shilpa et al., 2017; McQuaid et al., 2018).
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Au niveau de l'amygdale, ces facteurs neurotrophiques sont également affectés par
I"application d’un stress chronique modélisant la pathologie dépressive, mais cette région
montre des effets opposés a ceux observés dans I'hippocampe et le PFC. Alors que I'EE n'a pas
d'impact sur les niveaux de base de BDNF dans I'amygdale (O’Leary et al., 2019), un stress
chronique de contrainte augmente le BDNF. Or I'EE ne restaure pas cette altération (Shilpa et
al.,, 2017). Ces effets opposés a ceux de |'hippocampe et du PFC suggérent ainsi que

I'augmentation du BDNF dans I'amygdale favoriserait le stress, plutét que de I'atténuer.

IV.2.3.3 Modification de la balance E/I

Comme les antidépresseurs, les stratégies non pharmacologiques sont capables de moduler
la balance E/I par I'intermédiaire des interneurones PV et de leurs PNN. Etant donné que les
PNN favorisent |'excitabilité des interneurones GABAergique PV* (Balmer, 2016) ainsi que la
fréquence des courants inhibiteurs des neurones pyramidaux (Slaker et al., 2015), menant a
une diminution de la balance E/I, il a été proposé que les effets bénéfiques de I'EE pourraient
reposer sur une ré-augmentation de cette balance E/I. Conceptuellement, une augmentation
de cette balance peut étre obtenue via une augmentation de la transmission glutamatergique
et/ou une diminution de la neurotransmission GABAergique. En accord avec cette hypotheése,
des travaux récents montrent que le systeme PV/PNN est modulable selon I'expérience
(Cattaud et al., 2018; Favuzzi et al., 2017, Foggetti et al., 2019). Ainsi I'exposition a un EE
entrainerait une diminution du nombre d’interneurones PV* et des PNN associés dans
I"hippocampe, réduisant ainsi I'inhibition de ces cellules sur les neurones pyramidaux. Il a
également été retrouvé une diminution du nombre de PNN ainsi que de I'épaisseur du
maillage PNN autour des neurones des régions CA1 et CA3 de I'hippocampe chez des rats
soumis a 6 semaines d’Ex (Smith et al., 2015). Ces résultats pourraient s’expliquer par une
augmentation de l'activité protéolytique médiée par les métalloprotéases 9 et 2 (MMP-9 et
MMP-2) sur les PNN hippocampiques (Nishijima et al., 2015). Bien que séduisante, cette
hypothese mérite de plus amples investigations puisque certains travaux n’ont pas permis de
mettre en évidence de modification du nombre d’interneurones PV dans |I"hippocampe et le
PFC en réponse a l'exposition a un EE ou a I'Ex (Sampedro-Piquero et al., 2016; Sun et al,,
2016; Anstotz et al., 2018).

Dans I'amygdale, région hyperactive chez le patient dépressif, il a été montré que I'EE induit

une diminution de la proportion d’interneurones PV c-Fos+ dans la BLA par rapport a des rats
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élevés en cage standard, indiquant une diminution de l'activité neuronale associée au
interneurones PV (Vazquez-Sanroman et al., 2021). Toutefois, I'EE induisant des effets
anxiolytiques entraine une augmentation du nombre d’interneurones PV dans I'amygdale,
contredisant ainsi cette précédente étude (Urakawa et al., 2013).

Concernant l'altération de la balance E/I dans un contexte pathologique, peu de travaux se
sont penchés sur I'effet des différents types d’hébergement sur le systeme PV/PNN. Seule
une étude menée dans un modeéle de stress chronique chez le rat a observé un déficit de
mémoire spatiale qui s'accompagne d'une diminution de I'expression de la PV hippocampique
alors que cet effet est restauré par une exposition a un EE (Sun et al., 2016). Au vu des
résultats de la littérature, il apparait urgent d’étudier cette balance E/I contrdlée par les PNN
dans des modeles murins de dépression et de définir les effets des différentes stratégies

antidépressives (pharmacologique ou non) sur ce parametre.

IV.2.4 Modifications des systéemes monoaminergiques

Avyant précédemment décrit I'impact de la dépression sur les systéemes monoaminergiques, il
s’agira maintenant de comprendre comment ces thérapies non pharmacologiques agissent
sur ces différents systéemes bien que leurs effets soient encore sujet a débat.

En conditions physiologiques, alors qu’une exposition a un EE semble augmenter les
concentrations tissulaires de 5-HT dans I'hippocampe (Naka et al., 2002; Brenes et al., 2009),
d’autres études observent une diminution ou encore une absence d’effet (Galani et al., 2007;
Hendriksen et al., 2010; Chourbaji et al., 2012). Or, I'EE semble avoir des effets différents
selon la sous-région de I'hippocampe. En effet, alors qu’une absence d’effet de I'EE sur les
concentrations tissulaires de 5-HT est observée dans I’hippocampe dorsal, celui-ci les diminue
dans sa partie ventrale (Galani et al., 2007). Il est a noter que I'EE n’a pas d’effets dans le PFC
sur les taux de 5-HT (Chourbaji et al., 2012). Concernant les effets de 'exercice physique, 4
semaines d’acces volontaire aux roues d’activité induisent une augmentation des taux
tissulaires de 5-HT hippocampiques chez le rat (Wang et al., 2013). Les augmentations de
[5HT]ext, dans I'hippocampe et le PFC, sont retrouvées également plus précocement chez les
animaux ayant acces aux roues d’activité (Gomez-Merino et al.,, 2001). En accord avec ces
données, 6 semaines d’exercice physique induisent une diminution de l'expression du SERT

ainsi que de I'autorécepteur inhibiteur 5-HT1B (Greenwood et al., 2005).
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La neurotransmission noradrénergique, I'EE entraine une augmentation des concentrations
tissulaires de NA dans I'hippocampe (Galani et al.,, 2007; Brenes et al.,, 2009) et une
diminution dans l'amygdale et le PFC (Hendriksen et al.,, 2010). Enfin concernant la
neurotransmission dopaminergique, I'EE induit une stimulation de la voie mésolimbique chez
le rat se traduisant par une augmentation des concentrations tissulaires de DA dans le NAc
(Segovia et al., 2010). Par ailleurs, cette augmentation des concentrations de DA dans le NAc
a été retrouvée en réponse a I'Exercice physique et elle était corrélé a une diminution de
I'expression du DAT dans cette méme structure. De plus, une élévation des concentrations
tissulaires de DA ont également été retrouvé dans I'hippocampe et le PFC (Freed and
Yamamoto, 1985; Goekint et al., 2012; Chen et al., 2016).

En lien avec les données neurochimique, il existe peu d’études ayant mesuré les effets d'une
exposition a I'EE et a I'exercice physique sur l'excitabilité des neurones monoaminergiques.
Cependant il a été montré que chez des rats exposés trois semaines a I'Exercice physique,
I'activité des neurones sérotoninergique dans le DRN été stimulée, mais pas celle des
neurones noradrénergiques du LC ni dopaminergiques de la VTA. De plus, dans cette méme
étude, alors que I'administration aigiie de I'escitalopram chez des rats témoins a entrainé une
suppression complete de la décharge des neurones sérotoninergiques, l'escitalopram n'a
induit gqu'une inhibition partielle des neurones sérotoninergiques indiquant que ['effet
bénéfique de l'exercice physique sur I'humeur serait médié par l'activation des neurones
sérotoninergiques (Dremencov et al., 2017).

En condition de stress, il a été rapporté qu’un stress prénatal chez le rat induit une diminution
des taux des trois monoamines chez la descendance au niveau de I’hippocampe alors que ces
altérations sont rétablies par une exposition de 30 jours a un EE (Guan et al., 2017). Par
ailleurs, 30 jours d'EE rétablissent les concentrations tissulaires de 5-HT hippocampique a la
suite d’un stress d’isolation sociale. Ces données font écho a celles observées avec la
fluoxétine alors que I'exercice physique ne permet pas de rétablir cette diminution (Brenes et
al., 2020).

L’activation neuronale induite par le stress dans le systeme noradrénergique et notamment
dans le LC est réduite a la suite de six semaines d’exercice physique. Ces résultats suggerent
que l'exercice physique provoque une adaptation neuronale en réponse a un stress chronique
(Greenwood et al., 2003). Le mécanisme de protection de |'exercice physique contre le stress

a été attribué a une augmentation de l'expression de la galanine dans le LC (Sciolino et al,,
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2012). La galanine est connue pour son rbéle hyperpolarisant sur les neurones
noradrénergiques et donc sa capacité a inhiber la décharge des neurones du LC (Pieribone et
al.,, 1995). Enfin, bien que peu d'études aient examiné les effets des stratégies non
pharmacologiques sur la transmission dopaminergique, il a été rapporté que 6 semaines
d’Exercice physique potentialisaient les [DA]ext dans le striatum en réponse a un stress (Clark
et al., 2015). De plus, le modele de défaite sociale altérant la préférence sociale est lié a une
diminution de I'expression de tyrosine hydroxylase dans I’ATV et du récepteur D2 dans le NAc,
or ces altérations sont corrigées par une exposition de 21 jour a I'Exercice physique (Zhang et
al., 2019a).

Dans I'ensemble, le fait que I'EE et I'Exercice physique modulent les différents systemes de
neurotransmetteurs dans les zones cérébrales impliquées dans les émotions confortent leur
réle dans l'amélioration de la pathologie dépressive bien que leurs effets sur la
neurotransmission monoaminergique nécessitent d’étre précisés notamment par des
approches électrophysiologiques, neurochimiques et I’étude du role des différents récepteurs
mobilisés.

Peu d’études se sont intéressées aux effets des stratégies environnementales sur la balance
E/I. Les acteurs principaux de cette balance sont les interneurones inhibiteurs GABAergiques
et les neurones glutamatergiques, notamment les neurones pyramidaux. Les modifications
induites par les stratégies environnementales comme |‘augmentation du tonus
sérotoninergique et/ou noradrénergique dans I’hippocampe pourrait contribuer a moduler
I"activité électrique de ces populations neuronales et ainsi impacter significativement la
balance E/I.

Les neurones sérotoninergiques du DRN projettent dans I'hippocampe pour communiquer
avec les interneurones GABAergiques et les neurones pyramidaux. Ces deux populations
neuronales expriment différents récepteurs sérotoninergiques dont les récepteurs SHT1A et
5HT2A respectivement inhibiteurs et excitateurs (Bombardi and Di Giovanni, 2013; Dale et al.,,
2016). Ainsi, par I'intermédiaire d’une activation des neurones sérotoninergiques et d’une
augmentation des [5-HT]ext, I'EE ou I'Exercice physique pourraient moduler la balance E/I. Or,
comme les récepteurs SHT1A et 5HT2A sont souvent co-exprimés, il est difficile d’anticiper
I'effet net de ces stratégies. En général, les données électrophysiologiques montrent que
I"application de 5-HT inhibe les cellules pyramidales de CA1 par le biais des récepteurs SHT1A

et stimule la transmission GABAergique (Andrade and Nicoll, 1987). Toutefois, des effets
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excitateurs de la 5-HT sur les interneurones GABAergiques (Shen and Andrade, 1998) et les
cellules pyramidales ont pu étre mis en évidence par l'intermédiaire des récepteurs SHT2A
(Uneyama et al., 1992). En conclusion, la régulation de la balance E/I par les monoamines
semble reposer sur des mécanismes complexes et finement régulés grace aux différents sous-
types de récepteurs excitateurs et inhibiteurs exprimés sur des cellules excitatrices et

inhibitrices.

V.3 Enrichissement Olfactif

Les traitements allopathiques de la dépression majeure ont de nombreux défauts notamment
de nombreux effets indésirables qui peuvent impacter la qualité de vie des patients. De plus,
malgré un nombre important de molécules disponibles, ces traitements montrent un taux
d’efficacité faible. C'est pourquoi, la recherche s’intéresse aux stratégies thérapeutiques
alternatives non conventionnelles telles que I'aromathérapie ou la phytothérapie afin de
prévenir ou traiter le stress avant I'apparition du TDM. Il s’agira ici de décrire le lien entre les
émotions et l'olfaction, étant donné que des preuves montrent les effets bénéfiques d’un

enrichissement olfactif sur les comportements anxio-dépressifs.

IV.3.1 Liens entre émotion et olfaction

Différentes études cliniques et précliniques ont permis de mettre en évidence que les odeurs
peuvent changer de valence émotionnelle en fonction de I'état de stress. Ce principe a
récemment été illustré par une étude d’imagerie au cours de laquelle les participants ont di
observer des images anxiogénes et évaluer un panel d'odeurs neutres. Les résultats montrent
que certaines odeurs sont percues de maniére négative en rapport avec l'activation d’aires
cérébrales impliquées dans le contréle des émotions (Krusemark and Li, 2012). Ainsi, ces
travaux apportent une preuve expérimentale du lien étroit entre les centres des émotions et
ceux du traitement des odeurs. lls soulignent également qu’il existe des circuits neuronaux
sous-tendant les interactions anatomiques et fonctionnelles entre les régions dédiées au
traitement de ces informations (Krusemark et al., 2013). Ces données cliniques rappellent
différents travaux menés chez les rongeurs. En particulier, une étude menée chez des souris

stressées de maniére chronique montre que celles-ci présentent des déficits d’acuité et de
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mémoire olfactive ainsi que des problémes dans leur capacité a discriminer les odeurs (Siopi
et al., 2016).

Un corollaire a ces interactions est le fait que les odeurs peuvent également moduler les
émotions de maniere positive ou négative selon qu’elles inhibent ou stimulent I'état de stress
(Masuo et al., 2021). Chez les mammiféres, les circuits neuronaux des voies olfactives
régulant les émotions ont été largement étudiés. Ceux-ci mettent en jeu des voies spécifiques
partant des neurones sensitifs de I'épithélium olfactif qui expriment un grand nombre de
récepteurs olfactifs. Ces neurones projettent ensuite vers le bulbe olfactif composé de
différentes populations neuronales qui innervent a leur tour des régions impliquées dans la

régulation des émotions telles que le cortex, I'amygdale ou I’hippocampe (Figure 14).

Figure 14. Représentation schématique du systeme olfactif humain. (A) Structure de I'épithélium olfactif. Il existe
50 millions de neurones sensoriels dans I'épithélium olfactif nasal. Chaque neurone exprime un type de
récepteur olfactif a I'une de ses extrémités, tandis que I'autre extrémité envoie une projection axonale vers un
glomérule olfactif situé a l'intérieur du bulbe olfactif. Dans cette région une connexion synaptique s’établi
notamment avec les cellules mitrales. (B) Diagramme représentant les voies olfactives. La voie olfactive externe
projette sur 5 régions cérébrales incluant les tubercules olfactifs, le cortex piriforme, I'amygdale et le CE. Quatre
de ces régions sont connectées au thalamus et au PFC. Les aspects émotionnels de |'olfaction dérivent des

projections limbiques (amygdale, hippocampe et hypothalamus). D’apres (Masuo et al., 2021).
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IV.3.2 Effets bénéfiques des extraits d’agrumes

Ces alternatives non conventionnelles sont utilisées depuis des siécles dans la médecine
traditionnelle chinoise, qui utilise des extraits végétaux ou d’épices. Les ingrédients utilisés
sont les extraits d’épices comme le curcuma et les extraits d’agrumes. Du fait du
développement de ces thérapies alternatives, de plus en plus d’études se sont intéressées a
leurs effets antidépresseurs et/ou anxiolytiques ainsi qu’aux mécanismes responsables de
leurs effets bénéfiques sur la santé mentale. Ici, il s"agira de décrire les effets bénéfiques des
extraits d’agrumes (utilisés au cours de ma thése) bien que les extraits d’épices montrent

également un intérét dans ce type d’approches thérapeutiques.

Cette famille d’agrumes regroupe plusieurs variétés d’orange, de citrons, de pamplemousse,
etc. lls ont la particularité de partager des caractéristiques communes mais ont également
des principes actifs qui leur sont propres. Une partie de mes travaux de thése a porté sur les
effets bénéfiques d’un des extraits d’orange : Citrus sinensis. Le composant principal de Citrus
sinensis est le D-limonéne (Niedz et al., 1997; Zhang et al.,, 2019b) capable d’activer des
récepteurs olfactifs. Des études chez I'"humain ont montré un effet bénéfique du limonene
dans le cadre du trouble de I'humeur notamment une diminution de niveau d’anxiété dans un
modeéle de stress a la suite d’'une exposition aérienne bréve (Lehrner et al., 2000). D’autres
composés actifs également présents dans Citrus sinensis tels que les flavonoides (naringine,
naringinine, etc) ont montré des effets positifs sur la régulation du stress et de I'hnumeur chez

I"hnumain (Rani et al., 2016).

Au niveau préclinique, des études ont également mis en évidence les propriétés
neurocomportementales des extraits de Citrus sinensis sur I’humeur. Par exemple, en
conditions physiologiques I'exposition aérienne de courte durée au Citrus sinensis avec une
composante majeure de limonene, entraine des effets anxiolytiques dans les tests d’EPM et
de Dark/light (Faturi et al., 2010; Wolffenbuttel et al., 2018). Les effets propres du limonéne
contenu dans le Citrus sinensis sur I’humeur ont également été mis en évidence par d’autres
voies d’administration. L'effet bénéfique du limonene sur les comportements anxieux et
dépressifs dans des modéles non pathologiques est associé a une diminution de la réactivité
de I'axe HPA apres un stress aigu (Zhou et al., 2009; Coelho et al., 2013; Lima et al., 2013). Cet

effet bénéfique sur le comportement a également été observé dans un modele de stress de
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contrainte chronique accompagné d’effets neuro-protecteurs (Bigdeli et al., 2019) ou encore
dans le modele d’'UCMS (Zhang et al., 2019b) associé a une amélioration des niveaux
hippocampiques et corticaux de 5HT, NA et DA réduits par le modele. Par ailleurs, une
réduction de I'hyperactivité de I'axe HPA ainsi qu’une augmentation de [|'expression
hippocampique des récepteurs au BDNF ont été observée en réponse a I'exposition au
limonene dans ce modeéle (Zhang et al., 2019b). Enfin, les autres composés de Citrus sinensis
tel que la naringenine, possédent également des effets anxiolytiques et antidépresseurs a la
fois en conditions physiologiques et pathologiques aprés une administration aigle et
chronique (Yi et al, 2010, 2012, 2014). Ces effets bénéfiques sont associés a une
augmentation de I'expression hippocampique de BDNF mais ont été totalement abolis par
I’administration de K252a, un inhibiteur du récepteur au BDNF (TrkB) suggérant ainsi que
I'effet antidépresseur de la naringenine peut étre médié, au moins en partie, par l'activation
de la signalisation du BDNF dans I'hippocampe (Yi et al., 2014). De plus une augmentation des
niveaux de S5HT et NA hippocampique ainsi qu’une augmentation de I'expression des
récepteurs aux GR dans des conditions standards apres 14 jours d’exposition ont été
observées proposant ainsi un mécanisme liant ces composés a ceux des médicaments
antidépresseurs (Yi et al., 2012). En dépit de ces quelgues études, les effets bénéfiques de ce
type d’enrichissement olfactif restent encore peu documentés dans des modeles animaux de

dépression.

IV.4 Combinaison de stratégies thérapeutiques

Bien gu’efficace les antidépresseurs pharmacologiques présentent une réponse tardive du
fait du temps nécessaire a la mise en place de processus tels que la désensibilisation des
autorécepteurs 5-HT1A, la stimulation de la neurogenése adulte hippocampique ou encore
I"amélioration de la balance E/I dans différentes régions du systéme limbique. Par
conséquent, des stratégies pharmacologiques ont été testées afin d’optimiser I'efficacité des
antidépresseurs et ainsi développer des stratégies dites de « potentialisation ».
L'administration concomitante d'un antagoniste des récepteurs 5-HT1A a été la premiére
stratégie utilisée dans ce sens. En effet, les patients dépressifs résistants aux ISRS ayant recu
une administration de pindolol, antagoniste des récepteurs 5-HT1A, ont montré un
raccourcissement du délai d’action de cette classe d’antidépresseur d’'une a deux semaines

selon les études (Blier and Bergeron, 1998). Cette stratégie a également été testée en
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préclinique avec la venlafaxine. Les auteurs ont mis en évidence une potentialisation des
effets de la venlafaxine sur la résignation des animaux (FST et TST) lorsque celle-ci est
administrée avec du pindolol (Yaman and Bal, 2022). Depuis, de nombreuses stratégies de
potentialisation ont été testées avec succes notamment la combinaison d’ISRS avec les
antipsychotiques atypiques (Moret, 2005). Quant aux stratégies thérapeutiques non
pharmacologiques utilisées en clinique (activités physique, intellectuelles, sensorielles,
artistiques ou impliquant un renforcement du lien social) celles-ci présentent une efficacité
modérée sur les formes de dépressions séveres (Knapen et al., 2015; Abdollahi et al., 2017).
En revanche, leur capacité a améliorer la réponse des antidépresseurs a été beaucoup moins
étudiée.

Au niveau préclinique, une étude menée chez le rat a rapporté qu’un ISRS, la sertraline,
exerce des effets de type antidépresseurs lorsque les animaux sont exposés a un EE par
rapport a des conditions d’isolement social (Yildirim et al., 2012). Des résultats similaires ont
été retrouvés dans un modele de dépression post-partum chez le rongeur. En effet, chez des
souris déprimées, I'exposition a un EE en combinaison avec un traitement par la fluoxétine
entrailne une diminution de l'anxiété, de la résignation, de I'anhédonie ainsi qu’une
augmentation de la sociabilité alors que ces réponses comportementales ne sont pas
observées avec la fluoxétine seule (Bashiri et al., 2021). D’'un point du vue mécanistique,
I'effet bénéfique de cette combinaison s’accompagne d’une amélioration de la réactivité de
I’axe HPA avec une diminution des taux plasmatiques d’ACTH et de corticostérone. De la
méme maniere, dans un modele d’'UCMS, les animaux traités a la fluoxétine montrent une
diminution de l'anhédonie dans le test de préférence au sucrose uniquement dans des
conditions d’exposition a un EE mais pas lorsque les animaux sont hébergés en conditions de
stress (Poggini et al.,, 2021). Des résultats concordants ont été retrouvés dans deux autres
études utilisant le méme modeéle de dépression (Ramirez and Sheridan, 2016; Liu et al., 2017).
Enfin, les auteurs de ces travaux montrent que 'effet bénéfique de la combinaison d’un EE
avec la fluoxétine est associé a un effet pro-neurogénique renforcé par rapport aux stratégies

prises indépendamment.

L'amélioration des effets bénéfiques comportementaux des antidépresseurs combinés aux
interventions non pharmacologiques a été montré en comparaison aux monothérapies.

Cependant, aucune de ces études ne s’est intéressée au délai d’action des antidépresseurs.
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OBJECTIFS DES TRAVAUX DE THESE

Comme nous l'avons vu dans l'introduction, la dépression majeure est caractérisée par une
multitude de symptdmes et conduit a I'altération de diverses structures cérébrales chez
I"humain. Les traitements pharmacologiques de cette pathologie sont divers et variés, de par
leur nombre ainsi que par les mécanismes d’action mis en jeu, et ciblant pour la plupart
d’entre eux les systémes monoaminergiques. Cependant, le fait que les traitements
pharmacologiques actuellement disponibles ne permettent pas toujours une prise en charge
efficace de la pathologie reste un probleme majeur. C'est notamment le cas du long délai
d’action des antidépresseurs, qui peut parfois conduire au suicide lors des premiéres
semaines de traitement.

Des stratégies non pharmacologiques ont été développées pour pallier les échecs
thérapeutiques des antidépresseurs. Celles-ci concernant notamment les stimulations
cérébrales ou environnementales qui semblent induire moins d’effets secondaires que les
traitements pharmacologiques. Toutefois, I'efficacité de ces stratégies non pharmacologiques
semble inférieure a celle des antidépresseurs notamment dans les formes sévéres de
dépression et mérite encore d’étre mieux définie. C'est pourquoi la recherche de pistes
innovantes pour le traitement de la dépression reste aujourd’hui un enjeu majeur de santé
publique.

L'idée de ma these est partie d’une collaboration naissante entre notre laboratoire et une
cliniqgue Toulousaine spécialisée dans le traitement de la dépression. Les psychiatres de la
clinique nous ont confié avoir le sentiment que les nombreuses activités (exercice physique,
ergothérapie, jeux de société en groupe, atelier méditation, etc ...) proposées aux patients, en
complément de leurs traitements médicamenteux, permettaient d’atteindre plus rapidement
la disparition des symptdmes de la dépression et peut-étre de limiter le risque de rechute.
Nous avons alors imaginé quantifier ces effets de facon rigoureuse dans le cadre d’une étude
menée dans leur clinique. En paralléle et pour aller plus loin dans la compréhension des
mécanismes biologiques impliqués, nous avons décidé d’étudier ces phénomenes sur une
cohorte de souris modeles de la dépression. Ma thése a donc eu lieu dans le cadre d’un

contrat CIFRE, entre le groupe CLINEA et le CRCA.

112



Pour des raisons administratives et du fait de la crise sanitaire, le volant clinique de mon
projet est resté limité. J'ai écrit le CPP, j’ai conduit de nombreuses réunions avec les équipes
de la clinique mais je n’ai pas pu démarrer les expériences prévues. C'est donc seulement la
partie précliniqgue de mon travail que je présente ici.

Au cours de ma thése, j'ai étudié les effets comportementaux de plusieurs stratégies non
pharmacologiques et recherché les processus neurobiologiques sous-tendant leurs effets
antidépresseurs chez la souris. Concrétement, mes travaux ont porté sur les effets bénéfiques
de stratégies environnementales (environnement enrichi, exercice physique) et sensorielle
(olfaction) utilisées dans un modeéle murin de dépression, et donnent lieu a 3 chapitres

présentés dans la partie « Résultats » de ce manuscrit :

Chapitre 1: Quel est I'effet d’'une exposition a un environnement enrichi sur la
réponse a un antidépresseur, la venlafaxine, dans un modéle murin de
dépression

Effet de I'environnement enrichi sur le délai d’action de la venlafaxine

Au cours de ce travail, nous avons cherché a évaluer dans quelle mesure I'exposition a un
environnement enrichi combiné au traitement par la venlafaxine (IRSN) pouvait réduire le
délai d’action de cet antidépresseur dans un contexte pathologique de dépression. Nous
avons conduit une étude comportementale longitudinale utilisant diverses stratégies
thérapeutiques auxquelles ont été soumises des souris exposées a la corticostérone (CORT).
Le phénotype pseudo-dépressif de ces animaux modeéle de dépression a été évalué apres 2 et
8 semaines de traitement. Nous avons ensuite examiné les mécanismes neurobiologiques mis
en jeu, en nous focalisant plus particulierement sur la neuroplasticité de I’hippocampe, et
notamment la neurogenése adulte et la plasticité des interneurones Parvalbumine. A l'aide
d’approches interventionnelles, nous avons tenté de déterminer les liens de causalité
existants entre ces régulations cellulaires et les effets antidépresseurs observés en combinant

la venlafaxine et différentes modalités d’enrichissement environnementaux.

Effet de I'arrét de I'enrichissement environnemental sur la réponse a la venlafaxine
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Afin de prendre en compte le fait de sortir de l'institution pourrait étre associé a un
évenement a valence négative pour les patients ayant bénéficié d’activités stimulantes durant
leur séjour, nous avons examiné les conséquences d’un arrét de I'exposition a un EE (tout en
maintenant le traitement a la venlafaxine) sur le phénotype anxio-dépressif et la plasticité
cérébrale hippocampique des souris CORT.

Ce premier chapitre révele que I'exposition a I'EE réduit le délai d’action de la venlafaxine
chez les animaux déprimés alors que l'arrét de I'EE a un effet délétére sur le phénotype
pseudo-dépressif des animaux. Afin de mieux caractériser l'influence des différentes
stimulations qui composent I'EE, nous nous sommes ensuite concentrés sur la contribution de

I"Exercice Physique.

Chapitre 2 : Quel est I'effet de 'activité physique volontaire sur la réponse a la
venlafaxine dans un modéle murin de dépression

Sur la base des travaux menées dans le chapitre 1, nous avons examiné comment l'activité
physique volontaire, favorisée par la présence d'une roue d’activité dans les cages
d’hébergement, pourrait réduire le délai d’action de la venlafaxine (IRSN) dans un contexte
pathologique.

Pour tester cette hypothése, nous avons mené une nouvelle étude comportementale
longitudinale évaluant l'influence de diverses stratégies thérapeutiques sur le phénotype
pseudo-dépressif de souris exposées a la CORT. Les performances émotionnelles et cognitives
des animaux ont été mesurées aprés 2 ou 8 semaines de traitement afin d’identifier la
cinétique d’apparition des effets bénéfiques. De plus, nous avons tenté de déterminer les
mécanismes pouvant sous-tendre ces effets en nous focalisant sur les modifications de la
neurogenese hippocampique adulte et le systeme sérotoninergique via I'étude de la
sensibilité a I'autorécepteur 5HT1A. Le travail de ce deuxieme chapitre met en évidence
I'effet bénéfique de I'exercice physique sur la réponse comportementale et montre que cet
effet est accompagné d’une augmentation précoce de la neurogenése hippocampique et de
la désensibilisation de I'autorécepteur 5-HT1A. D’autres expériences seront nécessaires pour
compléter notre compréhension des processus biologiques permettant I'expression des effets

antidépresseurs de I'administration combinée de la venlafaxine et de I'activité physique.
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Nous avons étudié ces mécanismes dans le chapitre suivant, qui a recherché les effets

bénéfiques sur I'anxiété, d’une stimulation sensorielle impliquant les fonctions olfactives.

Chapitre 3: Détermination des interactions entre le systeme olfactif et le
systeme sérotoninergique dans les effets antidépresseurs d’un ingrédient
alimentaire sensoriel a base d’agrumes

Ce travail a été mené en collaboration avec un partenaire privé, I'entreprise Phodé (Terssac,
France), pour laguelle nous avons étudié I'effet d’un enrichissement olfactif sur le phénotype
pseudo-dépressif de souris modéles de dépression. Etant donné I'existence de connexions
étroites entre voies olfactives et aires cérébrales impliquées dans la régulation de ’lhumeur et
des émotions (notamment au niveau du systeme limbique), I'olfaction constitue une voie de
recherche intéressante et novatrice a de nombreux égards. En particulier, une remédiation
par l'utilisation d’odeurs dans les troubles anxio-dépressifs est une voie de recherche
prometteuse, notamment du fait de l'impact sur le fonctionnement neurochimique du
cerveau. Ce travail a donné lieu a un article publié au cours de ma thése (Coutens et al,,
2020).

L'étude du composé test (D11399) s’intégre donc totalement dans mes travaux de these
notamment par la présence d'extraits d'agrumes et plus particulierement de Citrus Sinensis
dont les effets bénéfiques sur I’hnumeur sont documentés ainsi que les mécanismes associés.
Tout d’abord nous avons évalué I'effet d’'une administration orale du composé test (D11399)
sur les réponses anxiolytiques et antidépressives de souris naives afin de déterminer la dose
efficace a 'aide de différents paradigmes comportementaux. Puis, afin de caractériser le réle
des circuits de l'olfaction dans les effets du D11399, nous avons évalué les effets de ce
composé chez des souris rendues transitoirement anosmiques. Le composé D11399 a
ensuite été testé dans une cohorte de souris modeéle de la dépression (modeéle CORT par
implantation de pellet). L'étude comportementale a permis de déterminer les effets
antidépresseurs du composé et nous avons ensuite recherché I'implication de la neurogenese

hippocampique et du systeme sérotoninergique dans les effets bénéfiques du D11399.

A travers ces trois chapitres, mes travaux de thése ont eu pour objectif principal d’identifier, a

I'aide de modeéles animaux, les mécanismes neurobiologiques sous-tendant les effets
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comportementaux de stratégies innovantes et originales pour la prise en charge des troubles

cognitifs et de I'"humeur, tels qu’on les observe dans la dépression majeure chez I’humain.
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MATERIELS ET METHODES

Cette partie présente les dispositifs et protocoles expérimentaux que j'ai utilisés pour mes travaux de

these.

1. Autorisations a expérimenter

Les expériences ont été menées en conformité avec la réglementation européenne du Conseil
Européen des Communautés (86/609/CEE) et du Comité National Francais (87/848) concernant le
bien-étre animal. Le projet a ensuite été évalué puis validé par le ministére de I'Enseignement
Supérieur, de la Recherche et de I'Innovation ainsi que par un comité d’éthique local (APAFIS:
#12342-2017082111489451 v6). Au cours mes travaux de these, j'ai également obtenu mon diplome
d’« Utilisation et Protection de I’Animal de Laboratoire, UPAL » concernant la conception de projets
ainsi que la réalisation des procédures (A/B/C/D). Cette formation de niveau 1 a été réalisée a I'Ecole

National Vétérinaire de Toulouse (France) et est accréditée par le ministére de I’Agriculture.

2. Animaux

Pour I'ensemble des expériences réalisées, j'ai travaillé avec des souris méales de la lignée C57BI/6J car
son utilisation pour le modeéle de dépression par exposition chronique a la CORT dans I'eau de boisson
(David et al.,, 2009) ou par implantation de pellets sous la peau (Demuyser et al., 2016) a été
largement validée. Par ailleurs, nous avons choisi de ne pas utiliser de femelles C57BI/6J car a la dose
optimale de 35 pg/ml, I'induction d’un phénotype pseudo-dépressif est trés peu marqué par rapport

aux souris males (Mekiri et al., 2017).

3. Les différents type d’hébergements

Les animaux étaient hébergés au sein de I'animalerie du Centre de Recherches sur la Cognition
Animale (CRCA, UMR5169) dans des conditions standards (STD), c’est-a-dire par groupe de 5 ou 6
souris avec un acces ad libitum a I’eau et a la nourriture. Les cages contenaient des éléments de bien-
étre animal (1 tube de PVC et matériel de nidification) permettant de limiter I'enrichissement des
cages. Tous les animaux étaient exposés a un rythme circadien 12/12h et a une température ambiante

de 23°C £ 2°C.

e Hébergement spécifique : L’environnement enrichi
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Pour I’hébergement en environnement enrichi (EE), nous avons utilisé les cages de Marlau (Viewpoint,
France), qui favorisent la standardisation de I'exposition a un EE (Fares et al., 2013). Ce type

d’enrichissement promeut (Figure 15) :

- les interactions sociales (12 souris par cage),

- I'activité physique volontaire grace a la présence de roues métalliques (au nombre de 2 afin d’éviter

la monopolisation d’une roue par une souris dominante),

- les fonctions cognitives grace a des labyrinthes qu’il faut traverser pour rejoindre le compartiment
contenant la nourriture et les fonctions sensorielles par la présence de jouets, tunnels, échelles et
toboggans. La configuration des labyrinthes était changée trois fois par semaine permettant une
stimulation cognitive continue. De la méme facon, les divers objets présents dans I'EE étaient changés
hebdomadairement afin de stimuler les comportements exploratoires des animaux. Il faut noter que
cet EE ne contenait pas de stimulations olfactives. Il faut noter que cet EE ne contenait pas de
stimulations olfactives. L’enrichissement de cette modalité sensorielle a été évaluée de maniere

indépendante dans la derniere partie des résultats (Article 3).

Figure 15. Stimulations multiples d'un environnement enrichi a I'aide des cages de Marlau (Viewpoint)
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e Hébergement spécifique : Stimulation de 'activité physique volontaire

Une partie de mes travaux de these a consisté a évaluer I'effet de I'activité physique volontaire (une
des composantes de I'EE) sur la réponse a un antidépresseur, la venlafaxine. Pour cela les animaux
étaient hébergés par 6 dans des cages contenant les mémes éléments de bien-étre animal (1 tube de
PVC et matériel de nidification) que les souris élevées en cages standards, et dans lesquelles étaient
placées 2 roues d’activité. Ces cages étaient légérement plus larges (50cm) que les cages standards

afin de pouvoir y placer ces roues d’activités.

Tableau 6. Les différentes conditions d'hébergement

4. Traitements pharmacologiques

Le modeéle murin de dépression, induit par I'exposition chronique a la CORT: Pour induire un
phénotype pseudo-dépressif, les souris sont exposées a la cortisone (CORT ; 35 pg/mL soit 5Smg/kg par
jour ; Sigma-Aldrich, France, Cat#C2505) dissoute dans de |'eau contenant de la B-cyclodextrine (20%,
Kleptose®, Roquette, France) pendant 8 semaines (David et al.,, 2009). Ce traitement est maintenu
pendant toute la procédure expérimentale. Un suivi hebdomadaire de la consommation hydrique est
effectué afin d’ajuster la concentration de CORT a laquelle sont exposés les animaux. Les animaux
controles (CTL), non exposés a la CORT ont a disposition de I'eau de boisson contenant 20% de
Kleptose. Du fait de sa photosensibilité, la CORT est placée dans des biberons opaques et changée 2

fois par semaine.

Dans la derniéere partie de mes travaux de these, la CORT a été administrée par implantation sous-
cutanée de pellet de CORT diffusant 5 mg de CORT par jour, durant 90 jours (Innovative Research of
America, Floride, USA) selon le protocole décrit par Demuyser et ses collaborateurs (Demuyser et al.,

2016).
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La venlafaxine (VLX) : L’antidépresseur étudié dans ma these, la Venlafaxine (VLX) a été administré de
fagon chronique dans I'eau de boisson (16 mg/kg par jour, Sigma-Aldrich, Cat# V7264) durant 2 a 8
semaines, selon 'expérience. Cet antidépresseur était toujours administré aux souris, apres I'induction
par la CORT, du phénotype pseudo-dépressif. La VLX était diluée dans la solution de CORT et délivrée
aux animaux dans des biberons opaques. La quantité de VLX administrée était également ajustée en
fonction de la consommation hydrique des animaux, afin d’obtenir une prise équivalente a 16 mg/kg
par jour. Cette dose a été choisie au regard de la littérature et permet une action simultanée sur les
systemes sérotoninergique et noradrénergique, en inhibant a la fois les transporteurs SERT de la 5-HT

et NAT de la NA (Bacq et al,, 2012).

L’escitalopram : Pour les études de microdialyse intracérébrale menées dans la partie 3, nous avons
perfusé de l'escitalopram (1 puM a travers la sonde de dialyse de Sigma-Aldrich) pour bloquer

spécifiqguement le transporteur de la sérotonine (SERT).

La doxycycline (DOX): Afin d’inhiber et de stabiliser la matrice extracellulaire entourant les
interneurones Parvalbumine de I"hippocampe, nous avons soumis une partie des animaux a un régime
alimentaire contenant de la DOX (per os) dans le but de bloquer la plasticité de ces interneurones en
réponse aux stratégies thérapeutiques testées (voir article 1). Dans la littérature, cet antibiotique est
décrit comme un inhibiteur non spécifique des métalloprotéases qui elles-mémes dégradent les PNNs
(Lee et al., 2006; Bach et al., 2019). Dans ce sens |'effet de la DOX n’est pas propre aux interneurones
PV de I'hippocampe et n’exclut pas des effets sur le comportement par d’autres mécanismes.

Pour administrer la DOX, le régime alimentaire standard (SAFE, France) des animaux a été remplacé
par un régime alimentaire contenant de la doxycycline (Ssniff, Allemagne). Le poids des animaux ainsi
que de leur consommation quotidienne de nourriture ont été contrdlés. La consommation

quotidienne de doxycycline était approximativement de 5mg/jour.

Ingrédient olfactif a base d'extrait de Citrus sinensis, le D11399 : En collaboration avec la société
Phodé (Terssac, France), et dans l'optique d’évaluer les effets d’une stimulation olfactive sur les
comportements de type anxio-dépressifs chez la souris, nous avons administré le D11399. Le D11399
contenait comme partie active un noyau (B524) principalement constitué d'extrait de Citrus sinensis
(24-32%) et était formulé avec des excipients a base d'eau et d'agents émulsifiants végétaux (36-48%)
pour obtenir une forme galénique liquide hydro-dispersable. En utilisant la chromatographie en phase
gazeuse, il a été déterminé que le D11399 contient comme ingrédients principaux du D-limonéne
(94,5%), du myrcene (2,5%), de I'alpha pinene (0,6%), du sabinene (0,35%), du citral (0,225%) et du
beta pinéene (0,085%). La solution témoin contenait de I'huile de coco purifiée (24-32 %) formulée

avec le méme excipient que D11399. Le D11399 a été administré a la dose de 1,25 mg/kg par jour,
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ajustée selon la consommation hydrique journaliere des animaux. Le D11399 était fraichement

préparé tous les deux jours et disponible pour les souris dans des biberons opaques.

5. Chirurgies

Deux types de chirurgies ont été effectuées au cours de ma these. L'implant de pellet de CORT et
I'injection intracérébrale de la chondroitinase ABC (ChABC) ou du PBS ont nécessité une anesthésie
par voie gazeuse au Vetfluorane (Vnr137317 ; Virbac). L'implantation des sondes de microdialyse
intracérébrale, a été réalisée sous anesthésie a I'hydrate de chloral (400 mg/kg i.p. dilué dans du NaCl

0,9%, SigmaAldrich Cat# 302-17-0).

Implant de pellets de CORT : La chirurgie pour l'implantation des pellets dure moins de 10 minutes par
souris. Les animaux sont anesthésiés dans une chambre d'induction avec le vetfluorane a 4 %
(1000mg/g/ml) avec un débit d’air/oxygene a 0.2ml/min, suivi d'une anesthésie au Vetfluorane a 2 % a
I'aide d’'un masque facial. Ensuite une entaille de 5 mm est réalisée dans la partie haute du dos de la
souris pour la mise en place du pellet. Celui-ci est alors poussé sous la peau a distance du site
d’incision avant de refermer I'entaille a I'aide de fil de suture résorbable. Les animaux sont alors placés

dans une cage sous une lampe chauffante jusqu’a leur réveil complet avant d’étre replacés en groupe.

Injection intracérébrale aiglie de solutions de chondroitinase ABC (ChABC) ou de PBS : Les souris sont
anesthésiées au Vetfluorane a 4% puis placées dans un appareil stéréotaxique (Kopf). Avant la
chirurgie, de la lidocaine est appliquée en sous-cutané sur le crane de I'animal et un gel (Ocrygel) est
appligué sur les yeux afin d’éviter leur dessechement. Chaque souris a recu deux injections bilatérales
dans la région CA1l de |'hippocampe dorsal. Pour la partie rostrale de I'hippocampe CA1, les
coordonnées suivantes ont été utilisées (en mm a partir du bregma) : (AP) -1,34, (L) £ 1 et (V) -1,5 et
pour la partie caudale : (AP) : -2,46, (L) + 2 et (V) -1,5. Une solution de 100nL contenant de la ChABC
(50 U/ml, Sigma-Aldrich) ou de son solvant (PBS 1X) est injectée a chaque site a I'aide d’une seringue
Hamilton (Ref, 074362). A la fin de chaque injection, I'aiguille était laissée en place pendant 5 min
avant d'étre retirée lentement. Apres avoir suturé I'animal avec un fil résorbable, la souris est isolée
dans une cage jusqu’a son réveil complet avant d’étre replacée dans sa cage d’origine avec ses
congéneres. Deux jours de repos post-chirurgie sont respectés avant les procédures

comportementales.

Implantation des sondes de microdialyses : Les souris sont anesthésiées a I'aide d’hydrate de chloral
(400 mg/kg; i.p.), puis placées dans un appareil stéréotaxique (Kopf) permettant I'implantation de

sondes de microdialyse (longueur de diffusion: 2mm) dans I'hippocampe ventral afin de doser la
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sérotonine (5-HT) et la noradrénaline (NE). Les coordonnées utilisées, issues de I'atlas stéréotaxique
(George Paxinos and Keith B.J. Franklin, 2019), sont les suivantes (en millimétres) : AP: 2,7 ; L : 3 ; et
V:3,5. Une fois la souris endormie, de l'ocrygel est appliqué sur les yeux puis une incision de la peau
est réalisée sur le sommet du crane. Un trou de 0.5 mm de diameétre est réalisé a I'aide d'une
fraiseuse aux coordonnées exactes d’implantation des sondes, qui sont ensuite fixées sur le crane avec
du ciment dentaire (Duralay — Reliance Dental Manufacturing Co, Worth, IL 60482, USA). A la fin de
chaque chirurgie, les animaux sont isolés pour faciliter leur récupération et éviter d’éventuelles

blessures.

Le lendemain, les sondes sont connectées a une pompe péristaltique permettant la perfusion
continue de liquide céphalorachidien artificiel (composition LCRa ; 147 mM NacCl, 2,7 mM KCI, 1 mM
MgCl2, 1,2 mM CaCl2, ajusté a pH 7,4 avec un tampon phosphate de sodium 2 mM) a un débit de 1,5
ul par minute. Un cathéter est connecté a la sortie de la sonde afin de permettre le recueil du LCRa
chargé en neurotransmetteurs dans un tube Eppendorf. La membrane poreuse de la partie de la
sonde implantée dans la région d’intérét permet, grace au phénomeéne d’osmolarité, de laisser
diffuser de maniere passive les neurotransmetteurs de faible poids moléculaire, du compartiment le
plus concentré (la synapse) vers le compartiment le moins concentré (la sonde). Du citalopram (1uM)
est ajouté dans la solution de LCRa afin d’empécher la recapture du neurotransmetteur par les
neurones, et ainsi mesurer spécifiquement le processus de libération. Les dialysats sont prélevés
toutes les 15 minutes pendant 120 minutes, puis analysés par un systeme de chromatographie liquide
a haute performance (HPLC), couplé a un systeme de détection électrochimique (Dionex Ultimate
3000 ; Thermofisher, Courtaboeuf, France). La quantification est ensuite effectuée a I'aide du logiciel

Chroméléon Lab 7.2 (Chroméléon Chromatography Data System, ThermoFisher, USA).

6. Mesure de |'activité du systéeme sérotoninergique

- Enregistrements électrophysiologiques unicellulaires in vivo des neurones 5-HT du

noyau du raphé dorsal

Les souris sont anesthésiées a I'hydrate de chloral (400 mg/kg i.p.) puis placées dans un appareil
stéréotaxique. Afin d’éviter une hypothermie causée par I'anesthésie, une couverture chauffante est
placée sous I'animal maintenant ainsi sa température corporelle a 37°C. Les enregistrements unitaires
des neurones 5-HT du DRN sont réalisés a l'aide de micropipettes en verre (Stoelting, Wood Dale, IL,
USA) étirées par une étireuse gravitationnelle (Narishige, London, United-Kingdom) puis remplies de
solution de NaCl a 2M. Leur impédance est généralement comprise entre 5 et 8 MQ. La micropipette
en verre est alors positionnée selon les coordonnées suivantes (en mm par rapport au lambda) : AP :

+1,0a 1,2 ; L:0-0.1;V :570Uun trou de 0.5 mm de diaméetre a préalablement été percé. Les
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neurones 5-HT sont ensuite identifiés en utilisant les critéres suivants : une fréquence de décharge
réguliere et lente (0,5-2,5 Hz) et une longue durée de potentiel d’action (2-5 ms) (Aghajanian and
Vandermaelen, 1982). Le taux de décharge des neurones est alors mesuré pendant au moins 2 min

permettant de s’assurer de la stabilité du signal électrique.

- Mesure de la sensibilité du récepteur 5-HT1A en réponse a I'administration d’un

agoniste de ce récepteur induisant une hypothermie

Ce test repose sur l'induction d’une hypothermie chez I'animal en réponse a l'activation de
I'autorécepteur 5-HT1A (Martin et al., 1992; Richardson-Jones et al., 2010). En étudiant la réponse
d’un agoniste de ce récepteur, il est possible d’étudier la sensibilité de l'autorécepteur dans
différentes conditions expérimentales. Pour cela, la température corporelle des animaux est mesurée
entre 9h et 12h du matin avec un thermometre rectal a microsonde (Ugo Basile, Varese, Italie). Les
enregistrements numériques des températures sont obtenus avec une précision de + 0,1°C. Les
températures sont mesurées avant (t.10 et to min) et apres (tsomin) I'administration sous-cutanée (s.c.)
de l'agoniste du récepteur 5-HT1A 8-hydroxy-2-(di-n-propylamino) tétraline (8-OH-DPAT, Sigma-
Aldrich, Saint Quentin Fallavier, France) injecté a la dose de 100 ug/mg. Cette dose a été choisie sur la
base d'un premier rapport montrant sa capacité a induire une hypothermie et également sur des
expériences électrophysiologiques dans lesquelles cette dose inhibe complétement le taux de
décharge des neurones 5-HT (Rainer et al., 2012). Dans ce test, les données sont présentées en
pourcentage de diminution de la température corporelle aprés I'administration de 8-OH-DPAT par

rapport a la température obtenue a t0.

7. Evaluation du phénotype de type pseudo-dépressif des souris

Lors des tests comportementaux, les souris sont sorties de leur piece d’hébergement dés le début de
la période éclairée (= 8h du matin) et sont placées dans la piece d’expérimentation. Une acclimatation
de 45min est respectée avant chaque expérience. Les pieces d’expérimentation sont maintenues a
une température standard de 22°C + 2°C et un éclairage de 25 lux. L'ensemble des tests est

représenté sur la Figure 16.

e Tests mesurant I'anxiété

- Le Labyrinthe en croix surélevé (ou « Elevated-plus maze », EPM)

Ce test est basé sur I'anxiété naturelle des rongeurs envers les espaces ouverts. Le labyrinthe consiste
en une croix avec deux bras fermés et deux bras ouverts (30 x 10 x 20 cm) qui partent d'une

plateforme centrale (10 x 10), située a 50 cm du sol. Au début, les souris sont placées au centre de la
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plate-forme et sont libres d’explorer le dispositif pendant 5 minutes. Le temps passé dans les bras
fermés et dans les bras ouverts est mesuré manuellement a 'aide du logiciel Ethoc (CRCA). Le nombre
d’entrées dans chaque bras est également mesuré. Le pourcentage de temps passé dans les bras
ouverts est calculé (en décomptant le temps passé sur la plateforme centrale). Ainsi, plus la souris
passe du temps dans les bras ouverts, moins elle est considérée anxieuse, et inversement. Le

labyrinthe est nettoyé entre chaque souris a I'aide d'une solution d'éthanol a 30%.

- Le test de champ ouvert (ou « Open Field », OF)

Le test de champs ouvert est réalisé dans une aréne rectangulaire opaque (40x40x20 cm) et éclairée
par une lumiére blanche (30 lux). La souris est placée au centre de I'arene ou elle est libre d’explorer
I'environnement durant 10 minutes. L'expérience est filmée par une caméra puis analysée par un
logiciel de tracking (Ethovision, Noldus Tech, Nederlands). L’aréne est fictivement divisée en deux
compartiments : un compartiment central circulaire et un compartiment périphérique bordant le
périmetre de I'arene. Le centre de 'aréne représente la zone la plus anxiogéne pour l'animal. La durée
totale et le nombre d'entrées dans la partie centrale de 'aréne ainsi que la distance parcourue sont
mesurés, afin de s'assurer de |'absence d’effet locomoteur des différents traitements. Dans ce test,
plus le temps et/ou le nombre d’entrées au centre augmente, moins la souris est considérée comme
anxieuse, et inversement. Le dispositif est nettoyé entre chaque souris a l'aide d'une solution

d'éthanol a 30%.

e Tests mesurant résignation

- Le test de suspension caudale (ou « Tail suspension test », TST)

Le test de suspension par la queue évalue le degré de résignation de I'animal. Ce test est couramment
utilisé pour dépister I'effet antidépresseur des stratégies thérapeutiques testés mais différentes
études montrent également son intérét pour détecter un état pseudo-dépressif. La souris est
suspendue par la queue a l'aide de ruban adhésif, a un crochet situé dans une boite ouverte. Le temps
total d'immobilité de I'animal est mesuré a I'aide du logiciel Ethoc pendant 6 minutes. Du fait de la
situation inconfortable dans laquelle est placée la souris, plus celle-ci reste immobile, plus elle sera
considérée comme résignée. Réciproquement, si une souris se débat pour tenter d’échapper a cette

situation, elle sera considérée comme moins résignée (Steru et al., 1985).

- Le test de nage forcée (ou « Forced swim test, FST)
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Le test de nage forcée est également un test de résignation permettant de détecter I'activité de type
antidépresseur d’agents pharmacologiques (Porsolt et al., 1977). Comme pour le TST, les souris sont
placées dans une situation inconfortable et sans issue. Ici chaque souris est placée, pendant 6
minutes, dans un bécher transparent (20 cm de diameétre et de 23 cm de profondeur), rempli aux deux
tiers d'eau a 24°C+2°C. Le temps d'immobilité est calculé sur les 4 dernieres minutes du test. Dans le
FST, plus une souris est immobile (« flottaison »), plus elle est considérée comme résignée. Au
contraire, une souris qui tente d’échapper a la situation stressante (comportements de nage active et

tentatives d’escalade « climbing » sur les parois du bécher), sera considérée comme moins résignée.

e Test mixte d’anxiété/dépression

- Le test d’alimentation supprimée par la nouveauté (ou « novelty suppressed feeding test »,

NSF)

Dans ce test, la souris est placée dans une situation de conflit entre la faim et la peur de s’aventurer
dans un environnement anxiogene. La particularité de ce test est qu’il permet de mettre en évidence a
la fois les effets des anxiolytiques et antidépresseurs (Guilloux et al., 2013). Le dispositif utilisé est une
arene rectangulaire en plastique transparent (30x60 cm), contenant en son centre une croquette
déposée sur un cercle de papier blanc réfléchissant, et éclairé par une lumiere intense (60 W) placée a
environ 60-80 cm au-dessus, afin de renforcer le caractére anxiogéne du centre de laréne.
Préalablement (24h) au test, les souris sont privées de nourriture et placées dans de nouvelles cages
d’élevage (qui serviront apres le test, a mesurer I'alimentation en environnement naturel). Pour le
test, les souris sont placées dans le coin de l'aréne et la latence a aller se nourrir est mesurée
manuellement, avec un « cut-off » établi a 10 minutes. Ainsi, une augmentation de la latence a aller se
nourrir au centre du dispositif traduit une augmentation de I'anxiété et du comportement pseudo-
dépressif de la souris. A l'issue du test, les souris sont replacées individuellement dans leur cage
d'origine ou elles ont libre acces a une nouvelle croquette dont le poids est connu. Pendant 5 min, la
latence a aller et la quantité totale de nourriture ingérée se nourrir sont mesurées, pour évaluer si les

conditions expérimentales ont influencé le comportement de faim des souris.

e Test mesurant 'incurie

- Le test d’éclaboussure (ou « Splash test », ST)

Le test d'éclaboussure (ST) mesure le temps de toilettage d’une souris en réponse au souillage de son
pelage. Lors de ce test, une solution de saccharose 10% est vaporisée sur le dos de I'animal qui

hébergée seule dans une cage. Ensuite, la latence du premier toilettage, le nombre de toilettages ainsi
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que la durée totale de toilettage (6 min) sont mesurés manuellement comme indices d’incurie. Ainsi,

une diminution du temps de toilettage traduira un comportement d’incurie.

e Test mesurant I'anhédonie

- Le test de préférence au sucrose (ou « Sucrose Preference Test », SPT)

Ce test permet de mesurer I'anhédonie des animaux et d’évaluer si le systeme limbique, notamment
la voie mésolimbique, est altérée. Les animaux normaux montrent une préférence naturelle pour
I'aliment/solution appétant (ici le test est basé sur une solution sucrée). Cette préférence naturelle est
significativement réduite chez les animaux anhédoniques. Lors de ce test, les souris sont placées dans
des cages individuelles et habituées pendant une semaine a s’hydrater a I'aide de deux biberons
d'eau. La consommation d'eau est mesurée pour s’assurer de 'absence de préférence pour I'un ou
I'autre des biberons (habituellement situés a droite dans les cages collectives). Ensuite, la préférence
pour le saccharose est évaluée. Pour cela, un biberon d'eau (choix aléatoire) est remplacé par un
biberon contenant une solution de saccharose (1%), I'autre biberon contient de I'eau. Au début de
I'expérience les deux biberons contiennent des quantités identiques de liquide. 24h plus tard, la
consommation d'eau et de saccharose sont comparées et la préférence pour le saccharose est
calculée en pourcentage selon la formule : [(Consommation de saccharose/Consommation totale) X

100].

e Tests de mémoire

- Test de mémoire sociale — test des 3 chambres (ou « Recognition Social test »)

Le paradigme du test des 3 chambres se déroule en deux phases. D’abord le test de sociabilité qui
repose sur la préférence naturelle des souris a interagir avec leurs congéneres. Ensuite le test de
reconnaissance sociale, qui utilise I'attrait des souris pour la nouveauté, ici un individu jamais
rencontré. Ce test évalue la capacité des souris a discriminer un individu familier, d’un individu
nouveau. Le dispositif expérimental est une aréne rectangulaire transparente (plexiglas, 60 x 40cm),
composée de trois chambres de taille égale, séparées par deux parois comprenant chacune une
ouverture laissant passer une souris. Un cylindre a barreaux (8cm x 16cm) est disposé dans chacune

des chambres latérales du dispositif.

A chaque phase du test, la souris est placée a dans la chambre centrale et peut explorer librement les
3 chambres du dispositif, durant 10 minutes. Pendant la phase d’habituation (jourl), la souris se

familiarise avec le dispositif vide. Le temps passé dans chague compartiment est mesuré a I'aide d’un
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logiciel de tracking (Ethovision) et permet de s’assurer d’une absence de préférence de place. Si une
souris présente une préférence innée pour un co6té du dispositif, alors la souris familiere sera
présentée du coté opposé au compartiment préféré lors du test. Le jour suivant (jour 2), on réalise le
test de sociabilité. Une souris familiere (de la méme cage) est placée dans un des deux cylindres a
barreaux, alors que l'autre reste vide. Le temps d’interaction avec les deux cylindres est mesuré. Le
temps d’interaction est comptabilisé lorsque la souris est orientée vers le cylindre a barreaux et située
au minimum a 1 cm de celui-ci. En revanche, si la souris escalade le cylindre a barreaux, ceci n’est pas
considéré comme une interaction. Une souris ne présentant pas de trouble de la sociabilité montrera
une préférence pour la cage contenant la souris familiere. Le lendemain (jour 3), les souris sont
soumises au test de reconnaissance sociale qui mesure la capacité des souris a discriminer un individu
familier, d’un individu nouveau. Le méme dispositif est utilisé mais cette fois, un cylindre contient une
souris familiere et l'autre contient une nouvelle souris jamais rencontrée. Pendant 10 minutes, le
temps d’interaction avec les souris familiere et nouvelle est mesuré avec le logiciel Ethovision pendant
10 min. Le pourcentage de temps d’interaction avec chaque individu familier ou nouveau est calculé
par rapport au temps d’interaction total. Une souris capable de distinguer un congénere familier d’un

individu nouveau interagira préférentiellement avec l'individu inconnu.
- Test de localisation d’objet (ou « Object Location test », OL)

Ce test repose sur la préférence spontanée des rongeurs pour la nouveauté et leur capacité a se
souvenir de lI'emplacement d'objets précédemment rencontrés (Ennaceur et al.,, 1997). Il permet

d’évaluer la mémoire spatiale hippocampo-dépendante.

Le dispositif expérimental est constitué d’une aréne cylindrique opaque (40 cm de diamétre)
contenant un indice visuel proximal. Le test se déroule en 3 sessions de 10 minutes chacune. Le
premier jour, les souris sont introduites au centre de I'arene et libres de I'explorer. Le jour suivant,
deux objets identiques (angle métallique de 10 cm de reposant sur un socle en PVC) sont placés dans
I'aréne et le temps passé a explorer chacun des deux objets est mesuré manuellement (Ethoc). L'index
de préférence est calculé en divisant le temps d’exploration d’un objet, par le temps total
d’exploration des deux objets. Si une préférence (score supérieur a 60%) pour un des objets est
observée a ce stade, alors I'objet le moins exploré sera déplacé le jour suivant. Si aucune préférence
n'est observée, alors I'objet déplacé est choisi de facon pseudo-aléatoire. Entre chaque souris, les
objets et le dispositif sont nettoyés avec une solution d'éthanol a 30%. La mémoire spatiale est testée
le 3%™ jour (24h aprés la présentation des objets) lorsque 'un des deux objets est déplacé. L'index de
préférence exploratoire est calculé par le rapport entre le temps d'exploration de I'objet déplacé par

rapport au temps total d'exploration des deux objets pendant le test. Une souris ayant mémorisé
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'emplacement de l'objet au jour 2 explorera préférentiellement I'objet déplacé. Au contraire,
I'absence de préférence pour I'objet déplacé (index de préférence non différent de 50%), traduira un

déficit de mémoire spatiale.

Figure 16. Schémas des dispositifs et tests utilisés au cours de mes travaux de these

e Calcul des z-scores Emotionnel et Cognitif

Afin d’intégrer les performances de chaque animal au regard des différents tests comportementaux
réalisés, des z-scores sont calculés. Le z-score permet ainsi de comparer les performances
comportementales globales des groupes expérimentaux et du groupe contrdle et réduit la variabilité
intrinséque de chaque test (Guilloux et al., 2011). Pour calculer le z-score d’un individu, chaque
parametre comportemental est normalisé a la moyenne du groupe contrdle, puis divisé par |'écart-
type du groupe contrdle pour ce parametre. Cela permet d’obtenir pour chaque souris, un score pour
chaque parametre de chaque test comportemental. Afin d’évaluer au mieux le phénotype anxio-
dépressif des souris exposées a la CORT (modele murin de dépression), les tests pour lesquels les
souris exposées a la CORT présentent une altération par rapport au groupe contréle sont
sélectionnées. Le signe de chaque parametre est ajusté afin qu’un score négatif reflete une
amélioration du parametre par rapport au groupe controle, et qu’a l'inverse, un score positif
représente une détérioration de celui-ci. Afin d’attribuer le méme poids a chacun des tests

comportementaux, un seul parametre par test est inclus dans le calcul. Les résultats obtenus sont
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ensuite ségrégés selon la composante émotionnelle ou cognitive des tests réalisés permettant
I'obtention de deux z-scores distincts (décrit dans la partie résultats). La batterie de tests

comportementaux s’étalait sur 2 semaines (pour les parties 1 et 2 des résultats) selon un ordre précis.

Tableau 7. Tableau de |'organisation des batteries de tests réalisées pour I'obtention des z-scores

8. Analyses cellulaires et moléculaires
- Perfusion intracardiaque

A la fin des expériences de comportement, les souris sont sacrifiées, leur cerveau est prélevé pour
procéder a des marquages immunohistochimiques. Les souris sont anesthésiées avec une dose létale
de Doléthal (150 mg/kg; i.p.) puis perfusées en intracardiaque avec une solution osmotique de
chlorure de sodium (NaCl 0.9%) a froid (4°C) délivrée pendant 60 secondes, a une vitesse de 16

ml/min, permettant ainsi une exsanguination et un lavage du cerveau. Le cerveau est ensuite prélevé.

- Préparation des tissus

Apres la perfusion, les cerveaux sont disséqués en hémisphéres droit et gauche. Pour l'immunochimie,
un hémi-cerveau par souris est post-fixé dans une solution de paraformaldéhyde (PFA) 4% diluée dans
du tampon phosphate (PB) 0.1M a 4°C pendant 48 heures avant d'étre stocké dans une solution de
saccharose a 30 % et d’azide de sodium 0,1%. Des coupes frontales de 30 um d’épaisseur sont ensuite
réalisées sur toute |'étendue rostro-caudale de I'hippocampe, a l'aide d’'un microtome (Leica
SM2010R). Les coupes sont récoltées de facon sérielle dans 12 tubes contenant une solution

cryoprotectrice (PB 0.1M, 30% éthyléne glycol et 30% glycérol) permettant leur conservation a -20°C.

Il est a noter que dans les Parties 2 & 3 des résultats, les cerveaux ont uniquement servi a I'étude

immunohistochimique, et n’ont donc pas été partagé en deux hémispheres.

L'autre hémi-cerveau est utilisé pour disséquer I'hippocampe, qui est placé dans des tubes plongés

dans I'azote liquide et stockés en vue de quantifier les métalloprotéases matricielle (MMP) par ELISA.
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- Quantification protéique : Dosage ELISA des MMP-9

Les tissus hippocampiques prélevés subissent une lyse chimique. Pour cela, ils sont immergés dans
300uL d’une solution tampon d'immunoprécipitation (RIPA - Thermo Scientific, 89901). Les lysats sont
ensuite soniqués puis centrifugés et le surnageant obtenu est conservé pour 'analyse des protéines.
La concentration en protéine Pro-MMP9 dans les lysats hippocampiques est mesurée par ELISA,
réalisé selon le protocole du fabricant du kit (Mouse Pro-MMP-9, R&D systems, numéro de catalogue

MMP900B).

- Immunohistochimies

Figure 17 Principe immunohistochimie visible. L’antigéne est reconnu par I'anticorps primaire qui se fixe sur lui.
L'anticorps secondaire biotinylé dirigé contre I'espece dans laquelle les anticorps primaires ont été congus se
fixe sur le primaire. Le complexe Avidine Biotine (ABC) portant la Peroxydase du Raifort (HRP) se lie alors aux
molécules de biotine pour amplifier le signal. Le peroxyde d’hydrogéne, au contact de la HRP, induit la formation
d’un précipité foncé de diaminobenzidine (DAB), marquant ainsi 'emplacement de I'antigene (cellule entiere,
dendrites ou noyaux).

e Mesure de la survie cellulaire
- Principe et injection du BrdU

Afin de visualiser le devenir des cellules nouvellement formées dans le gyrus denté de I’"hippocampe,
les animaux recoivent des injections intra-péritonéales (i.p.) d’une solution contenant le 5’-bromo-2
deoxyuridine (BrdU) dilué dans une solution saline (0,9% de chlorure de sodium) (Sigma Aldrich,
10mg/ml, pH=7,4). Le BrdU est un analogue de la thymidine capable de s’incorporer dans I’ADN des
cellules en division lors de la phase S du cycle cellulaire, qui correspond a la réplication de I’ADN. Les
injections de BrdU sont réalisées a une dose de 100mg/kg. Pour I'étude de la survie, on réalise 2
injections espacées de 5h, pendant 4 jours pour marquer une grande population de cellules en

prolifération et suivre leur devenir a différents délais (3 semaines et 7 semaines selon les protocoles
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décrits dans la partie 2 des résultats). Les noyaux des cellules nouvellement formées incorporent le

BrdU et sont ensuite révélés par immunohistochimie.

- Protocole d’'immunohistochimie du BrdU

0o Jourl

Des séries de 1/6 coupes flottantes sont longuement rincées dans du PBS contenant du Triton-X-100
(0.25%). Entre chaque incubation, les coupes sont rincées 2x15min dans le PBST. Toutes les étapes se
déroulent sous agitation a température ambiante. Les coupes flottantes sont placées 15min dans une
solution de PBST contenant du méthanol (10%) et du peroxyde d’hydrogéne (H,0, a 3%) afin d’inhiber
I'activité des peroxydases endogenes. Aprés un rincage, ’ADN est dénaturé pour favoriser I'acces de
I’anticorps aux sites antigéniques. Pour cela les coupes sont immergées dans une solution d’HCI (2N)
pendant 50 min, puis rincées 15 et 5 min dans une solution d’acide borique a 0.1M (pH=8,5). Les
coupes sont ensuite pré-incubées 1h dans une solution de PBST contenant 0,1% d’azide et 5% de
sérum de chevre (PBST-azide-NGS 5%) afin de saturer les sites antigéniques non spécifiques. Les
coupes sont enfin incubées une nuit dans une solution de PBST-azide-NGS5% contenant I'anticorps

monoclonal de rat anti-BrdU (1/400, OBTOO30, Biorad).

0o Jour2

Apres les ringages, les coupes sont incubées 90 min dans une solution de PBST contenant |'anticorps
secondaire polyclonal biotinylé de chévre dirigé contre les 1gGs de rat (1/400, BA9400 Vector), puis 90
min dans une solution d’Avidine-Biotine (1/400, ABC Vector). Aprés rincages, Le marquage est révélé
par la 3,3 diaminobenzidine tétrahydrochloride (DAB, kit Vector) en présence de I’'H202 et de Nickel,
qui donne une coloration noire aux cellules ou noyaux immuno-positifs. La réaction enzymatique est
controlée sous microscope puis stoppée lorsque le rapport signal/bruit de fond est jugé optimal, a
I'aide de ringages dans une solution de PBST-azide (0,1%). Ensuite les coupes sont montées sur des
lames gélatinées suivant |'axe rostro-caudal, puis laissées a sécher pendant 48h a température

ambiante.

0o Jour5

Les lames histologiques sont successivement immergées dans les solutions suivantes :

- 1x 5 min dans I’'H,0 pour éliminer les sels,

-1 x 5 min dans du Nuclar Fast Red (Vector) permettant une meilleure visualisation des structures
d’intérét
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-2 x5 min dans I'H,0 pour laver I'excédent de colorant

- 5 x 5min dans des bains d’éthanol de concentration croissante de 50% a 100% afin de déshydrater
les tissus

- 10min dans un bain contenant du toluéne puis une lamelle est collée sur les lames avec une colle de
montage (Eukitt) en prenant soin de chasser les bulles dair.
e Etude de la prolifération cellulaire
- Principe

Afin de visualiser les cellules prolifératives nous aurions pu utiliser le BrdU. Cependant ce marquage a
été utilisé pour l'analyse de la survie. C'est pourquoi nous avons utilisé sur les mémes tissus le
marqueur endogéne de prolifération Ki67 qui est une protéine nucléaire exprimée pendant le cycle
cellulaire. La présence de Ki67 peut étre détectée par immunohistochimie afin de voir I'état de la

prolifération cellulaire au moment du sacrifice des animaux.
- Protocole d’Immunohistochimie du Ki67
0 Jourl

Les étapes préliminaires sont identiques a celles décrites précédemment (hormis I'étape de
dénaturation de I'ADN avec le HCI et le rincage au borate). Les coupes sont incubées une nuit dans
une solution de PBST-azide-NGS 5% contenant I'anticorps monoclonal de lapin anti-Ki67 (1/500,

M3062 SP6, Eurobio).

o Jour2

Le lendemain, les coupes sont incubées 120 min dans du PBST contenant I'anticorps secondaire
polyclonal biotinylé de chévre dirigé contre les IgGs de lapin (1/500, BA1000 Vector), puis 60 min dans
une solution d’avidine-biotine (1/200, ABC Vector). Le marquage est révélé avec la DAB (Vector), et la
réaction est stoppée a l'aide d’une solution de PBST-Azide. Les coupes sont ensuite montées et

préparées comme décrit pour le BrdU.

e Etude de la maturation des nouveaux neurones
- Principe

Afin d’étudier I'état de maturation des cellules engagées dans la lignée neuronale nous avons utilisé

I'expression de la doublecortine « DCX ». Les nouveaux neurones commencent a exprimer la DCX
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pendant gu’ils se divisent activement (dans la zone sous granulaire du gyrus denté), pendant 2 a 3
semaines lorsque les cellules deviennent des neurones. L'expression de DCX a lieu lorsque ces cellules
commencent a exprimer NeuN, un marqueur des neurones matures. Du fait de son profil d’expression

la DCX reflete la différenciation neuronale et I’état de maturation des nouveaux neurones.
- Protocole d’Immunohistochimie de la DCX
0o Jourl

Des séries de 1/12 coupes flottantes sont rincées dans du PBST et placées 15min dans une solution de
PBST contenant du méthanol (10%) et du peroxyde d’hydrogene (H202 a 3%). Ensuite une étape de
démasquage est effectuée facilitant ainsi I'accés des anticorps primaires et secondaires aux épitopes
antigéniques. Pour cela, les coupes flottantes sont incubées dans une solution de d’H,0 contenant 10
mM de citrate de sodium pH 6 + 0,05% de Tween 20 pendant 10 minutes a 100°C. Les coupes sont
ensuite pré-incubées pendant 2h30 dans une solution de PBST contenant 5% de sérum de chévre
(PBST-azide-NGS 5%) puis incubées une nuit dans cette solution contenant I'anticorps polyclonal de

lapin anti-DCX (DCX ; 1/500 ; 326003 Synaptic Systems).

0o Jour2

Apres ringage, les coupes sont incubées 120 min en présence de I'anticorps de chevre Alexa Fluor 488
anti-Rabbit dans du PBST (1/1000 ; A-11008, Invitrogen) a I'abri de la lumiere. Puis aprés lavage, elles
sont montées sur des lames Superfrost, et recouvertes avec du Mowiol contenant du Hoechst

permettant le marquage des noyaux des cellules (1/10 000).

e Etude de la plasticité des interneurones hippocampiques
- Principe

Afin d’étudier les interneurones Parvalbumine de I"hippocampe nous avons utilisé un anticorps de
chevre anti-PV pour marquer les interneurones exprimant la Parvalbumine, protéine fixant le calcium
et présente au sein de cette sous population d’interneurones inhibiteurs. Nous avons aussi utilisé la
lectine Wisteria Floribunda Agglutinin (WFA) biotinylée pour marquer les PNNs exprimés présents

autour des interneurones PV.
- Protocole

0o Jourl
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Les coupes flottantes sont placées 15 min dans une solution de PBST contenant du méthanol (10%) et
de I'H202 (3%). Apres lavage, les coupes sont pré-incubées 1h dans une solution de PBST contenant
10% de sérum d’ane (PBST-NDS 10%) avant d’étre incubées une nuit dans une solution contenant des
anticorps polyclonaux de lapin anti-PV (dilution 1/2500, PVG213, Swant) et de la Lectine WFA

biotinylée (dilution 1/1000, L1516, Sigma) dans cette méme solution.

o Jour2

Le lendemain, les coupes sont incubées a I'abri de la lumiere pendant 90 min en présence d’anticorps
fluorescent dirigé contre la chévre (Alexa Fluor 488 anti-Goat, 1/250, A11055 Molecular Probes) et de
la Streptavidine couplée a la tetramethylrhodamine (TRITC, 1/500, SA-5549, Vector) dans du PBST.
Apres lavage, les coupes sont montées sur des lames Superfrost, et recouvertes avec du Mowiol

contenant du Hoechst (1/10 000).

e Analyse des résultats
- Quantification : Noyaux BrdU+ et cellules Ki67+

La quantification des cellules ou noyaux immunomarqués est réalisée sur un échantillon stéréologique
d’'une coupe sur six (espacées de 180um) au niveau du gyrus denté. Les cellules/noyaux
immunopositifs sont comptés au microscope (Leica DM6000B, Allemagne) équipé d’une platine
motorisée et d’une caméra (Jenoptik) en utilisant I'objectif x40. Pour chaque coupe, la surface des
deux gyri dentés droit et gauche est délimitée a I'aide du logiciel Mercator (ExploraNova, La Rochelle
France) a I'objectif x10 grace aux reperes anatomiques fournis par la contre-coloration nucléaire au
Nuclear Fast Red et par I'atlas de cerveau de souris (George Paxinos and Keith B.J. Franklin, 2019). La
densité de cellules par surface de tissu est obtenue en divisant le nombre total de cellules comptées

par chaque volume de coupes correspondantes

- Quantification en microscopie a fluorescence des cellules DCX+

Les quantifications des cellules immunoréactives a la DCX (DCX+) sont effectuées sur des séries de 1
coupe sur 12 (espacées de 360 um) couvrant l'extension rostro-caudale du DG bilatéralement. Le
comptage et 'analyse des surfaces est effectué comme décrit au-dessus. Une analyse fine selon les
couches qui composent le DG a été réalisée afin de distinguer les cellules situées dans la couche sous
granulaire des neurones immatures plus agés ayant migré dans la couche granulaire. La densité de
cellules par surface de tissu est obtenue en divisant le nombre total de cellules comptées par le

volume de la coupe.
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- Quantification du nombre d’interneurones PV et de leurs PNN

Nous avons quantifié le nombre d’interneurones PV immunomarqués (cellules PV+) et
d’interneurones PV+ entourés de PNN (PV+/PNN+) sur un échantillon stéréologique d’une coupe sur
six (espacées de 180um). Aprés avoir tracé le contour des aires d’intérét (CA1, CA2 et CA3) et compté
les neurones positifs aux différents marquages, la densité de cellules par volume d’aire d’'intérét est
obtenue en divisant le nombre de cellules comptées par le volume de I'aire échantillonnée. La densité
des cellules PV+ et des cellules PV+ entourées de PNN (PV+/PNN+) est alors calculée pour chague

coupe afin d'obtenir le pourcentage de cellules PV+ co-exprimant des PNN+ pour chacune des aires.

9. Analyses statistiques

L'ensemble des analyses statistiques a été réalisé a I'aide du logiciel GraphPad Prism 8.0 (GraphPad
Software, San Diego, USA). Pour 'ensemble des analyses, le risque alpha est fixé a 5% et la distribution
normale des échantillons est déterminée a l'aide d’un test de Shapiro-Wilk avec un intervalle de

confiance de 95%.

e Selon la distribution, des tests paramétriques (test de Student ou «t-test) ou non
paramétriques (Mann-Whitney) ont été réalisés pour comparer deux échantillons.

e Pour comparer un échantillon a une valeur théorigue, un t-test & un échantillon est utilisé.
C’est notamment le cas pour évaluer un effet par rapport au niveau de chance (fixé a 50%)
dans les tests de localisation d’objet, de reconnaissance sociale ou de préférence pour le
sucrose.

e Pour comparer plus de deux échantillons, la distribution Normale et I'égalité des variances
(homoscédasticité) sont évaluées puis des tests paramétriques, des ANOVA a un facteur ont
été réalisées. Lorsque les résultats des ANOVA montraient des différences significatives entre
échantillons, des analyses post-hoc été réalisées en utilisant un test de Tukey (comparaison 2
a 2 de chaque paire d’échantillons).

e Pour comparer plus de deux échantillons avec deux facteurs de variabilité (tel que dans les
expériences de microdialyse intracérébrale), la distribution normale des échantillons est
vérifiée ainsi que I"homoscédasticité, puis des ANOVA a deux facteurs sont faites suivies d’une

analyse post-hoc (test de Tukey) selon la significativité de I’ANOVA a deux facteurs.

Pour chaque résultat, les différences statistiques sont représentées sur les graphes correspondants.
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PARTIE 1 : L'EXPOSITION A UN ENVIRONNEMENT ENRICHIE REDUIT LE

DELAI D’ACTION DES ANTIDEPRESSEURS : MISE EN EVIDENCE DU
ROLE DES INTERNEURONES A PARVALBUMINE

RESUME DES TRAVAUX DE THESE

Chapitre 1: L’exposition a un environnement enrichi réduit le délai d’action
de la venlafaxine dans un modéle murin de dépression

Le long délai d’action des antidépresseurs (4 a 6 semaines) est une limite majeure des
traitements antidépresseurs pharmacologiques actuellement disponibles

Les stratégies non pharmacologiques possédent des effets bénéfiques sur dépression
majeure

L’effet d’un traitement antidépresseur pharmacologique associé a une stratégie non
pharmacologique tel que I'environnement enrichi a été trés peu étudié en ce qui
concerne le délai d’action

Huit semaines de traitement par Venlafaxine sont nécessaires pour observer une
amélioration du phénotype pseudo-dépressif chez des souris modéles de dépression

Lorsque ces souris sont exposées a un environnement stimulant, les effets bénéfiques
de la Venlafaxine sont observés apres seulement 2 semaines de traitement

Les améliorations comportementales observées s’accompagnent d’une régulation de
la population des interneurones GABAergiques a Parvalbumine entourés matrice
extracellulaire dans I’hippocampe

Figure 18. Résumé graphique de l'article 1.
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ARTICLE 1: «La manipulation de la matrice péri-neuronale
entourant les interneurones GABAergiques de I'hippocampe
améliore le délai d'action des antidépresseurs »

Basile Coutens™™, Guillaume Bouisset!™, Laure Verret, Claire Rampon™*, Bruno Guiard®*

(1) Centre de Recherches sur la Cognition Animale (CRCA), Centre de Biologie Intégrative (CBI),
CNRS UMR5169, Toulouse, France

Ce papier est en cours de soumission.

Résumé

Les troubles de I'humeur sont associés a un déreglement de I'axe hypothalamo-hypophyso-
surrénalien et a une altération de I'équilibre excitateur/inhibiteur dans les régions du cerveau
impliquées dans la physiopathologie de la dépression, comme I'hippocampe. Si les
antidépresseurs produisent des effets cliniques bénéfiques, ils ont aussi des limites,
notamment leur long délai d'action. Des preuves croissantes suggérent que des stratégies
non pharmacologiques telles que I'environnement enrichi améliorent les effets
thérapeutiques chez les patients déprimés ainsi que dans les modeéles animaux de la
dépression. Cependant, on ne sait pas encore si I'exposition a un environnement enrichi
réduit également le délai d'action des antidépresseurs. Nous avons posé cette question en
utilisant un modeéle murin de dépression basée sur I'exposition chronique a la corticostérone.
Les animaux ont été traités par I'antidépresseur venlafaxine seul ou en combinaison avec un
environnement enrichi. Nous avons constaté que le phénotype anxio-dépressif induit par la
corticostérone était amélioré aprés seulement deux semaines de traitement par la
venlafaxine combinée a un environnement enrichi, alors que les souris traitées par la
venlafaxine dans des conditions de logement standard ont montré des signes de
rétablissement aprés une période beaucoup plus longue. Les animaux recevant la venlafaxine
combinée a I'environnement enrichi montrent une réduction de leur population de neurones
positifs a la Parvalbumine (PV) entouré d’'une matrice péri-neuronale (PNN) dans
I'hippocampe. De fagon intéressante, nous avons montré que la doxycycline, un agent
inhibant le remaniement des PNN autour des interneurones PV, empéchait cette amélioration
comportementale, tandis que la seule dégradation pharmacologique des PNN
hippocampiques raccourcissait le délai d'action de la venlafaxine chez les souris déprimées.
Cette étude démontre la capacité des stratégies non pharmacologiques a raccourcir le délai
d'action des antidépresseurs et indique que le remaniement des PNN autour des
interneurones PV pourrait étre un mécanisme cellulaire impliqué dans cet effet. Plus
important encore, ces données indiquent que la modulation de I'activité synaptique des
interneurones PV et, par conséquent, le déséquilibre excitation/inhibition communément
observé dans les troubles psychiatriques, pourrait étre une cible pertinente pour
I’établissement de nouveaux traitements antidépresseurs.
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Abstract

Mood disorders are associated with a dysregulation of the hypothalamic-pituitary-adrenal axis
and alteration of the excitatory/inhibitory balance in brain regions involved in the
physiopathology of depression, such as the hippocampus. While antidepressants produce
beneficial clinical effects, they also have limitations including their long delay of action. Growing
evidence suggests that non-pharmacological strategies such as
environmental enrichment improve therapeutic outcome in depressed patients and animal
models of depression. However, whether exposure to enriched environment also reduces the
delay of action of antidepressants remains unknown. We investigated this issue using a mouse
model of depression. Animals were treated by the antidepressant venlafaxine alone or in
combination with enriched housing. We found that the corticosterone-induced anxio-
depressive phenotype was improved after only two weeks of venlafaxine treatment combined
with an enriched housing, while mice treated with venlafaxine under standard housing
conditions showed signs of recovery after a much longer time. Animals given venlafaxine
combined with the enriched environment show a reduction in the population of Parvalbumin-
positive neurons co-expressing Peri Neuronal Nets (PNN) in the hippocampus. Interestingly, we
showed that doxycycline, an agent preventing PNN remodeling, precluded this behavioral
improvement, while pharmacological degradation of hippocampal PNN shortened the delay of
action of venlafaxine in depressed mice. This study demonstrates the ability of non-
pharmacological strategies to shorten the onset of action of antidepressants and indicates that
PNN remodeling around PV interneurons could be a cellular mechanism involved in this effect.
More importantly, these data indicate that the modulation of the synaptic activity of PV
interneurons and, consequently, the excitation/inhibition imbalance commonly observed in

psychiatric disorders, could be a relevant target for new antidepressant treatments.
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Introduction

Major depressive disorder (MDD) is characterized by a persistent low mood associated with
other core symptoms, including suicidal ideation, loss of mental and physical energy, feelings
of guilt, anhedonia, anxiety, and cognitive deficits [1]. The most recent data place MDD as the
third greatest source of disability worldwide. The therapeutic activity of the first-line
treatments for MDD, such as the selective serotonin reuptake inhibitors (SSRIs) or the
serotonin-norepinephrine reuptake inhibitors (SNRIs), relies on their ability to increase
monoaminergic tone in the brain of depressed patients [2]. Despite their indisputable efficacy,
SSRIs and SNRIs suffer from several limitations including a delayed onset of action (4-8 weeks)
[3], numerous adverse effects, and a modest efficacy in almost 30% of patients [4]. It is not fully
understood why, when brain levels of serotonin (5-HT) and norepinephrine (NE) increase within
hours after administration of an SSRI or SNRI, it takes weeks to see an improvement in behavior.
Current hypotheses to explain this delayed clinical response involve pre- and post-synaptic
adaptive mechanisms. After an initial increase in intrasynaptic concentrations of
neurotransmitters at the presynaptic level, SSRIs and SNRIs produce a progressive
downregulation of somatodendritic inhibitory 5-HT1a autoreceptors increasing neuronal firing
of 5-HT neurons and neurotransmitter release at the nerve terminals, notably in the
hippocampus [5]. Interestingly, the time required for antidepressant drugs to desensitize these
5-HT1a autoreceptors coincides with their onset of action. Long-term changes in gene
expression, protein translation, and neuroplasticity were also detected at the post-synaptic
level. For instance, it is well known that increased hippocampal 5-HT and/or NE
neurotransmissions in response to chronic administration of SSRIs or SNRIs promote BDNF
expression [6], which then enhances adult hippocampal neurogenesis [7]. Hence, it appears
that a better understanding of the mechanisms underlying the therapeutic action of
antidepressant drugs is needed to develop more efficient treatments, including faster-acting
strategies.

Recent evidence suggests that a specific form of extracellular matrix, the perineuronal net
(PNN), located around fast-spiking GABAergic parvalbumin (PV) interneurons which is
experience-dependent [8], contributes to mood regulation and that such form of neuronal
plasticity could influence the response to treatment. Accordingly, in rodent models of

depression, it has been shown that chronic stress and corticosterone exposure increase

142



hippocampal levels of PNN [9, 10]. On the contrary, the SSRI fluoxetine or the SNRI venlafaxine
administered perinatally or in adulthood, decrease the formation of PNN around the soma and
proximal dendrites of fast-spiking PV* GABAergic interneurons in the mouse hippocampus [11—
13] and cortex [14].

One mechanism by which antidepressant drugs may attenuate PNN is the increased expression
of matrix-degrading proteases. Consistent with this hypothesis, repeated administration of the
SNRI venlafaxine decreases PNN density in the hippocampus through enhanced expression of
metalloproteinase (MMP)-9, one of the most important proteases involved in PNN disruption
[12]. The involvement of MMP-9 in the regulation of emotional state is further supported by
pharmacological and genetic studies showing that the inactivation of MMP-9 which is thought
to increase PNN levels decreases basal anxiety [15], but also despair and sociability in stressed
animals [16]. Interestingly, single nucleotide polymorphisms of MMP-9 have been unveiled and
are associated with the development of MDD [17, 18], and also with treatment response [19].
In light of these data, it is tempting to speculate that reduced PNN levels may reinstate the
neuronal plasticity underpinning the antidepressant response to antidepressant drugs.
Therefore, we hypothesized that manipulating this form of plasticity might influence the delay
of action of antidepressant drugs. The observation that the fast-acting antidepressant ketamine
also reduces PNN levels [20] further supports our hypothesis.

The present study aimed to determine how the extracellular matrix PNN may contribute to the
plastic mechanisms that underlie the beneficial action of antidepressants. We first
demonstrated that the antidepressant venlafaxine has a long delay of action in a cortisone-
induced mouse model of depression. Next, we found that this delay was greatly shortened
when venlafaxine was administrated in combination with a non-pharmacological strategy,
consisting in exposing mice to a stimulating environment. Then, in order to decipher the cellular
mechanisms at play in triggering venlafaxine action, we revealed that reducing hippocampal

PNN presence restores plasticity and allows faster action of antidepressant.

Materials and Methods

2.1. Animals
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10-week-old male C57BI/6Rj mice were housed five per cage under standard conditions with a
12h light/dark cycle (light on at 8:00 a.m) and temperature-controlled room. Food and water
were available ad libitum. All experimental procedures were conducted in accordance with the
European directive 2010/63/EU and were approved by the French Ministry of Research and the
local ethics committee (APAFIS # 2018100110245946#16913).

The enriched environment (EE) was performed in the Marlau cages (Viewpoint, France) which
allow a standardization of the procedures [21]. Housing in Marlau cages provided increased
social interactions (12 mice per cage), voluntary physical activity via two running wheels,
cognitive stimulation through the use of labyrinths which configuration was changed three
times a week. Moreover, toys, tunnels, ladders, and toboggans slides were also present in the

EE and changed weekly to stimulate exploratory behavior.

2.2. Drugs

To induce a depressive-like phenotype, mice were exposed to corticosterone (Sigma-Aldrich,
France, Cat#C2505) dissolved in vehicle (0.45% B-cyclodextrin, Sigma, St Louis, MO) in drinking
water for 8 weeks [22], and maintained during experimental procedures. During the last 8
weeks of corticosterone exposure, the SNRI venlafaxine (Sigma-Aldrich, France, Cat#99300-78-
4) was dissolved in corticosterone solution and delivered in drinking water at a fixed dose of 16
mg/kg. This dose is effective to promote antidepressant effects [23]. Inhibition of matrix
metalloprotease was achieved by feeding mice a diet containing doxycycline. Doxycycline

intake was about 5 mg/day per mouse (doxycycline hyclate, Ssniff, Allemagne).

2.3. Behavioral test

Elevated Plus Maze

The maze consists of a cross with two closed arms and two open arms (30 x 10 x 20 cm) that
extend from a central platform (10 x 10) elevated 50 cm from the ground. Mice were placed in
the center of the platform and the time spent in closed and open arms was recorded for 5

minutes. Results were expressed as a percentage of time spent in the open arms. The maze
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was cleaned between each mouse using a 30% ethanol solution to avoid bias due to the

olfactory cues.

Object Location

This test is based on the rodents' spontaneous preference for novelty and their ability to
remember the location of previously encountered objects [24]. This test evaluates
hippocampal-dependent spatial memory. The day before acquisition, the mice were placed for
10 minutes in the empty arena for habituation (50 x 50 cm, 40 cm-high walls with spatial
pattern inside). On the next day, two identical objects were placed in the arena, the time spent
exploring each of the two objects was recorded manually during 10-minutes. Between each
mouse, the objects and the arena were cleaned with a 30% ethanol solution. Spatial memory
was tested 24 h later when one of the two objects was moved to a new location. To assess
whether the animal noticed the spatial change, the exploratory preference index was
calculated as the percentage of time spent exploring the displaced object related to the total

exploration time for both objects during the test phase.

Tail suspension Test

The tail suspension test evaluates the degree of resignation and is commonly used to screen
antidepressant-like activity in mice [25]. Animals were suspended by the tail in a box containing

a hook. During this test, the total immobility time was measured over 6 minutes.

Three-chambers test

The three-chamber paradigm test known as Crawley's sociability and preference for social
novelty protocol has been employed. "Sociability" in this case is defined as the propensity to
spend time with another mouse, as compared to time spent alone in an identical, but empty,
chamber. "Preference for social novelty" is defined as the propensity to spend time with a
previously unencountered mouse, rather than with a familiar mouse. Each chamber was 25 x
35 cm and the dividing walls were made from transparent Plexiglas, with an open middle
section, allowing free access to each chamber. Two identical, small cylindrical cage (8 cm
diameter) were placed inside the apparatus, one in each side chamber. For habituation, empty
cylindrical cages were placed in the middle of the right and left the chamber, and the mouse

was placed in the center of the middle chamber and allowed to explore the chambers for 10

145



minutes freely. For sociability, the next day, a familiar mouse was placed inside one cylindrical
cage located in one of the side chambers. The duration of direct contact between the subject
mouse and the cage housing or not housing the familiar mouse was manually measured for 10
minutes. On the last day, preference for social novelty was evaluated. A familiar mouse was
placed inside a cylindrical cage that was in one of the side chambers, and a stranger mouse was
placed in a cylindrical cage in the other side chamber. For each mouse, the time of direct
contact was manually measured for 10 minutes. The percentage of interaction with the new
mouse was calculated as follows: [Time of interaction with the new mouse / (Time of

interaction with the familiar mouse — Time of interaction with the new mouse)] X 100.

Splash Test

The splash test was performed for 6 min as previously described [22]. After squirting 200 uL of
a 10% saccharose solution on the back of the mice, latency of first grooming and grooming

duration was scored manually as an index of self-care.

Novelty Suppress Feeding Test

This test evaluates the aversion of rodents to eat in a stressful environment. The animals were
placed under food restriction and weighed 24 hours before testing. Before the test, the animals
were weighed again to ensure a weight loss of 10%. Then mice were placed in a squared arena
containing food on a white filter paper located at the center of the arena under a bright light
(~60 W) hanging about 60—80 cm above the food pellet. Latency to start eating was recorded
with a cut-off time of 10 min. To rule out any hunger or motivation bias, each mouse was then
placed in its homecage in the presence of a pellet for 5 minutes, during which latency to go to

feed and food consumption were measured.

Z -score Evaluation

A z-score was calculated to integrate the performance of each animal across the
comprehensive battery of behavioral tests. Details and rationale in animal behavior analysis
have been described by Guilloux et al. (2011) [26]. The z-score is used to compare overall
behavioral performance between the experimental and control groups. Briefly, for each

behavioral measure, an individual Z-score is calculated using the following equation:
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Z=[(X-q)/a]

X represents the individual data for the observed parameter. u and o represent the mean and
standard deviation for the control group, respectively. Z-score indicates how many standard
deviations (SD) observations (X) are above or below the mean of the control group (u).

Two separate z-scores were established to account for the emotional and cognitive aspects of
the behavioral measures. In these z-scores, each test is weighted equally. The data integrated
in the emotional z-score includes the following parameters: percentage of time spent in open
arms for the EPM, latency to feed for NSF, immobility time in the TST, time of grooming in the
splash test. The data integrated in the cognitive z-score includes social novelty during the three-
chamber test and preference for the displaced object in the object location test. For the
experiments shown in Figures 2 and 3, the control group consisted of the VEH animals. Thus,
an increase of Z-scores indicates a deterioration in emotional and cognitive performance
compared to the VEH group. For the experiment shown in Figure 4, the control group is
composed of CORT animals, so the reduced z-scores represent improved emotional and

cognitive performance compared to the CORT group.

2.4. Stereotaxic injection

For PNN degradation by the chondroitinase ABC (ChABC), mice were anesthetized with
vetflurane (3%) and placed in a stereotaxic apparatus (Kopf). Lidocaine was applied
subcutaneously before surgery, then each mouse received two bilateral injections of 100nL of
a solution containing ChABC (50 U/ml, Sigma-Aldrich) or vehicle (PBS 1X) into the area CA1 of
the dorsal hippocampus. The following coordinates were used (in mm from bregma): (AP)
-1.34, (L) £ 1 and (V) -1.5 and (AP) -2.46, (L) £ 2 and (V) —1.5mm. After recovery in a heated
chamber, mice were returned to their home cages where they recovered for two days before

behavioral testing.

2.5. Preparation of brain lysates and fixed tissues

At the end of the behavioral experiment, mice were deeply anesthetized with dolethal and
perfused with NaCl at room temperature for 1 min while cold NaCl (4°C) was used in the
experiment involving doxycycline. Then brains were harvested and dissected into right and left

hemispheres. For immunochemistry, hemi-brains were fixed in 4% paraformaldehyde solution
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for 48 hours at 4°C and then stored in 30 % sucrose solution with 0.1% sodium azide. For
protein quantification by ELISA, hippocampi were dissected from the remaining hemi-brains
quickly frozen in liquid nitrogen. Homogenates from hippocampal tissue were prepared by lysis
inimmunoprecipitated buffer (RIPA - Thermo Scientific, 89901) with protease inhibitor cocktail
(P8340-1ML, Sigma-Aldrich). Lysates were sonicated for 10 seconds, placed on ice for 20 min,
and centrifuged 15 min at 14,000 rpm at 4 °C. Lysate supernatants were saved for protein
analyses. Pro-MMP9 protein concentration in hippocampal lysates was measured by ELISA,
performed according to the manufacturer’s protocol (Mouse Pro-MMP9, R&D systems,

catalogue number MMP900B)

2.6. Immunochemistry

Floating coronal sections (30um thick) were prepared with a freezing-stage microtome (Leica
SM2010R) and stored in cryoprotectant at 20°C until use. For each animal, series of 1-in-6
sections spanning the hippocampus were washed in PBS + 0.25% Triton-X-100 (PBST). Then
sections were placed in 3% H,0, and 10% methanol in PBST and washed again in PBST before
incubation in blocking solution for one hour (PBST containing 10% normal donkey serum).
Finally, sections were incubated in the blocking solution containing biotinylated Wisteria
Floribunda Agglutinin (WFA); Sigma L1516; 1:1,000) and Goat anti-PV (Swant PVG 213; 1:2,500)
antibodies, overnight at room temperature. The next day, sections were rinsed in PBST and
incubated for 90 minutes at room temperature with Donkey anti-Goat Alexa 488 (Molecular
Probes, A11055; 1:250) and Streptavidin TRITC (Vector Labs, SA-5549, 1/500). Then sections
were mounted onto slides, coverslipped using Mowiol containing Hoechst (1/10,000), and
stored at 4 °C. Examination of positively labeled cells was confined to the hippocampus CA1.
Quantifications of PV-immunoreactive (PV*) cells and PV-PNN immunoreactive (PV*/PNN*) cells
were conducted using a DM6000B fluorescence microscope (Leica, Germany) equipped with a
motorized X-Y sensitive stage and a video camera connected to a computerized image analysis

system (ExploraNova, France).

2.7. Quantification of PV* cells and their associated PNN

The counting of labeled cells was conducted using Mercator v.2 software (ExploraNova) to

measure the corresponding hippocampal surface. Densities of immuno-positive cells were
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calculated by dividing the number of positive cells by the region of interest (ROI) sectional
volume. The densities of PV* cells and PV* cells enwrapped by PNN (PV*/PNN*) were calculated
for each section, to obtain the percentage of colocalization of PV* co-expressing PNN+ around

them for each ROI.

2.8. Statistical analysis

All data were expressed as mean * standard error of the mean (SEM) unless stated otherwise.
Analyses were performed using GraphPad Prism 8 (GraphPad Software, San Diego, CA, United
States) and compared by t-test, one-way or two-way analysis of variance (ANOVA) followed by
Tukey’s post hoc tests as mentioned in the figure legend. The analyzing statistic difference was

indicated in the figure legends. Null hypothesis was rejected when P < 0.05.
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Results

Long term exposure to CORT induces a depressive-like phenotype in mice

For this study, mice chronically exposed to CORT were used as an animal model of depression.
Using a comprehensive battery of tests addressing both emotional and cognitive symptoms of
depression, we confirmed that the CORT-exposed mice displayed a depressive-like phenotype
in our hands. These symptoms included anxiety, resignation, impairments in self-care, spatial
memory and social recognition (Fig. 1 and Supplemental Table 1) compared to non-depressed
control mice (Fig. 1B-M). Locomotion was not altered in depressed-like mice (Supplemental
Data). Altogether, these findings are in line with previous reports and confirm that chronic

exposure to CORT elicits a robust depressive-like phenotype in mice [22, 27].

Long-term treatment with venlafaxine is necessary to induce antidepressant effects

We next aimed to determine the time course of action of the antidepressant venlafaxine (VLX)
in the CORT mouse model of depression. Therefore, the behavioral effects of either a short (2
weeks) or a long (8 weeks) period of treatment were evaluated (Fig. 1A).

After 2 weeks of venlafaxine, the performances of CORT-VLX mice, were not different from
those of the CORT mice, in any of the emotional or cognitive tests (Fig. 1B, D, F, H and J, L).
Specifically, venlafaxine had no effect on anxiety evaluated by the time spent in the anxiogenic
open arms of the elevated plus-maze (Fig. 1B). Venlafaxine did not reverse the action of CORT
in the novelty suppressed feeding test assessing hyponeophagia, another symptom of anxiety
(Fig. 1D). Furthermore, venlafaxine had also no effect on self-care assessed by the time of
grooming in the splash test (Fig. 1F). Resignation was assessed in the tail suspension test, and
2 weeks of venlafaxine failed to reverse the depressive traits of CORT mice reflected by
increased immobility (Fig. 2H). The cognitive deficits of the CORT mice were also not improved
by 2 weeks of venlafaxine, as shown for spatial memory in the object location test (Fig. 1J) and
for social recognition in the three-chamber test (Fig. 1L).

Overall, these data indicate that 2-week treatment with venlafaxine does not enable to abolish
the depressive-like symptoms in this mouse model of depression. This suggests that a longer
treatment with venlafaxine may be necessary to elicit antidepressant-like effects.

To test this idea, behavioral performances of CORT-VLX mice were assess after 8 weeks of

treatment with venlafaxine. We found that this long-term treatment abolished the anxiety (Fig.
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1C), hyponeophagia (Fig. 1E), resignation and self-care symptoms of depressed mice (Fig. 1G,
). Moreover, 8 weeks of venlafaxine also rescued the spatial (Fig. 1K) and social (Fig. 1M)
memory of depressed mice to control levels.

Altogether, our data indicate that the antidepressant-like effects of venlafaxine are observed
after 8 but not 2 weeks of treatment. These findings in mice highlight the delayed onset of
action of most antidepressant drugs and are consistent with the clinical effects of venlafaxine

in depressed patients [28].

Exposure to enriched environment greatly shortens the time to antidepressant action of venlafaxine
Delayed response to antidepressant drug is clearly a limiting factor in the treatment of
depression. In an attempt to solve this issue, we investigated whether combining venlafaxine
with non-pharmacological approaches would shorten the onset of action of venlafaxine in the
CORT mouse model of depression. Cognitive and physical stimulations provided by exposing
mice to an enriched environment (EE) have long been shown to exert positive impact on
behavior and brain plasticity [29].

We evaluated the impact of 2 and 8 weeks of venlafaxine and EE, alone or in combination, on
depressive symptoms in CORT mice (Fig. 2A). Using the same battery of behavioral tasks as in
Fig. 1, emotional and cognitive z-scores that integrated all related parameters into a single
value (see methods) were calculated for each mouse and standardized to values of the non-
depressed control mice.

While there was no effect of treatment factor, housing condition and the interaction between
the two main factors revealed statistical differences (Fig. 2B- Supplemental Table 2). Two weeks
of venlafaxine or EE alone did not reduce the emotional z-score of depressed mice. In contrast,
the combination of both strategies significantly decreased the emotional z-score of treated
mice compared to CORT mice. At the cognitive level, only housing condition factor have shown
a significant effect. In fact, while 2 weeks of venlafaxine alone failed to improve the cognitive
z-score of depressed mice, EE reduced respectively the cognitive deficits observed in CORT-
depressed mice treated or not with venlafaxine (Fig. 2C).

As expected, after 8 weeks of venlafaxine, emotional and cognitive impairments of depressed
mice were overcome and interestingly, this was also the case after 8 weeks of EE alone or
combined with venlafaxine as shown by effect of both factors (treatment and housing

condition) and their interaction (Fig. 2D, E). It is noteworthy that all three strategies were
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equally effective in decreasing emotional and cognitive z-scores, with no statistical difference
found between them.

Overall, our data demonstrate that exposure to EE shortens the time of response to venlafaxine
from eight to two weeks especially on emotional alterations. However, the neurobiological

substrate underlying these beneficial effects remains to be identified.

The antidepressant action requires the remodeling of extracellular matrix surrounding hippocampal

interneurons.

Growing evidence suggests that the extracellular matrix PNN enwrapping PV* interneurons
participate to antidepressants response by reinstating hippocampal plasticity (for review [30]).
We thus sought to determine whether manipulating this form of neuronal plasticity could
influence the delay of action of venlafaxine.

First, we examined whether PNN presence was affected by 2 weeks of venlafaxine, alone or
combined with EE, in the CORT mouse model of depression (Fig. 3A). We found that CORT
exposure enhanced the percentage of PV-labeled (PV*) cells enveloped by PNN (PV*/PNN* cells)
in dorsal CA1 (Fig. 3B — Supplemental Table 3) while the density of PV* interneurons did not
vary in this region (Supplemental Fig. S1). Of all the treatments, only the combination of VLX
and EE for 2 weeks significantly reduced the proportion of PV*/PNN* cells in CA1 compared to
depressed mice as revealed by a one-way ANOVA (Fig. 3B). Although venlafaxine or EE alone
tended to lower the proportion of PV* interneurons enveloped by PNN, this effect did not reach
significance (Fig. 3B).

Work by Kwok et al. (2011) [31] suggests that PNN around neurons prevents the formation of
new synapses on PV interneurons, and thereby reduces overall hippocampal plasticity. In this
context, our data support the idea that the combination of VLX and EE, by allowing the
reinstatement of hippocampal plasticity, could contribute to the behavioral recovery of
depressed mice.

To investigate this possibility, we asked whether the plasticity mediated by the presence of PNN
around PV* neurons is required for the rapid antidepressant action of venlafaxine combined
with EE, in the CORT mouse model. We hypothesized that preventing the degradation of PNN
around PV* interneurons in depressed mice treated with VLX and exposed to EE would hinder
hippocampal plasticity and block the antidepressant action of this combination. To prevent PNN

degradation, we fed the animals a diet containing doxycycline, an inhibitor of the PNN
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degradation enzyme matrix metalloprotease 9 (MMP9) [32, 33]concomitantly with venlafaxine
administration (Fig. 3C, D).

Using ELISA quantification, we observed that doxycycline tended to reduce hippocampal
expression of MMP9, although this effect remained below significance (Supplemental Fig. 2S).
Immunochemical analysis of the CA1 region confirmed that the proportion of PV*/PNN* cells in
mice receiving the VLX+EE combination was similar to the proportion observed in the previous
experiment (around 60%, Fig. 3E, F). Remarkably, and confirming our hypothesis, we found that
the action of VLX+EE on PV*/PNN* cells was blocked when PNN degradation was prevented by
doxycycline as revealed by t-test comparison (Fig. 3E, F). Altogether these findings suggest that
in CORT-depressed mice, VLX+EE treatment reduces PNN expression around PV* interneurons,
thus restoring hippocampal plasticity.

We next evaluated the behavioral effects of VLX+EE treatment in CORT depressed mice fed a
doxycycline-containing diet. In these mice, emotional and cognitive z-scores remained robustly
impaired compared to those fed with a standard diet as shown by t-test comparison (Fig. 3G,
H). These findings demonstrate that inhibiting PNN degradation by MMP9 with doxycycline
prevents behavioral recovery in depressed mice. Collectively, these data show that restricting
the plasticity of hippocampal PV* interneurons blocks the rapid antidepressant action of VLX+EE
combination. They further suggest that rapid antidepressant action of VLX+EE tightly depends

on the regulation of the extracellular matrix around hippocampal parvalbumin neurons.

Pharmacological degradation of hippocampal PNN replicates the rapid antidepressant action of VLX+EE

treatment

To assess to which extent, hippocampal PNN remodeling is crucial to the rapid action of VLX+EE,
we performed intra-hippocampal administrations of the chondroitinase ABC (ChABC), a
pharmacological agent that degrades PNN [34]. After only 2 weeks of VLX treatment and just
before behavioral testing, ChABC was infused into CORT-depressed mice CA1 region (Fig. 4A,
B).

As expected, one-way ANOVA revealed that ChABC massively degraded the PNN at the injection
sites, resulting in a significant reduction in the proportion of PV* neurons embedded in PNN
compared to depressed mice receiving vehicle into the injection sites (Fig. 4C — Table 4).
Remarkably, in the presence of ChABC, venlafaxine treatment had no effect on the proportion

of PV*/PNN* neurons in CA1 (Fig. 4C). At the behavioral level, emotional and cognitive z-scores
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were calculated for each mouse and normalized to the values of CORT-depressed control mice
that received intra-hippocampal injection of vehicle. While emotional z-score showed
significant effect of the two main factors (pre-treatment and treatment), no significant effect
of their interaction was unveiled. With respect to the cognitive z-score only a significant effect
of treatment factor was detected. Based on these analyses, we found that ChABC induced an
early antidepressant-like effect in the absence of venlafaxine treatment, as evidenced by
significantly lower emotional and cognitive z-scores of CORT-ChABC mice compared to CORT-
depressed animals (Fig. 4D, E). The same statistical observations were also found among
venlafaxine treated mice. Remarkably, among ChABC-injected mice we observed a beneficial
effect of venlafaxine regarding emotional recovery of depressed mice (Fig. 4D, E). These results
reveal that the restoration of hippocampal plasticity mediated by PNN degradation is one of
the neurobiological mechanisms by which the EE shortens the time to antidepressant action of
venlafaxine especially on emotional alterations.

Collectively our results demonstrate that antidepressant action can be more rapid when
combined with exposure to stimulating environment. Our findings also identify the regulation
of the extracellular matrix expression in the hippocampus as a putative molecular mechanism

to accelerate the antidepressant response of venlafaxine.

Discussion

Our study shows that the antidepressant-like effects of the SNRI venlafaxine in depressed mice
are achieved earlier when this antidepressant is combined with animals’ exposure to an
enriched environment (EE) providing social, physical, and cognitive stimulations. To decipher
the cellular mechanisms underlying the rapid antidepressant effects of venlafaxine combined
with EE, we demonstrate that the remodeling of the extracellular matrix PNN located around
hippocampal parvalbumin interneurons is a pivotal actor. Indeed, our data provide the proof
of concept that if maintaining PNN’s integrity hinders the antidepressant-like effects of
venlafaxine and EE combination, disruption of PNN in contrast, allows rapid beneficial effects
on emotional and cognitive parameters of the depressive state.

The chronic mouse model of CORT exposure was used to induce a robust and persistent
depressive-like phenotype associated with cognitive deficits. This animal model allowed us to

test the impact of different antidepressant strategies on the time course of behavioral
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recovery, assessed by the decrease in symptoms of depression. In depressed patients, it is well
established that the first therapeutic benefits of antidepressant drugs often occur only a few
weeks after their administration [5]. Similarly, in the CORT mouse model, 4 to 5 weeks are
required after initiation of the treatment with the SSRI fluoxetine or SNRI venlafaxine to elicit
improvement in behavioral parameters [35, 36]. Using emotional and cognitive z-scores
allowing robust phenotyping of animals [26], we show that venlafaxine abolishes CORT-induced
behavioral deficits after 8 weeks of treatment, whereas it remains without effect after only 2
weeks. This delay in the onset of therapeutic activity depends on the drug used, rather than
the disease. Indeed, this delay was shown to coincide with the time required for SSRIs or SNRIs
to desensitize inhibitory somatodendritic 5-HT1A autoreceptors, effectively increasing
monoaminergic neurotransmission at nerve terminals, particularly in the hippocampus [37].
Therefore, clinical and preclinical studies have tested pharmacological strategies aimed at
potentiating the antidepressant response through the concomitant administration of a 5-HT1A
receptor antagonist and antidepressant drugs [38], including very recently venlafaxine [39].
Although non-pharmacological interventions such as exposure to EE have been shown to exert
antidepressant-like effects [40], their ability to improve behavioral response to antidepressant
drugs has been much less studied. A study in rats reported that the SSRI sertraline exerts
anxiolytic-like effects when administered in an EE but not in standard or isolated housing
conditions [41]. Similar findings were reported in different models of depression in mouse or
rat using the combination of the SSRI fluoxetine and EE [42—45]. Our results are consistent with
these findings as they show that 2 weeks of venlafaxine administration combined with EE
exposure produces beneficial effects on the emotional z-scores of depressed mice, whereas
venlafaxine or EE applied separately fail to do so. As previously reported, the effect of EE is not
enhanced by its combination with venlafaxine on cognitive z-score, likely due to its own robust
impact on this parameter [46]. Based on our results, we set out to examine the cellular and
molecular mechanisms by which EE shortens the onset of action of antidepressants.

PNN are a complex of extracellular matrix molecules that mostly surround the soma and
dendrites of GABAergic neurons in various brain regions. PNN are functionally involved in the
stabilization of synapses by acting as a physical barrier. They take part in the integration and
generation of neuronal electrical activity, thus facilitating the flow of cations across the
membrane [47]. PNN have been reported to play a crucial role in hippocampal plasticity and

thus, in memory processes [48]. Emerging evidence suggests that PNN also control stress
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response and emotional state. Specifically, increased PNN formation is observed in the
hippocampus of rodents exposed to CORT [10] or to social defeat [9]. Such increase in PNN in
the hippocampus of stressed mice may contribute to reduce hippocampal plasticity and
impaired emotional and cognitive abilities.

In agreement with this hypothesis, it has been shown that a 2-week administration of the SNRI
venlafaxine reduces PNN immunoreactivity in mice hippocampus [12]. In the present study,
while 2 weeks of venlafaxine or 2 weeks of EE do not modify the proportion of PV* interneurons
enveloped by PNN in CA1, the combination of venlafaxine and EE rescues the population of
PV*/PNN* cells in CORT depressed mice. From this data, it is tempting to speculate that PNN
attenuation in CA1 may contribute to the rapid antidepressant action of venlafaxine combined
with EE. To tackle this issue, we tested the possibility that preventing PNN degradation through
the inhibition of metalloproteases (MMPs) could negatively reverberate on the rapid beneficial
effects of venlafaxine associated with EE. Therefore, we used the tetracycline antibiotic
doxycycline, a pharmacological agent crossing the blood-brain barrier [49], to inhibit MMPs
activity [50]. We found that doxycycline prevents the ability of venlafaxine combined with EE
to abolish emotional and cognitive symptoms of depression after only 2 weeks of treatment.
Although our results are consistent with the observation that the genetic inactivation of MMP9
dampens the behavioral response of venlafaxine [12], we cannot rule out that other molecular
or cellular targets of doxycycline were involved in these behavioral effects. In particular, since
modulation of gut microbiota is known to influence emotional and cognitive processes [51], we
implemented another approach to confirm our hypothesis. Given that our results suggest that
delayed antidepressant response might result from the formation of PNN in the hippocampus,
we hypothesized that PNN digestion by chondroitinase (ChABC) might, instead, mimic the
behavioral effects of venlafaxine combined with EE. We thus sought to determine whether
injecting ChABC into CA1l would elicit behavioral recovery. After showing that intra-
hippocampal ChABC effectively reduced the presence of PNN locally, we evaluated its
behavioral effects. Remarkably, the sole administration of ChABC induced rapid
neurobehavioral effects, as evidenced by its ability to improve emotional and cognitive profiles
of CORT-depressed mice. Interestingly, ChABC also exerted an additive beneficial effect to
venlafaxine on emotional recovery in CORT-depressed mice. It is noteworthy that ChABC did
not exerts such beneficial effects on the cognitive z-score. Although the reasons of such a

dissociation remains unknown, the site of injection can be detrimental in the reported effects.
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Our cognitive z-score includes social memory, a behavior that is under the control of PNN in
the CA2 region of the hippocampus [52].

Yet, neuronal mechanisms underpinning the relationship between PNN, depression and the
delay of action of antidepressant drugs have not been unraveled. Multiple lines of evidence
indicate, however, that PNN presence facilitates the firing of PV-expressing interneurons and
probably the extracellular accumulation of GABA through enhanced glutamate sensitivity [53].
As PV* interneurons contact excitatory pyramidal cells in the hippocampus, one would expect
that PNN influence the excitatory/inhibitory (E/I) balance. Specifically, PNN would alter this
balance [54], a relevant endpoint to stress-induced depressive-like state [55, 56]. Conversely,
the digestion of PNN with ChABC would reduce the excitability of GABAergic interneurons [57,
53] which could then favor hippocampal activity and promote antidepressant-like effects.
Supporting this idea, Riga and collaborators have shown that the disorganization of PNN,
notably with the antidepressant imipramine, decreases the inhibition of CA1 pyramidal cells
[9]. In conclusion, since current antidepressant drugs have a significant time lag, a better
knowledge of the mechanisms underlying the rapid action of ketamine or the combination of
venlafaxine and EE, could allow the identification of new therapeutic targets. Our results and
those obtained with ketamine [20], strongly suggest that the modulation of hippocampal E/I
balance by the extracellular matrix PNN is crucial to reduce the delay of action of
antidepressant drugs. Although further experiments are warranted to understand these
mechanisms, changes in hippocampal PNN intensity might finely control the negative feedback
exerted by the hippocampus on the HPA axis [58], a key regulator of emotional and cognitive

behaviors.
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Figure 1. Long-term treatment with venlafaxine is necessary to induce antidepressant effects in the

CORT mouse model of depression. (A) Experimental timeline. All along the experiment, animals were exposed

to corticosterone (CORT mice, n=24) or vehicle (VEH mice, n=12) in the drinking water. Starting at week 0, CORT
mice received a treatment of venlafaxine (CORT-VLX mice, n=12) or vehicle (CORT-VEH mice, n=12) for 8 weeks.
Behavioral tests were performed after 2 and 8 weeks of treatment. One-way ANOVA with treatment as main factor
was applied for the two treatment durations. In the elevated plus maze no significant effect of treatment factor
was detected after 2 and 8 weeks of treatment (F2;33=2.234 p=0.12 and F(;;33=3.027 p=0.062, respectively). A
significant effect of treatment factor was observed in the novelty suppressed feeding (D-E; F233=7.668, p=0.002
and Fp33=11.13, p=0.001, respectively), the splash test (F-G; F(;;33y=6.078, p=0.004 and F(;33=10.81, p=0.001,
respectively), the tail suspension test (H-l; F2;33=12.55, p=0.001 and F(;33=14.32, p=0.001, respectively), the
object location test (J-K; F(2:33=10.80, p=0.001 and F(»:33=9.530, p=0.001, respectively), and finally the social
preference test (L-M; F(2;33=6.949, p=0.003 and F,;33=15.94, p=0.001, respectively). Data represent mean + SEM,

EETY

dots illustrate individual values. Post-hoc analysis was conducted when appropriate: “p < 0.05, “'p < 0.01, ""p <

HitH

0.001: significantly different from control (VEH) mice. ***p < 0.001: significantly different from CORT mice. ##p <

0.001: significantly different from chance level.

Figure 2. Exposure to enriched environment shortens the time to antidepressant action of venlafaxine.

(A) Experimental timeline. All along the experiment, animals were exposed to corticosterone (CORT mice, n=63)
or vehicle (VEH mice, n=12) in the drinking water. Starting at week 0, CORT mice received a treatment of
venlafaxine or vehicle for 8 weeks either in their home cage (CORT-VLX mice, n=12 and CORT-VEH mice, n=12) or
in an enriched environment (CORT-EE mice, n=16 and CORT-EE-VLX mice, n=23). Animals were tested after 2 and
8 weeks of treatment. (B, D) Emotional and (C, E) cognitive tests were performed and a two-way ANOVA with
housing condition and treatment as main factors was applied in CORT mice. VEH mice were used to establish
emotional and cognitive z-scores. After 2 weeks of treatment, ANOVA revealed a significant effect of housing
condition (F(1,59=27.0 , p < 0.001) and housing condition x treatment interaction (F1;59=4.16 , p < 0.05) for
emotional z-score. A significant effect of housing condition was detected for cognitive z-score (F1,59=32.0 , p <
0.001). After 8 weeks of treatment, ANOVA revealed a significant effect of housing condition, treatment and
housing condition x treatment interaction for the emotional (F(1,42=21.0 p < 0.001, F(1.44=14.9 p < 0.001 , and
F(1.44=5.57 p < 0.05, respectively) and the cognitive z-score (F(1:44=8.39 p < 0.01, F(1,44=10.4 p < 0.01 , and
F1.44=19.5 p < 0.001, respectively). The control VEH mice are represented by the grey shaded area showing mean
+ SEM. In all other groups, data represent mean + SEM, dots illustrate individual values. Post-hoc analysis when

*okk

appropriate: “p < 0.05, “"p < 0.01, *"p < 0.001 indicate significant differences between groups.

Figure 3. The antidepressant action requires the remodeling of extracellular matrix surrounding

hippocampal interneurons. (A) Experimental timeline. All along the experiment, animals were exposed to
corticosterone (CORT mice, n=19) or vehicle (VEH mice, n=6) in the drinking water. Starting at week 0, CORT mice

received a treatment of venlafaxine or vehicle for 2 weeks either in their home cage (CORT-VLX mice, n=4 and
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CORT-VEH mice, n=6) or in an enriched environment (CORT-EE mice, n=5 and CORT-EE-VLX mice, n=4). Animals
were sacrificed after 2 weeks of treatment and processed for immunochemical analysis. (B) Proportion of
PV*/PNN* cells among PV* cells in CA1. One-way ANOVA analysis reveals significant difference (F(20=6.378, p <
0.01). (C) Schematic representation of the hypothetic mechanism of action of doxycycline (DOX). Matrix
metalloproteases are known to degrade PNN. DOX, previously shown to inhibit matrix metalloprotease, could
therefore stabilize PNN network around PV+ cells. (D) Experimental protocol used to study the impact of the
pharmacological blockade of PNN remodeling by DOX incorporated into the diet. Starting at week 0, CORT mice
(n=29) received a treatment with venlafaxine for 2 weeks in an enriched environment either in absence (CORT-
VLX-EE-DOXY, n= 11) or in presence of DOX (CORT-VLX-EE-DOX™, n= 10). A depressed group exposed to CORT
alone was used for emotional and cognitive z-scores establishment (CORT mice, n=8). (E) Microphotographs
depicting PV+/PNN+ cells in the CA1 region of CORT-depressed mice housed in an enriched environment and
treated with VLX (VLX-EE) or the combination of VLX and doxycycline (VLX-EE-DOX). (F) Proportion of PV+/PNN+
cells among PV+ cells in CA1 showing a significant effect using unpaired Student t-test. (G) Emotional and (H)
cognitive z-scores showing a significant effect of DOX using unpaired Student t-test. Control CORT mice are
represented the grey shaded area showing mean + SEM. Data represent mean + SEM, dots illustrate individual

*okok

values. Post-hoc and t-test analysis when appropriate: “p < 0.05, “p < 0.01, ""p < 0.001 indicate significant

differences between groups. Scale bars = 50mm.

Figure 4. Pharmacological degradation of hippocampal PNN replicates the rapid antidepressant action

of VLX+EE treatment. (A-B) Experimental timeline. All along the experiment, animals were exposed to
corticosterone (CORT mice, n=35) in the drinking water. Starting at week 0, CORT mice received a treatment of
venlafaxine or vehicle for 2 weeks in their home cage (CORT-vehicle mice, n=9 and CORT-VLX mice, n=8). These
groups split in two additional groups receiving intra-hippocampal injections of the PNN degrading enzyme ChABC,
or vehicle. (CORT-vehicle mice : n=9, CORT-VLX mice : n=8, CORT-ChABC mice: n=9; and CORT-VLX-ChABC mice :
n=9). (C) One-way ANOVA with treatment as main factor was applied the proportion of PV*/PNN* cells in CA1 and
a significant effect of treatment factor was detected (F(3;31)=11.00, p < 0.001). Emotional (D) and cognitive (E) z-
scores were calculated and a two-way ANOVA with pre-treatment (VLX vs. VEH) and treatment (ChABC vs. vehicle)
factors was applied. For the emotional z-score, a significant effect of pre-treatment (VLX vs. VEH) and treatment
factors (ChABC vs. PBS) but not the interaction pre-treatment x treatment was unveiled (F(1:31)=9.06, p < 0.01,
F:31=47.0, p < 0.001, F1;31)=1.08, p = 0.301, respectively). For the cognitive z-score (E), a significant effect of
treatment factor but not of the pre-treatment or the interaction pre-treatment x treatment was unveiled
(F131y=41.7, p < 0.001, F1,31)=0.05, p = 0.824, F(1,31)=0.00, p = 0.985, respectively). Data represent mean + SEM,

*okk

dots illustrate individual values. Post-hoc analysis when appropriate: “p < 0.05, “p < 0.01, *"p < 0.001 indicates
significant difference with CORT mice, #p < 0.05; #p < 0.01, ##p < 0.001 indicate significant difference between

groups.
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Figure S1

Therapeutic strategies did not change PV+ cell density into the dorsal CA1. Density of PV* cells

in dorsal CA1. One-way ANOVA analysis did not reveal significant difference (F(s,20=2.662, p =
0.062).
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Figure S2

300
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Effect of doxycycline on MMP-9 expression in whole hippocampus. MMP-9 levels in
hippocampal lysates. Doxycycline tend to decrease MMP-9 expression but statistical analysis

did not revealed significant difference using unpaired Student t-test (t(19=1.620 P=0.061)
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Effet de I'interruption de I'exposition a I'environnement enrichi sur le phénotype anxio-

dépressif

Comme nous l'avons vu précédemment, I'environnement enrichi (EE) associé a la venlafaxine
réduit le délai d’action de ce dernier (de 8 a 2 semaines) chez les souris exposées a la CORT.

Seule, I'exposition a un EE induit une amélioration des troubles cognitifs dans ce modele.

Dans une démarche de recherche translationnelle et afin de prendre en compte le fait qu’a
leur sortie de I’'hdpital, certains des patients risquent d’interrompre les activités stimulantes
qui peuvent étre proposées lors de leur hospitalisation, nous avons cherché a déterminer
I'impact d’une sortie de I'EE sur la réponse a la venlafaxine (Figure 19) sur le taux de rechute
des souris.

En effet, « la perte », décrite de maniére générale comme la privation d’un élément (physique
ou non) percu comme précieux (National Institute of Mental Health, 2018), est associée a une
valence négative. Ainsi, nous avons fait I'hypothése que I'arrét brutal des activités stimulantes
pourrait entrainer un effet négatif chez le rongeur caractérisé par un retour a un état
pathologique en dépit du maintien du traitement pharmacologique. En accord avec cette
hypothese, il a notamment été montré qu’a la suite d’un séjour d’'un mois en EE, le retour en
conditions standards d’élevage, augmente la résignation des animaux ainsi que leur
anhédonie. Ces altérations comportementales sont associées a une hyperphagie, un

symptoéme également observé chez certains patients dépressifs (Morano et al., 2018).

Dans ce contexte nous avons voulu déterminer dans quelle mesure et par quel mécanisme la
sortie de I'EE pouvait impacter la réponse a la venlafaxine dans le modeéle de dépression
induit par la CORT chez la souris.

Ces expériences ont été réalisées en parallele de celle présentée dans l'article 1 durant
laquelle un sous-groupe d’animaux a été retirée de I'EE apres la premiere série de tests
comportementaux (Figure 19). Les souris étaient alors uniqguement exposées a la CORT dans

I'eau de boisson et traitées a la venlafaxine (VLX-EE/STD).

Comme vu précédemment (Article 1), I'EE réduit le délai d’action de la venlafaxine a deux

semaines, ce qui se traduit par une diminution de I'état émotionnel des animaux ainsi qu’une
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amélioration des performances cognitives et ces améliorations persistent aprés 8 semaines
de traitement.

Concernant, le groupe d’animaux traités a la venlafaxine et sortis de I'EE, les animaux
montrent une amélioration comportementale apres 2 semaines de traitement. Or, apres étre
sortis de I'EE, on constate une augmentation significative des z-scores émotionnels et
cognitifs de ces animaux par rapport a ceux restés exposés a I'EE, malgré le maintien de la
venlafaxine. Les scores de ces animaux sont d’ailleurs proches de celles des souris du groupe
CORT. Ces résultats montrent une perte des effets bénéfiques de la combinaison EE/VLX suite
a l'interruption de I'EE (Figure 19).

Ces données sont en accord avec les données de la littérature suggérant que la cessation des
activités stimulantes entraine des altérations comportementales se traduisant par un
phénotype anxio-dépressif chez les animaux, malgré le maintien du traitement par la
venlafaxine. La plus-value de cette étude comparée aux données de la littérature est son
caractere longitudinal. En effet, apres avoir montré une réponse antidépressive apres 2
semaines, les animaux présentent a nouveau un profil comportemental pseudo-dépressif,

suggérant ainsi une rechute malgré le maintien du traitement.

Figure 19. Effet du retrait de I'EE sur le phénotype pseudo-dépressif des animaux. (A) Protocole expérimental
effectué en paralléle des expériences présenté dans I'article 1. Tout au long de I'expérience, les animaux ont été
exposés a la corticostérone (CORT) ou au véhicule (VEH) dans I'eau potable. A partir de la semaine 0, les souris
CORT ont regu un traitement de venlafaxine pendant 8 semaines dans un EE(n=23). Les performances des
animaux ont été séparé selon le maintien ou non dans 'EE aprés la 1¢™ batterie de tests (VLX-EE, n=11; VLX-
EE/STD, n=12). (B-C) Z-scores émotionnel et cognitif des animaux traités a la venlafaxine et exposés a I'EE apres 2

172



semaines, le test de Student n’a pas révélé de différences significatives entre les deux groupes. (D-E) Z-scores
émotionnel et cognitif des animaux traités a la venlafaxine et exposés a I'EE aprés 8 semaines, le test de Student
a pas révélé de différences significatives entre les deux groupes (D, t17=4,470 p < 0.001 ; E t17=2,993 p=0.008).
Les valeurs sont représentées en moyenne + SEM. Les bandeaux hachurés en noir et gris représente les
moyennes = SEM des groupes VEH et CORT, respectivement. **p < 0.01, ***p < 0.001 indique les différences
entre les groupes.

Dans le but d’identifier les mécanismes neurobiologiques impliqués dans les effets
antidépresseurs de I'EE associé a la venlafaxine et 'effet de la sortie des animaux de cet EE,
nous avons étudié la neurogenése hippocampique adulte, un autre acteur de la plasticité
hippocampique. Comme nous |'avons vu dans l'introduction du manuscrit, I'état pseudo-
dépressif chez le modéle murin est associée a une perturbation de la neurogenése
hippocampique adulte alors que les antidépresseurs et I'exposition a un EE, au contraire,
stimulent cette forme de plasticité cérébrale (Santarelli et al., 2003; Surget et al., 2008;
Nicolas et al., 2015).

Apres les tests comportementaux réalisés a 8 semaines, une partie des animaux a été
sacrifiée et les cerveaux ont été préparés pour quantifier la neurogenése hippocampique
adulte (Figure 20). La prolifération et la survie des nouvelles cellules dgées de a 6 semaines
ont été évaluées a I'aide des marqueurs Ki67 et BrdU.

Nos résultats montrent que l'exposition a la corticostérone a tendance a diminuer la
prolifération cellulaire dans le gyrus denté (p=0.06). En revanche, cette diminution n’est pas
affectée par le traitement avec la venlafaxine, ni par I'exposition a I’'EE. Au contraire, la
combinaison VLX et EE contrecarre cette tendance et la sortie de I'EE (VLX-EE/STD) n’entraine
pas de différences par rapport au groupe (VLX-EE).

La densité des cellules dgées de 6 semaines ayant incorporé le BrdU 4 semaines apres le
début des stratégies thérapeutiques, n’est pas affectée par I'exposition a la CORT, ni par le
traitement a la venlafaxine. En revanche, nous avons observé une augmentation de la densité
des cellules BrdU+ chez les souris placées en EE, avec ou sans traitement a la venlafaxine.
Toutefois, la sortie de I'EE (VLX-EE/STD), qui est concomitante de I'injection du BrdU, montre
une diminution du nombre de cellules BrdU+ en comparaison avec les animaux maintenus
dans I'EE (VLX-EE). Le nombre de cellules BrdU+ chez les souris VLX-EE/STD est semblable a

celui des animaux controles élevés en conditions standards.
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Figure 20 Effet des différentes stratégies thérapeutiques sur les processus de neurogenése hippocampique
aprés 8 semaines de traitement. (A) Protocole expérimental. A la fin de la 1 batterie de tests les animaux ont
été soumis a deux injections quotidiennes de BrdU durant 4 jours consécutifs. A la fin de ['étude
comportementale, les animaux ont été sacrifiés et une étude histochimique a été mené afin de déterminer (B) la
prolifération cellulaire et (C) la survie des nouvelles cellules agées de 6 semaines ayant incorporé le BrdU. Les
valeurs sont représentées en moyenne + SEM. Les analyses statistique (one-way ANOVA) de la prolifération et
de la survie ont mis en évidence une différence significative entre les groupes (C: F5.31=2,659, p=0.041; D :
Fs:31)=7,304, p < 0;001). sans pour autant révéler de différence suite a I'analyse post-hoc (Tukey). Les valeurs
sont représentées en moyenne + SEM. Tests post hoc (Tukey): *p < 0.01 différent du groupe VEH ; **p < 0.01,
%9p < 0.001 différent du groupe CORT.

L'analyse de la neurogenese hippocampique adulte confirme que |'exposition a la
corticostérone diminue la prolifération cellulaire bien que cet effet ne soit pas ici significatif,
probablement du fait du nombre limité d’animaux utilisés, mais n’impacte pas la survie
cellulaire (David et al., 2009).

Alors que dans la littérature, les antidépresseurs favorisent la prolifération cellulaire, nos
données expérimentales ne montrent pas un tel effet ni avec la venlafaxine, ni avec
I’exposition a un EE. Ces données contradictoires avec la littérature (Tanti et al., 2012; Zhang
et al., 2015a) pourraient s’expliquer par la longue durée d’exposition a la CORT (16 semaines)
gue nous utilisons dans notre protocole. Ceci qui pourrait empécher la mise en évidence des
effets bénéfiques des traitements sur la prolifération cellulaire. En revanche, la combinaison
de ces deux stratégies prévient les effets délétéres de la corticostérone et ce malgré la sortie
de I'EE lorsqu’un le traitement avec la venlafaxine est maintenu.

Concernant les données sur la survie des cellules BrdU* dgées de 6 semaines, il faut étre

prudent quant a l'interprétation des résultats obtenus puisqu’il faut tenir compte de |'état de
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la prolifération au moment de l'injection du BrdU. Les injections de BrdU ont été réalisées
alors que les différentes stratégies thérapeutiques ont été mises en place qui ont elles-
mémes des effets sur la prolifération. Les résultats de la prolifération cellulaire obtenus aprés
deux semaines de traitement (non montrés ici) indiquent que les animaux uniquement
exposés a la CORT montrent une diminution de la prolifération. En tenant compte de cette
donnée, I'absence d’effet sur la densité par rapport au groupe témoin (VEH) pourrait donc
expliquer une augmentation de la survie chez les souris exposées a la CORT. Il pourrait donc
étre judicieux, pour confirmer cette hypothése, d’injecter le BrdU avant I'exposition a la CORT

pour voir son effet spécifique.

L'analyse de nos données indique que certaines stratégies thérapeutiques entrainant des
améliorations comportementales sont associées a une augmentation du nombre de cellules
BrdU* agées de 6 semaines. Cest notamment le cas des souris placées en EE,
indépendamment du traitement a la venlafaxine. Ces résultats sont conformes a ceux de la
littérature qui rapportent un effet de I'exposition a un EE sur la survie cellulaire (Kempermann
and Gage, 1999; Tanti et al., 2012; Nicolas et al.,, 2015). Or, en comparaison a d’autres
antidépresseurs comme la fluoxétine (David et al., 2009), la venlafaxine n’améliore pas la
survie des nouvelles cellules ce qui suggére que I'amélioration de la survie ne serait pas
nécessaire aux effets antidépresseurs de la venlafaxine. En revanche, il semble nécessaire de
maintenir I'exposition a un EE pour stimuler la survie cellulaire car cet effet est perdu avec

I'arrét de I'EE.

Dans I'ensemble, nos expériences visant a étudier I'impact de I'arrét de I'EE au cours d’un
traitement pharmacologique a la venlafaxine montrent que les effets bénéfiques de la
combinaison sont perdus suite a la sortie des animaux de cet environnement et que ces effets
sont associés a une diminution de la survie cellulaire. Il reste a déterminer dans quelle mesure
cette modulation de la survie des nouvelles cellules du gyrus denté de I'hippocampe adulte
est impliquée dans la réponse de type antidépresseur de la combinaison et préciser si cela
s’accompagne d’un effet sur la survie neuronale. La détermination du phénotype cellulaire
des cellules BrdU* est également une piste intéressante a explorer. Enfin, il serait également
intéressant d’étudier I'effet des différentes conditions thérapeutiques sur la maturité de ces

nouveaux neurones puisqu’il a été rapporté que I'exposition a la CORT altére ce processus
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(Lussier et al., 2013; Chan et al.,, 2017) alors que les antidépresseurs et I'EE peuvent, au

contraire, le stimuler (David et al., 2009; Moreno-Jiménez et al., 2019).

176



PARTIE 2: EFFET BENEFIQUE DE L’EXERCICE PHYSIQUE SUR LA
REPONSE A LA VENLAFAXINE

Chapitre 2: L’exercice physique volontaire posséde des effets pro-
neurogéniques précoces associés a une action antidépressive indépendante
d’un traitement pharmacologique

e [’environnement enrichi permet de réduire le délai d’action des antidépresseurs. La
contribution de la stimulation physique (une des composantes de cet environnement)
dans cet effet reste inconnue

e [’exercice physique seul ou en association avec la venlafaxine induit, des deux
semaines, des effets bénéfiques précoces sur le comportement anxio-dépressif des
animaux exposés a la corticostérone alors que la venlafaxine seule est inefficace

e Aprés deux semaines, I'association de I'exercice physique et la venlafaxine induit une
augmentation de la neurogenése hippocampique adulte et une levée du frein
inhibiteur médié par les autorécepteurs 5SHT1A chez les souris modéles de dépression

e Aprés un traitement prolongé de huit semaines, la venlafaxine combinée ou non a

I'exercice physique réverse le phénotype anxio-dépressif des animaux alors que
I’exercice physique seul induit toujours des effets antidépresseurs partiels

Figure 21. Résumé graphique de I'article 2
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ARTICLE 2: « Le délai de I'action antidépressive de la venlafaxine
est raccourci par l'exercice physique volontaire : la neurogeneése
adulte et les systemes monoaminergiques sont deux processus
potentiellement impliqués »

Basile Coutens®™, Romane Giraud, Juliana Pi Macedo!, Bruno Guiard®™”, Claire Rampon®*
(1) Centre de Recherches sur la Cognition Animale (CRCA), Centre de Biologie Intégrative (CBI), CNRS

UMR5169, Toulouse, France

Résumé

Si les médicaments antidépresseurs produisent des effets bénéfiques chez les patients
déprimés, ils ont aussi des limites importantes, notamment un long délai d'action. Des
études cliniques et précliniques ont montré les effets bénéfiques de I'exercice physique sur
la santé mentale. Cependant, on ignore encore si l'exposition a l'exercice physique
volontaire permet de réduire le délai d'action des antidépresseurs actuellement disponibles.
Dans la présente étude, nous avons caractérisé les effets de I'exercice physique volontaire
combiné a un traitement a la venlafaxine, dans le modéle murin de dépression exposé a la
corticostérone (CORT). Nous avons également exploré les mécanismes neurobiologiques qui
pourraient soutenir les effets bénéfiques de cette thérapie combinatoire. Tout d'abord, nous
avons confirmé que la venlafaxine inverse le phénotype de type dépressif induit par la CORT
aprés une administration a long terme (8 semaines) mais pas a court terme (2 semaines).
Nous avons ensuite montré que l'exercice physique seul ou combiné a la venlafaxine
produisait des effets bénéfiques sur les altérations émotionnelles chez les souris déprimées
des 2 semaines de traitement. En ce qui concerne les mécanismes neurobiologiques sous-
jacents, nous avons constaté que la combinaison de I'exercice physique et de la venlafaxine
entraine une stimulation précoce de la neurogenése hippocampique adulte et déclenche
une désensibilisation fonctionnelle de 'autorécepteur inhibiteur SHT1A. Ainsi, nos résultats
indiquent que le début de I'action antidépressive peut étre raccourci par |'exercice physique
volontaire et identifient deux processus cellulaires potentiellement impliqués dans la
réponse antidépressive. Ces résultats ouvrent la voie a la mise en ceuvre de stratégies non-
pharmacologiques pour améliorer I'efficacité des antidépresseurs monoaminergiques.
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The onset of venlafaxine antidepressant action is shortened
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ABSTRACT

While antidepressant drugs produce beneficial effects in depressed patients, they also have
important limitations, including a long delay of action. Evidence demonstrates the beneficial
effects of physical exercise on mental health in clinical and preclinical studies. However,
whether exposure to voluntary physical exercise allows to reduce the delay of action of
currently available antidepressant drugs remains unknown. In the present study, we
characterized the effects of chronic voluntary exercise combined with venlafaxine treatment,
in the corticosterone (CORT)-exposed mouse model of depression. We also explored
neurobiological mechanisms that might support beneficial effects of this combined therapy.
First, we confirmed that venlafaxine reverses CORT-induced depressive-like phenotype after a
long-term (i.e., 8 weeks) but not short-term (i.e., 2 weeks) administration. We then showed
that physical exercise alone or combined with venlafaxine produced beneficial effects on
emotional impairments in depressed mice as early as 2 weeks of treatment. Addressing the
underpinnings neurobiological mechanisms, we found that the combination of physical
exercise and venlafaxine results in early stimulation of adult hippocampal neurogenesis and
triggers functional desensitization of the inhibitory 5HT1A autoreceptor. Thus, our results
indicate that the onset of antidepressant action can be shortened by chronic running wheel
and identify two cellular processes potentially involved in the antidepressant response. These
findings pave the way to the implementation of non-pharmacological strategies to improve the

efficacy of monoaminergic antidepressant drugs.
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INTRODUCTION

Major depressive disorder (MDD) is characterized by a persistent low mood associated with
other core symptoms, including suicidal ideation, loss of mental and physical energy, feelings
of guilt, anhedonia, anxiety, and cognitive deficits (Malhi and Mann, 2018). According to the
World Health Organization (WHO), this psychiatric disease affects 300 million people
worldwide which make it one of the leading causes of the global burden of disease.

The pathophysiology of MDD relies on the combination of genetic and environmental factors
such as sedentary lifestyle, poor diet and psychosocial stress (Lopizzo et al., 2015; Sarris et al.,
2020). Mechanistically, evidence shows that MDD results from a dysregulation of
neurotransmission leading to brain monoamines deficiency but also altered glutamatergic and
GABAergic tones impacting the Excitatory/Inhibitory balance in various brain regions (Hasler,
2010).

Currently available antidepressant drugs target these systems notably by restoring normal
levels of brain extracellular serotonin (5-HT), norepinephrine (NE) and/or dopamine (DA) levels
in response to the pharmacological inhibition of monoaminergic transporters (Pereira and
Hiroaki-Sato, 2018). Although selective serotonin reuptake inhibitors (SSRIs) and serotonin-
norepinephrine reuptake inhibitors (SNRIs) such as fluoxetine or venlafaxine relieve depressive
symptoms, up to 30% of patients with MDD fail to respond to a first line treatment. Moreover,
it is well accepted that SSRIs and SNRIs have a long delay of action (Dierick et al., 1996). Indeed,
although these treatments rapidly increase intrasynaptic concentrations of monoamines, their
long-term administration is required to enhance adult hippocampal neurogenesis (Hanson et
al., 2011) which is a key process for their efficacy (Santarelli et al., 2003). Of note, preclinical
studies highlight an overlap between time for neural and progenitor stem cells to become a
mature neuron in the hippocampus and the improvement of depressive-like symptoms in
response to antidepressant drugs (Toda et al.,, 2019). The later findings suggest that any
additional interventions that may positively affect this process could shorten their delay of
action.

Non-pharmacological strategies such as physical exercise can be cost-effective treatments for
depressive disorders and usually have little side effects (Schuch and Stubbs, 2019). In clinical as
in preclinical studies, physical exercise (Ex) ameliorates depressive symptoms (Lapmanee et al.,

2013; Morres et al., 2019). This effect has repeatedly been attributed to a positive action on
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adult hippocampal neurogenesis (Nakajima et al., 2010; Wang et al., 2013; Zheng et al., 2006).
Although the mechanisms at play are not yet fully understood, several hypotheses have been
proposed to explain such beneficial effects. First of all, Ex has been shown to improve
peripheral and brain insulin sensitivity (Ryan et al., 2020), which could in turn improve
hippocampal neurogenesis (Martin et al.,, 2021). Interestingly, adiponectin, an insulin-
sensitizing hormone secreted by adipose tissue upon Ex, also promotes beneficial effects on
emotional behavior and hippocampal adult neurogenesis (Yau et al., 2014). Another interesting
hypothesis stipulates that muscle contraction releases myokines such as irisin, PGC-1a or apelin
which can cross the blood brain barrier to positively reverberate on hippocampal plasticity
(Bostrom et al., 2012; Lee et al., 2019; Pedersen and Febbraio, 2012). Finally, Ex may have direct
effects in the brain since running has been associated to the release of 8-endorphins from the
pituitary gland (Colt et al., 1981; Stengaard-Pedersen and Larsson, 1981). R-endorphins belong
to a class of neuropeptides known to increase the release of dopamine in the nucleus
accumbens (Spanagel et al., 1991) and are also necessary to the antidepressant-like effects and
pro-neurogenic activity of Ex (Koehl et al., 2008).

Based on these observations, we raised the possibility that Ex could shorten the onset of action
of antidepressant drugs. To address this issue, we introduced a running wheel into the cages
of control and CORT depressed mice treated with venlafaxine (VLX). We then sought to
determine the effects of Ex and VLX on several mechanisms associated to antidepressant
action, including serotonergic tone and neurogenic process.

In support of our hypothesis, one of the most remarkable results reported herein is that the
long delay of action of VLX is shortened by Ex. At the mechanistic level, we found that the
positive behavioral effects of such combination are accompanied by an increased survival of
adult-born hippocampal cells and a functional desensitization of 5-HT1A inhibitory
autoreceptors. Together, our findings indicate that Ex may promote the antidepressant action
of VLX by increasing adult neurogenesis in response to stimulation of local serotonergic

neurotransmission.

METHODS

2.1. Animals
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10-week-old male C57BI/6Rj mice were housed five per cage under standard conditions with a
12h light/dark cycle (light on at 8:00 a.m) and temperature-controlled room. Food and water
were available ad libitum. All experimental procedures were conducted in accordance with the
European directive 2010/63/EU and were approved by the French Ministry of Research and the
local ethics committee (APAFIS # 2018100110245946#16913). Mice from the physical exercise

(Ex) conditions were housed in cages equipped with two running wheels.

2.2. Drugs

To induce a depressive-like phenotype, mice were exposed to corticosterone (CORT, Sigma-
Aldrich, France, Cat#C2505) dissolved in vehicle (0.45% B-cyclodextrin, Sigma, St Louis, MO) in
drinking water for 8 weeks (David et al., 2009), and during all experimental procedures. After 8
weeks of CORT exposure, when the depressive-like phenotype was well installed, the SNRI
venlafaxine (Sigma-Aldrich, France, Cat#99300-78-4) dissolved in CORT solution, was delivered
in drinking water at a fixed dose of 16 mg/kg. This dose was previously shown to promote
antidepressant-like effects by enhancing serotonergic and noradrenergic tones (Bacq et al.,
2012). For cell survival analysis, 5-bromo-2-deoxyuridine (BrdU) dissolved in 0.9% NaCl (10
mg/ml) was used. Mice received two intraperitoneal injections of BrdU per day, for four days
(BrdU; Sigma, St. Louis, MO; 100 mg/kg). Animals were sacrificed 3 or 6 weeks later to evaluate

survival of BrdU-labeled cells.

2.3. Behavioral test
Elevated Plus Maze

The maze consists of a cross with two closed arms and two open arms (30 x 10 x 20 cm) that
extend from a central platform (10 x 10) elevated 50 cm from the ground. Mice were placed in
the center of the platform and the time spent by the animals in closed and open arms was
recorded for 5 minutes (bright light in the experimental room was maintained at 25 lux during
behavioral assessment). Results were expressed as a percentage of time spent in each arm. The
maze was cleaned between each mouse using a 30% ethanol solution to avoid bias due to the

olfactory cues.

Object Location
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This test is based on the rodents' spontaneous preference for novelty and their ability to
remember the location of previously encountered objects (Ennaceur et al., 1997). This test
evaluates hippocampal-dependent spatial memory. The day before acquisition, mice were
placed for 10 minutes in the empty arena for habituation (50 x 50 cm, 40 cm-high walls with
spatial pattern inside, bright light: 25 lux). On the next day, two identical objects were placed
in the arena, the time spent exploring each of the two objects was recorded manually during
10-minutes. Between each mouse, the objects and the arena were cleaned with a 30% ethanol
solution. Spatial memory was tested 24 h later when one of the two objects was moved to a
new location. To assess whether the animal noticed the spatial change, the exploratory
preference index was calculated as the percentage of time spent exploring the displaced object

related to the total exploration time for both objects during the test phase.

Tail suspension Test

The tail suspension test evaluates the degree of resignation and is commonly used to screen
antidepressant-like activity in mice (Steru et al., 1985). Animals were suspended by the tail in a

box containing a hook. During this test, the total immobility time was measured for 6 minutes.

Three-chamber test

The three-chamber paradigm test known as Crawley's sociability and preference for social
novelty protocol has been employed. "Sociability" in this case is defined as the propensity to
spend time with another mouse, as compared to time spent alone in an identical, but empty,
chamber. "Preference for social novelty" is defined as the propensity to spend time with a
previously unencountered mouse, rather than with a familiar mouse. Each chamber was 25 x
35cm and the dividing walls were made from transparent Plexiglas, with an open middle
section, allowing free access to each chamber. Two identical, small cylindrical cages (8 cm
diameter) were placed inside the apparatus, one in each side chamber. For habituation, empty
cylindrical cages were placed in the middle of the right and left the chamber, and the mouse
was placed in the center of the middle chamber and allowed to explore the chambers for 10
minutes freely. For sociability, the next day, a familiar mouse was placed inside one cylindrical
cage located in one of the side chambers. The duration of direct contact between the subject
mouse and the cage housing the familiar mouse or the empty cage was manually measured for

10 minutes. On the last day, preference for social novelty was evaluated. A familiar mouse was
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placed inside a cylindrical cage that was in one of the side chambers, and a new mouse was
placed in a cylindrical cage in the other side chamber. For each mouse, the time of direct
contact was manually measured for 10 minutes. The percentage of interaction with the new
mouse was calculated as follows: [Time of interaction with the new mouse / (Time of

interaction with the familiar mouse — Time of interaction with the new mouse)] X 100.

Splash Test

The splash test was performed for 6 min as previously described (David et al., 2009). After
squirting 200 plL of a 10% saccharose solution on the back of the mice, latency of first grooming

and grooming duration was scored manually as an index of self-care for 5 minutes.

Novelty Suppress Feeding Test

This test evaluates the aversion of rodents to eat in a stressful environment. The animals were
placed under food restriction and weighed 24 hours before testing. Before the test, the animals
were weighed again to ensure a weight loss of 10%. Then mice were placed in a squared arena
containing food on a white filter paper located at the center of the arena under a bright light
(~60 W) hanging about 60—80 cm above the food pellet. Latency to start eating was recorded
with a cut-off time of 10 min. To rule out any hunger or motivation bias, each mouse was then
placed in its home cage in the presence of a pellet for 5 minutes, during which latency to go to

feed and food consumption were measured.

Z -score Evaluation

A z-score was calculated to integrate the performance of each animal across the
comprehensive battery of behavioral tests. Details and rationale in animal behavior analysis
have been described by Guilloux et al.(Guilloux et al., 2011). Two separate z-scores were
established to account for the emotional and cognitive aspects of the behavioral measures. In
these z-scores, each test is equally weighted. The data integrated in the emotional z-score
includes the following parameters: percentage of time spent in open arms (EPM), latency to
feed (NSF), immobility time (TST), time of grooming (splash test). The data integrated in the
cognitive z-score includes social novelty during the three-chamber test and preference for the

displaced object in the object location test. Non-exposed mice (VEH) were used as reference
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for z-score establishment. Thus, an increase of z-scores indicates a deterioration in emotional

and cognitive performances compared to the VEH group.

2.5. Preparation of fixed tissues

At the end of the behavioral experiment, mice were deeply anesthetized with dolethal and
perfused with NaCl for 1 min. Then brains were fixed in 4% paraformaldehyde solution for 48
hours at 4°C and then stored in 30 % sucrose solution with 0.1% sodium azide. Then, floating
coronal sections (30um thick) were prepared with a freezing-stage microtome (Leica SM2010R)

and stored in cryoprotectant at 20°C until use.

2.6. Study of cell proliferation

For each animal, series of 1-in-6 sections spanning the hippocampus were washed in PBS
containing 0.25% Triton-X-100 (PBST) before quenching endogenous peroxidase with 3% H,0,
and 10% methanol in PBST. Sections were then blocked in 5% normal goat serum (NGS) for
2 hours. Next, they were incubated overnight at room temperature in monoclonal Rabbit anti-
Ki67 antibody (1/500, M3062 SP6, Eurobio) in PBST containing 5% NGS. The next day, sections
were incubated in a solution containing goat anti rabbit biotinylated IgG (1/500, BA1000
Vector). This was followed by amplification for 90 min at room temperature with avidin—biotin—
peroxidase complex (1/200, Vectastain® Elite ABC Kit, Vector Laboratories) diluted in PBST.
Then, labeling was revealed with DAB (Vector), and the reaction was stopped with PBST-Azide
solution. Finally, sections were mounted onto gelatinized slides, counterstained with Nuclear

Fast Red (Vector Laboratories) and coverslipped.

2.7. Study of cell survival

Sections were rinsed in PBST, then incubated with 3% H202 and 10% methanol in PBST. Then,
sections were incubated in 2N HCI for 50 minutes at room temperature to denature DNA and
neutralized in 0.1 M borate buffer, pH 8.5. After blockade in 5% normal goat serum (NGS) for
1 hour, sections were incubated overnight in PBST-azide-NGS 5% solution containing rat
monoclonal anti-BrdU antibody (1/400, OBTOO30, Biorad). The next day, sections were placed
into a solution containing biotinylated goat anti rat 1gG (1/400, BA9400 Vector). Amplification,

revelation, and mounting were realized as above.
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2.8. Quantification of BrdU* and Ki67*cells

Examination of positively labeled cells was confined to the dentate gyrus spanning the
rostrocaudal axis. All immunostained sections were analyzed using a microscope (Leica
DM6000B, Germany) equipped with a motorized X-Y sensitive stage and a video camera
connected to a computerized image analysis system (ExploraNova, La Rochelle, France). The
counting of labeled cells was conducted bilaterally using Mercator v.2 software (ExploraNova)
that allows measuring the dentate gyrus sampled surface. Densities of immuno-positive cells
were calculated by dividing the number of positive cells by the dentate gyrus sectional volume.
The densities of Ki67* cells and BrdU* cells were calculated for each section. Moreover, a
subsequent analysis was realized to separate ventral from dorsal parts of the hippocampus. It
is important to note that cell proliferation and survival were realized after behavioral
experiments at the long period (8 weeks) while at the short period (2 weeks) animal did not

perform behavioral tests. In this way, no comparison could be done under the two periods.

2.8. 8-OH-DPAT induced hypothermia

Body temperature was measured from 9 to 12 am by gently inserting a microprobe
thermometer (Ugo Basile, Varese,ltaly) into mice rectum. Digital recordings of the
temperatures were obtained with an accuracy of + 0.1°C. Temperatures were measured before
(t-10 and to minutes) and after (t3p min) the subcutaneous (s.c.) administration of the 5-HT1A
autoreceptor agonist 8-hydroxy-2-(di-n-propylamino)tetralin (8-OH-DPAT, Sigma-Aldrich, Saint
Quentin Fallavier, France) at a dose of 300 ug/kg at the end of the first behavioral set. The first
insertion (t.10) of the rectal probe is a stressful event known to induce an hyperthermic
response. Hypothermic response was then produced by the administration of 8-OH-DPAT and
this hypothermia was calculated as percent of decrease of rectal temperature observed 30

minutes after 8-OH-DPAT administration relative to to.

2.8. Statistical analysis

All data were expressed as mean * standard error of the mean (SEM) unless stated otherwise.
Analyses were performed using GraphPad Prism 8 (GraphPad Software, San Diego, CA, United
States) and compared by one-way or two-way analysis of variance (ANOVA) followed by Tukey’s

post hoc tests when appropriate. Statistical values were indicated in figure legend. The
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analyzing statistic difference was indicated in the figure legends. Null hypothesis was rejected

when p < 0.05.

RESULTS

Physiological alterations induced by long-term CORT exposure

Mice chronically exposed to CORT were used to model a depressive-like phenotype (Fig. 1A).
Given that CORT is a powerful regulator of energy metabolism, we used typical physiological
endpoints to confirm that mice were impregnated with this stress hormone. As expected, we
observed that long-term exposure to this glucocorticoid increased body weight (Fig. 1B).
Indeed, CORT-exposed mice had a significantly higher body weight compared to the control
group (VEH) but also compared to CORT-exposed mice receiving the different therapeutic
strategies. Interestingly, physical exercise (Ex) induced a robust weight loss immediately after
the introduction of the running wheels into the cages at week 0 (CORT-Ex and CORT-VLX-Ex).
As previously described (Mendez-David et al., 2017), our result show that CORT exposure also
resulted in a progressive and significant deterioration of the animals’ coat state compared to
control mice (Fig. 1C). However, this parameter was not reversed by any of the therapeutic
strategies.

Finally, by testing the reactivity of the HPA axis using stress-induced hyperthermia, we showed
that insertion of a rectal probe resulted in a significant increase in body temperature in control
mice, whereas this response was attenuated in CORT mice. Interestingly, hyperthermia in mice
exposed to CORT was restored by VLX, Ex or their combination (Fig. 1D). The latter findings
highlight a lack of HPA axis reactivity specifically in CORT-exposed mice and consequently point
to a dysfunction of the HPA axis, while the therapeutic intervention restores a normal response

at the end of first round of behavioral testing (i.e., after 2 weeks).

The emotional state of CORT mice is rapidly improved by exercise or by prolonged treatment with

venlafaxine, alone or combined with exercise

We then sought to determine the influence of each therapeutic strategy on the improvement

of the emotional state of animals after 2 and 8 weeks of treatments (Fig. 2A).
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We first confirmed that chronic exposure to CORT promoted behavioral anomalies
recapitulating core symptoms of depression including anxiety, resignation and impaired self-
care compared to control mice in the elevated plus maze (EPM), the novelty suppressed
feeding (NSF), the splash test (ST) and the tail suspension test (TST), respectively (Fig. S1). These
findings are consistent with our previous report (Coutens et al., submitted).

After 2 weeks of treatment, VLX alone did not reverse the anxiogenic effect of CORT in the EPM.
Interestingly, mice exposed to physical exercise (CORT-Ex or CORT-VLX-Ex) showed an
increased anxiety compared to CORT mice housing without running wheels (CORT-VEH or
CORT-VLX) (Fig. 2B). On the contrary, in the NSF, all therapeutic strategies reversed CORT-
induced hyponeophagia as evidenced by the decrease in the latency to feed (Fig. 2D). It is
noteworthy that none of these strategies impacted consumption in the home cage after the
test, ruling out an effect on hunger (data not shown). Lastly, all three strategies failed to reverse
CORT-induced self-care impairments and resignation as reflected by the time of grooming and
immobility time in the ST and TST, respectively (Fig. 2F, H).

To integrate these behavioral profiles into a single value as human scales do, emotional z-score
was calculated for each individual and standardized to control VEH mice values (see methods).
This method confirmed that CORT exposure caused a depressive-like state, as evidenced by the
higher z-score of CORT mice compared to VEH group (Fig S1E, J). Interestingly, post-hoc test
revealed that a 2-week treatment with VLX alone or combined with Ex had no beneficial effect
on the emotional z-score, whereas Ex alone improved this score compared to CORT-exposed
mice (Fig. 2J).

The behavioral performances of mice were then assessed after 8 weeks of VLX, Ex or their
combination. After 8 weeks of treatment, we found that VLX reversed CORT-induced anxiety in
the EPM, whereas the anxiogenic effect of Ex persisted with or without VLX (Fig. 2C). In
contrast, VLX or Ex or their combination had anxiolytic and antidepressant-like effects in the
novelty-suppressed feeding test and splash test (Fig. 2G, E). A lack of significant effects was
observed in the tail suspension test (Fig. 21). Regarding the z-scores, it appears that VLX alone
or combined with Ex abolished the anxio/depressive-like phenotype of depressed-CORT mice
compared to control mice (VEH).

Overall, our data show that a 2-weeks period of Ex partially improves the emotional state of
depressed mice whereas VLX or its combination with Ex fail to do so. However, a significant

antidepressant-like effect of VLX is observed after 8 weeks of treatment. Consequently, the
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data presented herein demonstrate that the beneficial effects of Ex are observed before those
of the VLX, suggesting that the combination of the two interventions may be appropriate in the

early phase of treatment.

Cognitive performance of CORT mice models of depression is improved by short-term combined

venlafaxine and exercise treatment

In addition to emotional alterations, the chronic exposure to CORT also results in cognitive
deficits (Darcet et al., 2014). We therefore assessed the cognitive performances of CORT mice
in our task battery and then measured the impact of VLX and Ex therapeutic strategies on
cognition (Fig. 3A).

Unlike control mice, CORT-depressed mice showed no preference for the displaced object in
the object location test (Fig S2A-B) and no preference for the novel mouse in the three-
chambers test (Fig. S2C-D), respectively reflecting altered spatial memory and social
recognition. This results in a significantly higher cognitive z-score for CORT compared to control
VEH mice (Fig. S2E-F).

After 2 weeks of VLX or Ex, spatial memory and social recognition of CORT mice remained
impaired (Fig. 3B, D). VLX and Ex combination reinstated social recognition in the three-
chamber test but had no effect in the object location test (Fig. 3B, D). Neither venlafaxine nor
Ex, nor their combination, abolished cognitive deficits in depressed mice (Fig 3F).

After 8 weeks of treatments, all three strategies restored spatial memory in the depressed mice
as evidenced by the mice’s exploratory preference for the moved object (Fig 3C). In the social
recognition test, only the VLX treatment reversed the effect of CORT (Fig3E). Cognitive z-score
analysis revealed that 8 weeks of VLX treatment alone or combined to Ex led to an improvement
in cognitive performances, as evidenced by a significant decrease in cognitive z-scores of

treated mice compared to CORT mice, while Ex alone had not beneficial effects.

Altered cell proliferation in the DG of the mouse CORT model of depression is reversed by the long-term

combination of venlafaxine and physical exercise

We then investigated the cellular mechanisms that might underlie the behavioral effects

observed of the therapeutic strategies. In particular, we raised the possibility that adult-born
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hippocampal neurons contributed to emotional and cognitive behavior reported in this study.
To do so, we first evaluated cell proliferation in the DG after 2- and 8- weeks of treatment (Fig.
4A). In line with previous work describing the effect of chronic stress on cell proliferation
(Surget et al., 2008), we confirmed that long-term exposure to CORT reduced the numbers of
Ki67-labeled (Ki67+) cells in the ventral and dorsal DG (Fig. 4B, E). Treating CORT-depressed
mice for 2 weeks with each of the therapeutic strategies, we showed that none of them could
restore DG cell proliferation to the level of control mice (Fig. 4B, D). Of note, VLX tended to
worsen the cell proliferation deficit of CORT mice (Fig. 4B, D). However, after 8 weeks of a
treatment, combining VLX and Ex rescued the deficit of cell proliferation in the dorsal and
ventral DG (Fig 4D, E). Similar effect was observed with VLX alone on cell proliferation

specifically in the ventral DG (Fig. 4E-G).

Short-term combination of venlafaxine and exercise improves adult-born cell survival in the DG of

mouse models of depression

It is well known that not all newborn cells will survive in the adult DG, and that their survival is
finely regulated by several factors. Therefore, we investigated the effects of the different
therapeutic strategies on the survival of adult-born cells in the dentate gyrus of CORT-
depressed mice. We used BrdU to label and follow adult-born cells, which survival was analyzed
3 or 6 weeks after BrdU injection, in short- or long-term treatment experiments respectively
(Fig 5A, B). At 3 weeks of age, new neurons are in the critical period when they establish
dendritic spines and synaptic connections and undergo selective survival (Aasebg et al., 2011).
At 6 week of age, new neurons are functionally integrated into the neural networks and may
contribute to cognitive processes. Although CORT decreased cell proliferation, it had no effect
on the survival of 3- nor 6-week-old BrdU-labeled (BrdU+) cells in the dentate gyrus of
depressed mice (Fig. 5C,F). After 2 weeks of therapeutic strategies, we found that the
combination of VLX with Ex significantly increased cell survival in the ventral and dorsal dentate
gyrus of depressed mice, while each strategy applied separately did not achieve this effect (Fig.
5C-D). After 8 weeks of treatments, the survival of 6-week-old BrdU+ cells in the dentate gyrus
of depressed mice was significantly increased by Ex alone, or combined with VLX, compared to
control and CORT mice (Fig. 5E,F). This likely reflects a well-known beneficial effect of voluntary

running on cell survival (van Praag et al., 1999).
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Short term combination of venlafaxine and physical exercise is sufficient to desensitize inhibitory 5-

HT1A autoreceptor

After acute treatment, the increase in 5-HT transmission is dampened by a decrease in firing of
5-HT neurons because 5-HT reuptake is also inhibited at their cell body level where 5-HT1A
autoreceptors are located (Blier and de Montigny, 1985). This autoreceptor desensitizes over
the course of several weeks of SSRI administration, thus allowing a recovery to normal of the
firing of 5-HT neurons in the presence of reuptake inhibition. This results in a marked increase
in 5-HT transmission in projecting areas because 5-HT release is highly dependent on firing. The
desensitization of the 5-HT1A autoreceptor thus corresponds in time with the onset of action
of SSRI in depression (Richardson-Jones et al., 2010). In this part of the study, we compared the
desensitization capacity of 5-HT1A autoreceptors in depressed mice subjected to different
therapeutic strategies. To this end, by means of a paradigm commonly used to study the
functional activity of the 5-HT1A receptor, we evaluated the ability of 8-OHDPAT, a 5-HT1A
receptor agonist, to decrease the body temperature of mice (Fig. 6A) (Olivier et al., 2003). We
found that 8-OHDPAT induced hypothermia in all experimental groups, with a weaker response
specifically detected in mice treated with the VLX and Ex combination compared to control
mice. Thus, it appears that the level of 5-HT1A autoreceptor desensitization is more

pronounced in mice subjected to VLX and Ex strategy combined (Fig. 6B).

DISCUSSION

In this work, we analyzed the influence of physical exercise (Ex) on the effects of antidepressant
treatment with venlafaxine (VLX) in depressed mice exposed to corticosterone. First, we
confirmed that venlafaxine produces antidepressant-like effects in this mouse model of
depression after long-term administration (i.e., 8 weeks) but fails to do so after a shorter period
(i.e., 2 weeks). Then we found that Ex alone or combined with venlafaxine produces early
beneficial effects on depressed mice ‘s emotional state while it does not rescue their cognitive

impairment. By exploring the neurobiological mechanisms involved, we found that the
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combination of Ex and venlafaxine results in enhanced adult hippocampal neurogenesis and
appears to promote monoaminergic neurotransmission in the brain.

In the present study, we used chronic exposure to CORT to elicit a robust depressive-like
phenotype in mice. In line with previous studies (Darcet et al., 2014; David et al., 2009), our
results confirm that CORT mice display high emotional and cognitive z-scores reflecting
depressive-like phenotype. We then tested the impact of 2 and 8 weeks of different therapeutic
strategies on behavioral parameters. Strong evidence show that long-term antidepressant
treatment is required to observe the first signs of therapeutic response in MDD (Blier, 2001).
Consistent with these clinical data, such a long delay of action is also observed in mouse models
of depression, notably during treatment with venlafaxine (Wang et al., 2011; Bacq et al., 2012;
Venzala et al., 2012). Here we show that an 8-week treatment with venlafaxine abolishes CORT-
induced behavioral deficits in mice, whereas 2 weeks of this treatment are insufficient to
generate behavioral improvements measured by emotional and cognitive z-scores. Because
non-pharmacological strategies, such as sports or cognitive therapies, have a beneficial effect
on mood disorder in humans (Wiles et al., 2013; Morres et al., 2019), these therapies have
been studied in rodents, notably using an enriched environment. Typically, the enriched
environment provides a wide range of physical, social, and cognitive stimuli to rodents
(Kempermann, 2019; Van de Weerd et al, 2002) and is commonly associated with
antidepressant-like and pro-cognitive effects in naive and depressed mice (Kempermann and
Gage, 1999; Lapmanee et al., 2013; Nicolas et al., 2015; Huang et al., 2018; Brenes et al., 2020).
We recently showed that an enriched environment also improves the effects of antidepressant
drugs (Coutens et al., 2022, submitted). In light of these considerations, we now examined
whether the exercise component alone could potentiate the antidepressant response of
venlafaxine. Our results indicate that Ex produces an early (i.e., 2 weeks) but weak beneficial
effect on the emotional state of depressed mice, while no influence on cognitive performances
were observed. Interestingly, the combination of venlafaxine with Ex induces an early recovery
of emotional state, although statistical analysis did not allow us to compare with the CORT
group. Furthermore, at the cognitive level, we found that the combination of venlafaxine with
Ex had observable beneficial effects as early as two weeks of treatment in the three chamber
tests.

We then sought to identify the neurobiological mechanisms involved in the antidepressant-like

effects of these different therapeutic strategies. Most of pharmacological treatments currently
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used to relieve the symptoms of depression increase monoaminergic neurotransmission
(Perez-Caballero et al., 2019). In particular, a key feature of SSRIs and SNRIs is that they
interfere with the negative feedback from the 5-HT1A somatodendritic autoreceptors. Itis well
described that the onset of action of antidepressant drugs coincides with the time required for
conventional antidepressants, such as venlafaxine, to produce desensitization of this inhibitory
molecular element of somatodendritic 5-HT1A autoreceptors (Béique et al., 2000; Blier et al.,
1998). For example, it was reported that the specific inactivation of the somatodendritic 5-
HT1A autoreceptor in the dorsal raphe shortens the neurochemical and behavioral activities of
the SSRI fluoxetine from 4 to 1 weeks of treatment (Richardson-Jones et al., 2010). In order to
evaluate the functional activity of the 5-HT1A autoreceptors under the different strategies, we
used the 8-OHDPAT-induced hypothermia test (Rainer et al., 2012). Remarkably, compared to
control mice, the hypothermic response to 8-OHDPAT was attenuated in all CORT-exposed
mice, but this reached statistical significance only in the mice receiving the venlafaxine and Ex
combination. These results corroborate the fact that Ex may potentiate the ability of
venlafaxine to desensitize the 5-HT1A receptors thereby enhancing serotoninergic
neurotransmission at nerve terminals. Although evidence suggests that Ex can also act on other
monoaminergic systems (Dremencov et al., 2017).

It was shown that enhancement of serotonergic neurotransmission increases brain-derived
neurotrophic factor (BDNF) synthesis and signaling (Nibuya et al., 1995), a major event in the
stimulation of adult neurogenesis and antidepressant response (Santarelli et al., 2003; Yau et
al., 2011). We thus examined adult neurogenesis in the hippocampus of depressed CORT mice
under different therapies. Adult neurogenesis in a multistep process including cell proliferation,
cell differentiation into neuronal/glial fate and cell survival. Although the existence of adult
hippocampal neurogenesis in human remains controversial (Moreno-Jiménez et al., 2021), the
alteration of adult neurogenesis could be a hallmark of depression in preclinical models (Miller
and Hen, 2015). In our work, we found that CORT exposure decreases cell proliferation rate
while sparing new cell survival, as previously described (David et al., 2009). This effect is robust
and is maintained regardless of the time of exposure to CORT. However, the number of adult-
born cells surviving is conditioned by cell proliferation rate at the moment of BrdU injections.
Cell proliferation is reduced in CORT-exposed mice that nevertheless have the same number of

surviving BrdU+ cells. This likely reflects an increase in survival in the CORT-exposed mice. To
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test this possibility, the specific effect of CORT should be examined by injecting BrdU prior to
the initiation of CORT exposure, when cell proliferation is similar across groups.

After 2 weeks, all strategies proved ineffective in restoring cell proliferation to control level.
This was unexpected, since there is considerable evidence of positive effects of Ex or VLX on
this process, even after a short exposure (Klempin et al., 2013; Martisova et al., 2015). Such
discrepancy between our data and the literature could be related to the long exposition to
corticosterone, which could impede the observation of such a beneficial effect (Yau et al.,
2011). After 8 weeks of treatment, however, venlafaxine and Ex applied separately reversed
the effect of CORT on cell proliferation, solely in the ventral part of the dentate gyrus but
remained ineffective in its dorsal part. This dichotomy may relate to the regionalization of
hippocampal function, most notably the fact that the ventral hippocampus is a close regulator
of emotion, whereas the dorsal part processes cognition (Fanselow and Dong, 2010; Tanti and
Belzung, 2013). This dorsal/ventral dissociation was confirmed using brain tissue oxygen
amperometry. In particular, it was shown that activation of the dorsal hippocampus is
associated with spatial processing and the ventral part to anxiety-related behavior (McHugh et
al., 2011). However, the lack of neurogenic effect in the dorsal hippocampus does not explain
the beneficial cognitive effects, suggesting that other cellular substrates are involved. In the
meantime, VLX and EE combination induces a net increase of cell proliferation in the whole
hippocampus, revealing a potentiating effect of this strategy. This positive effect was also
observed on cell survival, as early as two weeks, whereas physical exercise alone (but not
venlafaxine) showed such effect after only 8 weeks of treatment. Once again, the lack of
positive effects of venlafaxine on the survival of new hippocampal cells suggests that another
mechanism is involved in the improvement of emotional state by VLX in depressed mice.
However, our evaluation of new cell proliferation and survival does not provide any indication
about the functionality of these cells. It could be interesting to study the complexity of their
dendritic arborization to estimate their integration in the pre-existing networks. This would
make sense given that it is known that antidepressant such as fluoxetine and physical exercise
may enhance this process are known and that there is to date no work addressing the effect of
their combination (Wu et al., 2008; David et al., 2009).

The beneficial effects of therapeutic strategies could also be sustained by physiological
modulations originating from peripheral organs. Several mechanisms can account for the

beneficial effects of Ex alone or combined with VLX. One of them relies on the ability of Ex to
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improve peripheral and central insulin sensitivity (Ryan et al., 2020). There are different levels
of evidence to suggest that insulin signaling might positively reverberate on adult hippocampal
neurogenesis and/or emotional state. For example, the insulin receptor is located on
monoaminergic neurons and its activation on this neuronal population specifically induces
antidepressant-like effects in mice (Martin et al., 2022, submitted). It is also noteworthy that
the insulin receptor is located in the hippocampus, where it favors stem cell proliferation and
new-born neurons survival (Martin et al., 2021). Particularly relevant in the context of the
present study, it was shown that the insulin sensitizing drug (Metformin) potentiates the
antidepressant-like effects of the SSRI fluoxetine on stress-related behavioral responses
(Poggini et al., 2019; Zhou et al., 2020). Physical exercise allows muscle contraction which
results in the release of different molecules named myokines (Lee et al., 2019) including, but
not restricted to, irisin (Bostrom et al., 2012). In human, 12-week of exercise training can
increase circulating irisin levels in adults (Kim et al., 2015), while 1-h exercise can elevate the
plasmairisin levels for 12 hin rodents (Pang et al., 2018). Moreover, 6 weeks of voluntary wheel
running can significantly increase irisin levels in the brain, and this correlates with the anxiolytic
effect of wheel running (Uysal et al., 2018). Other factors are increased in response to Ex, such
as Fndc5 and BDNF, and their overexpression in the liver (to mimic running wheel effects)
elevates blood irisin levels and hippocampal BDNF (Wrann et al., 2013). All these imply that
irisin is a potential mediator of exercise to promote hippocampal neurogenesis (Pedersen,
2019). Another myokine which could be related to the beneficial effect observed in our present
work is osteocalcin. Physical training increases osteocalcin levels in humans and rodents (Mera
et al., 2016; Pernambuco et al., 2013) and evidence suggests its role in enhancing brain
monoaminergic neurotransmission and related emotional and cognitive behaviors (Oury et al.,
2013). Another mediator released during Ex is lactate. This organic acid is produced by muscles
and can cross the blood— brain barrier (BBB) (Pierre and Pellerin, 2005). Recent evidence
suggests that the systemic injection of lactate promotes antidepressant-like effect in CORT
animals (Carrard et al., 2018) and enhances cognition by modulating cerebral plasticity such as
neurogenesis (Huang et al., 2021; Karnib et al., 2019). These are example by which Ex could
exert beneficial effects by its own, or in combination with currently available antidepressant
drugs. Further preclinical and clinical experiments are warranted to precise the mechanism of
action of Ex on treatment response and to determine whether it produces additive or

synergetic effects to antidepressant drugs.
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LEGENDS

Figure 1. Long-term CORT exposition induces physiological alterations. (A) Experimental timeline.
Throughout the experiment, animals were exposed to corticosterone (CORT mice, n=52) or vehicle (VEH mice,
n=17) in the drinking water. Starting at week 0, CORT mice received venlafaxine or vehicle for 8 weeks, either in
their home cage (CORT-VLX mice, n=12 and CORT-VEH mice, n=13) or in an enriched environment containing
running wheels (CORT-Ex mice, n=15 and CORT-Ex-VLX mice, n=13). (B) Weekly monitoring of body weight was
performed as well as (C) Evaluation of coat state. A two-way ANOVA with [time x treatment] factors applied for
the body weight revealed a significant effect of time, treatment factor and interaction between this factors
(F(16:1008)=156, p < 0.001, F4,65=10.6, p < 0.001, Fsa;1008=12.5, p < 0.001, respectively). For coat state score, a two-
way ANOVA also revealed a significant effect of time factor, treatment and interaction (F(6;1008=120, p < 0.001,
Fla:65=143, p < 0.001, F(s2:1008=8.89, p < 0.001, respectively). (D) Effect of acute stress induced hyperthermia. A
two-way ANOVA with [time x treatment] factors was applied and revealed a significant effect of time and the
interaction between time and treatment whereas no effect of treatment was observed (F(1.45=81, p < 0.001,
F(a:48=2.35, p=0.068, Fa45=4.05, p=0.007, respectively). Data represents mean + SEM. Post-hoc analyses were
conducted when appropriate to compare the effect of the different treatments (B-C) or of time (D): “p < 0.05, **

TS

p<0.01, " p<0.001 indicate significant differences between groups.

Figure 2. Physical exercise induces early emotional recovery in the CORT mouse model of depression.
(A) Experimental timeline. Throughout the experiment, animals were exposed to corticosterone (CORT mice,
n=52) or vehicle (VEH mice, n=17) in the drinking water. Starting at week 0, CORT mice received venlafaxine or
vehicle for 8 weeks, either in their home cage (CORT-VLX mice, n=12 and CORT-VEH mice, n=13) or in an enriched
environment containing running wheels (CORT-Ex mice, n=15 and CORT-Ex-VLX mice, n=13). Animals were tested
after 2 and 8 weeks of treatment. A two-way ANOVA with [housing x treatment] factors was applied for the two
treatment durations among CORT exposed mice. After two weeks, two-way ANOVA revealed a significant effect
of housing factor but no effect of treatment and no interaction in the elevated plus maze (B: Fj1.49=7.13 p=0.01,
F.49=2.71 p= 0.106 , and F(1.49=0.123 p=0.727, respectively) and in the splash test (F: F(1,49=4.6 p= 0.037,
F1.49=0.28 p= 0.599 , and F(1.49=0.859 p=0.358, respectively). In the tail suspension test, both factors and
interaction did not reveal any significant effect (H: F(1,49=1.88 p= 0.17, F(1,49=0.01 p= 0.905 , and F1.49=2.91
p=0.094, respectively) while in the novelty suppressed feeding test, both factors and interaction showed
significant effect (D: F1,49=36 p < 0.001, F(1,49=4.43 p= 0.04 , and F(1,49=6.65 p=0.013, respectively). After eight
weeks, the two-way ANOVA revealed a significant effect of housing factor, treatment factor and interaction in the
elevated plus maze (C: Fj1.45=10.7 p=0.002, F(1.45=12.3 p< 0.001 , and F(1.45=9.19 p=0.004, respectively), in the
splash test (G: F145=10.4 p=0.002, F145=17.2 p< 0.001 , and F(1.45=5.01 p=0.03, respectively). In the tail
suspension test, housing factor, treatment factor and interaction did not reveal any significant effect (I:
F(1.45=0.145 p= 0.70, F1,45=3.75 p= 0.059, and F(1.45=1.34 p=0.253, respectively) while in the novelty suppressed
feeding test, both factors revealed significant without interaction effect (E: F(1.45=4.54 p= 0.038, F(1.45=19.9 p <

0.001, and F1,45=3.18 p=0.081, respectively). VEH mice were used to establish emotional z-scores. For emotional
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z-score (J-K), after 2 weeks of treatment, ANOVA revealed a significant effect of housing factor and treatment
factor, without interaction effect (J: F(149=18.9 p < 0.001, F(1.49=4.45 p= 0.04 , and F(.49=1.64 p=0.206,
respectively). After 8 weeks of treatment, housing factor did not revealed significant effect, in contrast to the
significant effect of treatment factor and interaction (K: F(1,45=2.13 p=0.161, F(1,45=38.5 p <0.001, and F(1.45=11.2
p=0.002, respectively). Performances (mean + SEM) of control VEH mice are represented by the grey shaded area.
In all other groups, data represent mean + SEM, dots illustrate individual values. Post-hoc analysis when

*okk

appropriate: “p < 0.05, “"p < 0.01, *"p < 0.001 indicate significant differences between groups.

Figure 3. Long-term treatment with VLX restores cognitive performance in CORT mice, and its
combination with Ex yields earlier cognitive improvement. (A) Experimental timeline as described above (Fig.
2). Two-way ANOVA was applied for the two treatment durations among CORT exposed mice. After two weeks,
ANOVA did not revealed significant effect of housing factor, treatment factor nor an interaction in the objection
location task (B: F(1,49=0.034 p= 0.854, F(1,49=0.354 p= 0.554 , and F(1,49=0.001 p=0.9545, respectively) while a
significant effect was only found for housing factor in social recognition test (C: Fi1,49)=4.66 p= 0.036, F(1.49=0.126
p= 0.724 , and Fp149=2.77 p=0.102, respectively). After eight weeks, ANOVA revealed a significant effect of
treatment factor but no for housing factor and interaction in object location task (D: F1,45=11.3 p= 0.002,
F1.45=0.06 p= 0.803 , and F145=2.15 p=0.15, respectively) while a significant effect of housing factor and
treatment factor was reached in social recognition test with significant effect of interaction (E: F(1,45=4.51 p=
0.039, F(1.45=18.1 p < 0.001, and F(145=3.19 p=0.08, respectively). VEH mice were used to establish cognitive z-
scores (F-G). After 2 weeks of treatment, ANOVA did not reveal significant effect of housing factor, nor treatment
factor, nor an interaction (F(1.49=1.53 p=0.221, F(1.49=0.367 p= 0.547 , and F(1,49=1.25 p=0.267, respectively) while
a significant effect of treatment factor and the interaction were observed without any effect of housing factor
after eight weeks of treatment (F(1.45=41.7 p < 0.001, F(1.45=5.89 p=0.019, and F1.45=1.53 p=0.222, respectively).
Performances (mean + SEM) of control VEH mice are represented by the grey shaded area. In all other groups,
data represent mean + SEM, dots illustrate individual values. Post-hoc analysis when appropriate: "p < 0.05, “p <

Hkk

0.01, " 'p < 0.001 indicate significant differences between groups.

Figure 4. Altered cell proliferation in the hippocampus of depressed mice is rescued after 8 weeks of
VLX combined with Ex. (A) Experimental timeline. Throughout the experiment, animals were exposed to
corticosterone (CORT) or vehicle (VEH mice, n=6 and n=6 respectively for 2 and 8 weeks of treatment) in the
drinking water. From week 0, CORT mice received venlafaxine or vehicle for 2 and 8 weeks, either in their home
cage (CORT-VLX mice, n=4 and n=7 and CORT-VEH mice, n=6 and n=8 respectively for 2 and 8 weeks of treatment)
or in a enriched environment containing running wheels (CORT-Ex mice, n=5 and n=4 and CORT-Ex-VLX mice, n=6
and n=5, respectively for 2 and 8 weeks of treatment). Animals were sacrificed for immunochemical analysis after
2 weeks of treatment or at the end of the second set of behavioral tests. (B) Microphotographs depicting Ki67+
cells in dentate gyrus and magnification of labelling. (C-D) Density of Ki67+ cells in the ventral and dorsal dentate
gyrus after 2 weeks of treatment. (E-F) Density of Ki67+ cells in the ventral and dorsal dentate gyrus after 8 weeks

of treatment. One-way ANOVA with treatment as main factor was applied for the two treatment durations. A
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significant effect of treatment was observed on cell proliferation in the ventral and dorsal dentate gyrus after 2
(C-D; F(a;22)=15.53, p < 0.001 and F(422=9.883, p < 0.001, respectively), and 8 weeks of treatment (E-F; F(4,25=7.855,
p < 0.001 and F;25=5.789, p=0.002, respectively). Data represent mean + SEM, dots illustrate individual values.

*okok

Post-hoc and t-test analysis when appropriate: “p < 0.05, “p < 0.01, " p < 0.001: significantly different from
control (VEH) mice. ®* p <0.05, % p < 0.01: significantly different from CORT mice. ¥ p < 0.05, * p < 0.01: significantly

different between connected groups. Scale bars = 50um

Figure 5. Ex and VLX combination enhances the survival of adult-born cells in the hippocampus. (A-B)
Experimental timeline. Throughout the experiment, animals were exposed to corticosterone (CORT) or vehicle
(VEH mice, n=6 and n=6 respectively for 2 and 8 weeks of treatment) in the drinking water. Starting at week O,
CORT mice received venlafaxine or vehicle for 2 and 8 weeks, either in their home cage (CORT-VLX mice, n=4 and
n=7 and CORT-VEH mice, n=6 and n=8 respectively for 2 and 8 weeks of treatment) or in an enriched environment
containing running wheels (CORT-Ex mice, n=5 and n=4 and CORT-Ex-VLX mice, n=5 and n=5, respectively for 2
and 8 weeks of treatment). Animals undergoing a 2-week treatment (in A), received BrdU injections one week
before the behavioral experiments (week -1) and were sacrificed 3 weeks after BrdU injection (BrdU-labeled cells
are 3-week-old). Animals undergoing a 8-week treatment (in B), received BrdU injections four weeks after the start
of the behavioral experiments (week 4) and were sacrificed 6 weeks after BrdU injection (6-week-old BrdU-labeled
cells). (C-D) Density of BrdU* cells in the ventral and dorsal parts of the dentate gyrus after 2 weeks of treatment.
(E-F) Density of BrdU* cells in the ventral and dorsal parts of the dentate gyrus after 8 weeks of treatment. One-
way ANOVA with treatment as main factor was applied for the two treatment periods. A significant effect of
treatment factor was observed on cell survival in ventral and dorsal dentate gyrus after 2 weeks of treatment (C-
D; F(a:21)=6.345, p=0.002 and F;»1)=3.241, p=0.032, respectively), and 8 weeks of treatment (E-F; F(1.25=17.88, p <
0.001 and F,25=22.68, p<0.001, respectively). Data represent mean + SEM, dots illustrate individual values. Post-

*kk

hoc and t-test analysis when appropriate: " p < 0.01, *" p < 0.001: significantly different from control (VEH) mice.
®p < 0.05, %° p < 0.01: significantly different from CORT mice. ¥ p < 0.05, ## p < 0.001: significantly different

between connected groups.

Figure 6. Early enhancement of activity is induced by the combination of Ex and VLX. (A)
Experimental timeline. (B) Effect of 8-OH-DPAT (300 pg.kg?)-induced hyperthermia. Two-way ANOVA with [time
x treatment] factors revealed a significant effect of time factor, whereas no effect of treatment and no interaction
were observed (F(;;54=51, p < 0.001, F4;54=1.44, p=0.5, Fia;s4=1.44, p=0.234, respectively). Post-hoc analysis: * p <

*okk

0.05,” p<0.01, ™" p<0.001: significantly different from control (VEH) mice.
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SUPPLEMENTAL DATA

Figure S1. The CORT mouse model of depression shows emotional alterations. (A) Animals were exposed
to corticosterone (CORT mice, n=13) or vehicle (VEH mice, n=17) in the drinking water for 8 weeks and underwent
behavioral testing after 2 and 8 weeks of treatments (as in Fig 2 and 3). Student t-test were performed for each
test. After two and eight weeks of treatment, student t-test revealed a significant difference between VEH and
CORT mice in the elevated plus maze (A-F: t5=2.197 p=0.03, t,7=2.762 p=0.01 respectively), the novelty
suppressed feeding test (B-G: t23=6.562 p < 0.001, t27=3.517 p=0.002 respectively), the splash test (C-H: t,5=2.889
p=0.007, t,7=6.817 p < 0.001 respectively) and the tail suspension test (D-I: t2s=3.109 p=0.004, t,7=3.697 p < 0.001
respectively). Statistical analysis of emotional z-score by student t-test revealed significant difference between
VEH and CORT mice after 2 and 8 weeks of treatment (E-J: t2s=7.403 p< 0.001, t,7=6.979 p < 0.001 respectively).

koK

Data represent mean + SEM, dots illustrate individual values. "p < 0.05, ““p < 0.01, *"p < 0.001 indicate significant

differences between groups.

Figure S2. The CORT mouse model of depression shows cognitive alterations. (A) Animals were exposed

to corticosterone (CORT mice, n=13) or vehicle (VEH mice, n=17) in the drinking water for 8 weeks and underwent
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behavioral testing after 2 and 8 weeks of treatments (as in Fig 2 and 3). Student t-test were performed for each
test. After two weeks and eight weeks of treatment, a significant difference between VEH and CORT mice was
found in the object location task (A-D: ts=3.117 p=0.004, t,7=2.993 p=0.006 respectively), and the social
recognition test (B-E: t3=1.021 p=0.31, t,7=2.887 p=0.008 respectively). Statistical analysis of emotional z-score
by student t-test revealed significant difference between VEH and CORT mice after 2 and 8 weeks of treatment
(C-F: t28=2.59 p= 0.015, t,7=4.012 p < 0.001 respectively). Datas represent mean + SEM, dots illustrate individual

*okok

values. "p < 0.05, "p < 0.01, *"p < 0.001 indicate significant differences between groups. #p < 0.05, #p < 0.01, ##p
< 0.001 indicate significant differences between chance value (50%) in object location task and social recognition

task.
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PARTIE 3 : EFFET ANTIDEPRESSEUR D’UN ENRICHISSEMENT OLFACTIF
PARTAGEANT DES MECANSIMES COMMUNS AVEC LES
ANTIDEPRESSEURS

Chapitre 3: Interaction entre le systéme olfactif et le systeme
sérotoninergique dans les effets antidépresseurs d’un ingrédient sensoriel a
base d’agrumes

e Des alternatives non-conventionnelles utilisant des extraits végétaux ou d’épices
capables de stimuler les circuits de l'olfaction sont couramment utilisés dans le
traitement du trouble dépressif

e e D11399, un extrait contenant du Citrus sinensis, réduit les réponses liées au stress
aigu ou chronique chez les souris

o les effets comportementaux du D11399 sont significativement atténués chez des
souris présentant une perte transitoire de I’olfaction (souris anosmiques)

e les effets du D11399 chez les souris sont associés, a des changements anatomiques et
fonctionnels dans le systeme limbique a savoir une stimulation de la plasticité
cérébrale et d’'une augmentation de I'activité du systéme sérotoninergique central

Figure 22. Résumé graphique de l'article 3.
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ARTICLE 3 : « Un ingrédient alimentaire sensoriel fonctionnel a base
d'agrumes induit des effets de type antidépresseur : Implication
possible d'une interaction entre les systemes olfactif et
sérotoninergique »

B. Coutens?, K. Rekik?, A. Harster?, P. Etienne®, V. Noirot®, B. Frances?, L. Moulédous? and B. P.
Guiard®

@ Centre de Recherches sur la Cognition Animale, Centre de Biologie Intégrative, Université de
Toulouse, CNRS, UPS, France
bphodé, Terssac, France

Ce papier est publié. Au cours de cette étude, j’ai participé a la rédaction du manuscrit
ainsi que réalisé les travaux impliquant des souris implantées avec le pellet CORT (étude
comportementale et mécanismes neurobiologiques associés).

Résumé

Dans la présente étude, nous avons examiné les effets neurocomportementaux d'un
ingrédient alimentaire fonctionnel sensoriel, principalement composé d’extraits de Citrus
sinensis (D11399). Pour cela, nous avons utilisé une batterie de tests mesurant divers
symptomes de la dépression tels que I'anxiété dans le champ libre (OF), le labyrinthe en
croix (EPM) et l'alimentation supprimée par la nouveauté (NSF), l'incurie dans le test
d'éclaboussure (ST), le désespoir dans la tache de natation forcée (FST) et aussi I'anhédonie
dans le test de préférence au saccharose (SPT) chez la souris. L’administration orale de
D11399 pendant une semaine a favorisé les réponses de type anxiolytique et antidépressive
chez les souris naives soumises au NSF et au FST. En revanche, I'administration de D11399
par gavage oral ou l'inhibition de I'olfaction par le méthimazole ont empéché ces effets
bénéfiques. Nous avons également étudié les propriétés comportementales de
I'administration orale de D11399 pendant dix semaines dans le modeéle de dépression de la
souris CORT. Chez ces animaux, le D11399 a également provoqué des effets anxiolytiques et
antidépresseurs dans divers paradigmes. Pour caractériser les mécanismes neurobiologiques
mis en jeu, nous avons cherché a savoir si les processus cellulaires et moléculaires
communément associés aux réponses antidépressives, comme la neurotransmission
monoaminergique et la maturation neuronale dans I'hippocampe, étaient affectés. Bien que
le D11399 n'ait pas modifié les niveaux extracellulaires de monoamines (sérotonine et la
noradrénaline) dans I'hippocampe, il a empéché la capacité de la CORT a diminuer le taux de
décharge des neurones sérotoninergiques dans le raphé dorsal et la maturation neuronale
dans I'hippocampe. Ces résultats suggerent que les effets anxiolytiques et antidépresseurs
de cet ingrédient alimentaire sensoriel sont étroitement liés a |'olfaction et probablement a
un changement concomitant de l'activité du systéme sérotoninergique central. D'autres
expériences sont nécessaires pour préciser les circuits neuronaux reliant les modalités
sensorielles et émotionnelles et identifier des stratégies thérapeutiques innovantes visant a
soulager les symptomes dépressifs
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A Citrus Based Sensory Functional Food Ingredient Induces
Antidepressant-like Effects: Possible Involvement of an Interplay
between the Olfactory and the Serotonergic Systems
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Abstract—In the present study, we examined the neurobehavioral effects of a sensory functional food ingredient
mainly based on Citrus sinensis extracts (D11399) using a battery of tests recapitulating various endophenotypes
of depression such as anxiety in the open field (OF), the elevated plus-maze (EPM), and the novelty suppressed
feeding (NSF), self-care in the splash test (ST), despair in the forced swimming task (FST) but also anhedonia in
the sucrose preference test (SPT) in mice. A one-week oral administration of D11399 promoted anxiolytic- and
antidepressant-like responses in naive mice subjected to the NSF and FST. In a marked contrast, the administra-
tion of D11399 by oral gavage or the inhibition of olfaction by methimazole prevented such beneficial effects. We
further investigated the neurobehavioral properties of a ten-week oral administration of D11399 in the corticos-
terone (CORT) mouse model of depression. Interestingly, D11399 also elicited anxiolytic- and antidepressant-
like effects in various paradigms. To characterize the putative underpinning neurobiological mechanisms in
CORT mice, we investigated whether cellular and molecular processes commonly associated with antidepressant
responses such as monoaminergic neurotransmission and neuronal maturation in the hippocampus were
impacted. Although D11399 did not modify the hippocampal extracellular levels of monoamines (i.e. serotonin
and norepinephrine), it reversed the ability of CORT to decrease serotonin neurons firing rate in the dorsal raphe
and neuronal maturation in the hippocampus. These findings suggest that the anxiolytic- and antidepressant-like
effects of this sensory functional food ingredient are closely related with olfaction and likely a concomitant
change in the activity of the central serotonergic system. Further experiments are warranted to precise the neu-
ronal circuits linking sensorial and emotional modalities and identify innovative therapeutic strategies aimed to
relieve depressive endophenotypes. © 2020 IBRO. Published by Elsevier Ltd. All rights reserved.

Key words: mood disorders, antidepressant, olfaction, hippocampus, monoamines, behavior.

INTRODUCTION onset of action is often observed (Hamon and Blier,
2013). These important shortcomings in current treat-
ments encourage research in the field of neuropsy-
chopharmacology to better understand the
neurobiological mechanisms underlying MD and to
develop new therapeutic strategies with a better profile
of efficacy or to prevent the appearance of symptoms.
Growing evidence suggests that a significant
proportion of individuals suffering from MD displays
olfactory dysfunctions and vice-versa (Kohli et al., 2016;
*Correspondence to: B.P. Guiard, Centre de Recherches sur la Taalman et al., 2017). In agreement with this reciprocal
Cognition Animale, Centre de Biologie Intégrative, Université de relationship, imaging studies have revealed the existence
Toulouse, CNRS, UPS, France. of an overlap between brain areas involved in MD and

E-mail address: bruno.guiard@univ-tise3.fr (B. P. Guiard). . . .
 These authors equally contributed to the study. olfactory processing including the olfactory bulbs but also

Mood disorders represent widespread and invalidating
disorders, with up to 16% of the world population
affected by various symptoms of the depression
spectrum. Unfortunately, antidepressant drugs
traditionally used to treat major depression (MD) do not
provide positive treatment outcomes for all depressed
patients and among responders a long delay in the

f These authors co-directed this study. the orbitofrontal cortex, the amygdala and the hippocam-
Abbreviations: CORT, corticosterone; EPM, elevated plus-maze; FST, pus (Hoflich et al., 2012; Naudin et al., 2014). Such asso-
forced swim test; DG, dentate gyrus; MD, major depression; NSF, ciation has also been described in rodents since

novelty suppressed feeding; OF, open field; SPT, sucrose preference

test: ST, splash test. impairments in olfactory acuity have been reported in an
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animal model of depression (Siopi et al., 2016) whereas
bilateral olfactory bulbectomy induces depressive-like
endophenotypes as well as endocrine, immune, and neu-
rotransmitter dysfunctions usually observed in MD (Song
and Leonard, 2005). Altogether, these results strongly
suggest that dysfunctions seen in MD or relevant animal
models could be related to alterations in the olfaction sys-
tem and conversely, modulating olfactory transmission
might reverberate on emotional state. In support of the lat-
ter assumption, antidepressant-like effects were observed
in rats inhaling various odorants such as vanillin (Xu et al.,
2015) or lemon (Komori et al., 1995) whereas bulbectomy
may dampen such beneficial effects (Xu et al., 2015).
These results do not necessarily imply that loss of smell
directly influences emotional-related behaviors but that
an adequate connectivity between the olfactory system
and limbic areas is a key determinant for this type of
antidepressant responses. However, it was shown that
lavender, for example, elicits anxiolytic and
antidepressant-like responses even in anosmic mice
(Chioca et al., 2013; Takahashi et al., 2014).

Animal models provide instrumental in vivo tools to
examine neural circuitry and molecular and cellular
pathways in a controlled environment. Based on the
observation that plasma cortisol is increased in a
significant proportion of patients with MD (Wong et al.,
2000), one of these models is based on repeated corticos-
terone (CORT) administration. This procedure aims to
mimic the effect of chronic stress notably by promoting
an excessive HPA axis activation. Multiple sources of evi-
dence demonstrate that CORT exposure in mice elicits
behavioral response recapitulating the core endopheno-
types of depression such as despair, anhedonia,
decreased self-care and anxiety (David et al., 2009;
Orrico-Sanchez et al., 2019) but also impairment of cogni-
tive performances (Darcet et al., 2014), sleep disruption
(Le Dantec et al., 2014) and somatic pain (Hache et al.,
2012). Interestingly, the chronic administration of CORT
has been also successfully used to delineate the neurobi-
ological mechanisms associated with depression since an
alteration of serotonergic neurotransmission (Rainer
et al., 2012a, 2012b) and an impairment of adult hip-
pocampal neurogenesis have been reported under these
experimental conditions (David et al., 2009; Quesseveur
et al.,, 2013). Finally, treatments that show therapeutic
activity in human are also effective in CORT exposed
mice. For instance, it has been repeatedly demonstrated
that the long-term administration of the selective sero-
tonin reuptake inhibitor fluoxetine, the serotonin/nore-
pinephrine reuptake inhibitor venlafaxine or the mixed
melatonergic agonist/serotonergic antagonist agome-
latine reverse CORT-induced anxio/depressive-like phe-
notype (David et al., 2009; Rainer et al., 2012a, 2012b;
Mendez-David et al., 2017). Altogether, these data
strongly support the idea that CORT model displays a
strong construct, face and predictive validity thereby offer-
ing a translational value to test new hypothesis and iden-
tify novel preventive or curative therapeutic strategies
(Guilloux et al., 2011).

D11399 contains mainly a specific essential oil of
Citrus sinensis which confers a sensory dimension by

stimulating the sense of olfaction and referred to as
“functional food ingredient” (Griffiths et al., 2009). Here-
inafter, we raised the possibility that such a compound
imparts mental health-promoting effects and to address
this question, we examined the effects of orally adminis-
tered D11399 on emotional related-behavior in naive
mice or in the CORT animal model of depression
(Demuyser et al., 2016). We also addressed the possibil-
ity that the behavioral effects of D11399 rely on the activa-
tion of the olfactory system. Finally, we investigated
whether cellular and molecular processes commonly
associated with antidepressant responses such as
monoaminergic neurotransmission and neuronal matura-
tion in the hippocampus were impacted by D11399.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

In this study, 132 mice were used and all experimental
procedures were conducted in accordance with ARRIVE
guidelines and the European directive 2010/63/UE and
were approved by the French Ministry of Research and

local ethic committees (APAFIS#12343-
2017111516096417).
Animals

Male mice (30-35 gr) were fed and watered ad libitum and
lived on a 12 h light—dark cycle. They were housed 4-5
per cage under standard conditions: room with
controlled temperature (21-23°C). 3-4 months old
outbred CD1 mice were used for the experiments in
naive non-stressed animals. This strain presents a
genetic diversity reflecting the human population making
them particularly suitable for the screening of drugs with
putative antidepressant and/or anxiolytic activities in
non-pathological conditions (Petit-Demouliere et al.,
2005). Three to four-months old inbred C57BL/6JRj male
mice (Janvier Labs, Saint-Berthevin, France) served for
the chronic ones. This strain offers a good model for its
vulnerability to stress and its sensitivity to the neurobio-
logical impairments resulting from chronic CORT expo-
sure (Hodes et al., 2012). Importantly, C57BL/6JRj mice
have also been used successfully to unveil the ability of
pharmacological strategies and non-pharmacological
interventions to restore a normal behavioral phenotype
in the CORT model (David et al., 2009; Hache et al.,
2012; Le Dantec et al., 2014).

Drugs and protocols

D11399 (Phodé — Terssac, France) contained as active
part a core (B524) mainly made up of Citrus sinensis
extract (24-32%) and was formulated with excipients
based on water and plant emulsifying agents (36—48%)
to obtain a liquid water-dispersible galenic form. Using
gas chromatography, we determined that D11399
contains as main ingredients bp-limonene (94.5%),
myrcene (2.5%), alpha pinene (0.6%), sabinene
(0.35%), citral (0.225%) and beta pinene (0.085%).
Control solution (D12250:VEH) contained purified coco
oil (24-32 %) formulated with the same excipient as
D11399. Previous evidence suggests that coco oil



B. Coutens et al./Neuroscience 451 (2020) 149-163 151

exerts anti-stress effects (Yeap et al., 2015) but here it
was purified and deodorized making it neutral in terms
of flavor while keeping its lipophilic characteristics. In
the galenic formulation, it replaces the fat-soluble Citrus
extract. We conducted a pilot study to determine the total
fluid intake per day and we adapted the dose of com-
pounds to this consumption. For the first experiments in
CD1 naive mice (n = 32), water consumption was con-
trolled and replaced three times a week to adjust
D11399 daily administration on the basis of 30g live
weight-LW: 0,125 mg/kg LW, 1,25 mg/kg LW, 12,5 mg/
kg LW. For the second experiment in CD1 naive mice
(n = 30), animals received a daily administration of
D11399 (1,25 mg/kg LW) or its VEH by gavage for one
week (n = 30) using a stainless-steel bulb tipped gavage
needle attached to a syringe. In accordance with ethical
guidelines, the volume injected corresponded to 1% of
their body weight (e.g., a 30 g mouse was given 0.3 ml).
For the third experiment in CD1 naive mice (n = 40), a
single intraperitoneal injection of NaCl 0,9% or methima-
zole (1-methyl-2 mercaptoimidazole, Sigma: 100 mg/kg)
was used to ablate the olfactory epithelium before admin-
istering D11399 (1,25 mg/kg LW) or (D12250: VEH) for
one week (n = 40). Finally, for chronic experiments in
C57BL/6JRj mice (n = 30), we induced depressive-like
behaviors using subcutaneously implanted CORT pellets
as previously described (Demuyser et al., 2016). Animals
were anesthetized with isoflurane and a small incision
was done in order to implant CORT pellets with
biodegradable carrier-binder (5 mg/day over 90 days;
Innovative Research of America — Sarasota — Florida —
USA). After surgery, mice were randomly assigned to dif-
ferent groups receiving either the control (D12250: VEH)
or the tested (D11399; 1,25 mg/kg LW) solution. After
10 weeks of treatment, all animals were tested in behav-
ioral paradigms while subgroups were formed for electro-
physiological, neurobiochemical and
immunohistochemical studies. Control group was
exposed to VEH pellets (instead of CORT pellets) and
were administered with (D12250: VEH).

For the neurochemical studies (ie, intracerebral
microdialysis), we perfused escitalopram (1 uM through
the dialysis probe from Sigma-Aldrich) to specifically
block the serotonin transporter.

Behavioral testing

Except for the open-field test, experimental variables
were manually scored. However, to avoid interpretation
biases, the operator in charge of the treatment did not
perform the experiments, and the animal identification
was made after the tests using ear tags.

Open field (OF)

OF test was performed in Plexiglas setups (MED
Associates, France) during 10 min in a rectangular
arena (40 x40 x 20cm) in a room containing no
conspicuous features, illuminated by a white light (30
lux) and surmounted by a video camera connected to a
video recorder and a monitor. Total duration and/or the
number of entries in the center were measured by an

automated system (Noldus, Ethovision, The Nederland).
Total ambulatory distance was also measured to ensure
the absence of any locomotor effect of treatments.

Elevated plus maze (EPM)

The apparatus (Imetronic, Pessac, France) consisted of a
plus-shaped track with 2 closed and 2 open arms
(30 x 10 x 20 cm) that extended from a central platform
(10 x 10 cm). The apparatus was elevated 50 cm above
the floor and illuminated by a white light (25 lux). Each
trial began when the mouse was placed in the central
zone and lasted 5 min. For each mouse, time spent in
the open arms and number of entries in these
compartments were calculated.

Novelty suppress feeding test (NSF)

This test was performed in a white plastic box
(30 x 60 cm). Mice were food deprived for 24 h before
testing and then placed in the corner of the box with a
regular food pellet on a white square filter paper at the
center of the arena under an intense light (~60 W)
placed about 60-80 cm above the food pellet. Latency
to begin eating was scored with a cut-off time of 10 min.
Upon return to the home cage, the total amount of food
intake was measured for a 5-min period to ensure the
absence of differences in hunger/motivation.

Splash test (ST)

The ST was performed for a 5-minute period as
previously described (David et al., 2009). After squirting
200 pL of a 10% sucrose solution on the mouse’s coat,
grooming duration was scored as an index of self-care.

Tail suspension test (TST)

During tail suspension test, mice were both acoustically
and visually isolated and suspended 50 cm above the
floor by adhesive tape placed approximately 1 cm from
the tip of the tail. Mice were considered immobile only
when they hung passively and completely motionless.
Immobility time was recorded during a 6-min period
(Steru et al., 1985).

Forced swim test (FST)

The forced swim test procedure was modified to enhance
the sensitivity to detect the putative antidepressant-like
activity of drugs (Porsolt et al., 1977). Briefly, mice were
placed for 6 min into clear plastic buckets, 20 cm in diam-
eter and 23 cm deep, filled up to two-thirds with water at
~24 °C. The dependent variable was the time of immobil-
ity calculated for the last 4 min.

Sucrose preference test (SPT)

Mice were placed and habituated into individual cages for
one week with free access to two water bottles. Water
consumption was measured to control for place
preference. Then in order to measure baseline sucrose
preference, one water bottle was removed and replaced
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by sucrose (1%). Sucrose and water bottles were
weighted before and after experiment. Twenty-four
hours later, we compared water and sucrose
consumption. Results were expressed in percentage of
sucrose consumption [(Sucrose consumption/Total
consumption) X 100]. This test was realized at the end
of the protocol since treatments cessation was required.

Study of noradrenergic and serotonergic systems

Intracerebral in vivo microdialysis. Anesthetized mice
(chloral hydrate, 400 mg/kg; s.c) were stereotaxically
implanted with concentric microdialysis probes (effective
membrane length 3.0 mm) in the ventral hippocampus
(vHPC) in order to quantify serotonin (5-HT) and
norepinephrine  (NE). Coordinates from bregma,
according to the mouse brain atlas (Paxinos and
Franklin, 1997), were as follows (in millimeters): AP:
—2.7; L: £3; and V: —3.5. The next day, probes were
connected to a microinjection pump, allowing a continu-
ous perfusion of artificial cerebrospinal fluid (aCSF;
147 mM NaCl, 2.7 mM KCI, 1 mM MgCl,, 1,2 mM CacCl,,
adjusted to pH 7.4 with 2 mM sodium phosphate buffer) at
a flow rate of 1.5 uL per minute. In order to measure
specifically 5-HT release, citalopram (1 uM) was added
within the aCSF solution. Dialysate samples were col-
lected every 15 min for 120 min and then samples were
analyzed on a high-performance liquid chromatography
(HPLC) system coupled with electrochemical detection
(Dionex Ultimate 3000; Thermofisher, Courtaboeuf,
France).

In vivo electrophysiological recordings of 5-HT neu-
rons in the dorsal raphe. Mice were anaesthetized with
chloral hydrate (400 mg/kg i.p.) and placed into a
stereotaxic frame. The extracellular recordings of 5-HT
neurons in the dorsal raphe (DR) were performed using
single-barreled glass micropipettes (Stoelting, USA).
Their impedance typically ranged between 5 and 8 MQ.
The central barrel used for extracellular unitary
recording was filled with 2M NaCl solution. Glass
micropipette was positioned using the following
coordinates (in mm from lambda): AP: +1.0 to 1.2; L:
0-0.1; V: 5-7. The presumed 5-HT neurons were then
identified using the following criteria: a slow (0.5-2.5 Hz)
and regular firing rate and long-duration (2—5 ms) bi- or
triphasic extracellular waveform (Aghajanian and
Vandermaelen, 1982).

Quantification of immature neurons

Slices preparation. Mice were deeply anesthetized
with Pentobarbital and perfused trans-cardially with
saline phosphate buffer (PBS) for 2 min followed by 4%
paraformaldehyde in phosphate buffer 0.1 M (PB).
Brains were removed and post-fixed overnight in 4%
paraformaldehyde at 4 °C and cryoprotected in 30%
sucrose solution. Coronal sections (30-um thick) were
cut thanks to a microtome (Leica SM2010R) through the
entire rostro-caudal axis of the hippocampus. Sections

were stored in cryoprotectant at —20 °C until processed
for immunochemistry.

Doublecortin (DCX) immunochemistry. Free-floating
brain sections were washed several times with PBS
containing 0.25% Triton-X100 (PBST) before quenching
endogenous peroxidase with 3% H,O, and 10%
methanol in PBST. Sections were then incubated in a
solution containing 10 mM Sodium Citrate pH 6
+ 0.05% Tween 20 for 10 min at 100 °C for antigen
retrieval. Sections were then blocked in 5% normal goat
serum (NGS) for 2h. They were then incubated
overnight at room temperature in polyclonal Rabbit anti-
doublecortin antibody (DCX; 1/500; Synaptic Systems)
in PBST containing 5% NGS. The next day, sections
were rinsed in PBST and incubated for 120 min at room
temperature in Alexa Fluor 488 Goat anti-Rabbit
antibody in PBST (1/1000; Invitrogen). Sections were
mounted onto slides, coverslipped using Mowiol
containing Hoechst (1/10,000), and stored at 4 °C.
Examination of positively labeled cells was confined to
the DG. Quantifications of DCX-immunoreactive (DCX
+) cells were conducted on 1-in-12 series of labeled
sections spaced by 360 um spanning the rostrocaudal
extent of the DG bilaterally. All immunostained sections
were analyzed using a DM6000B fluorescence
microscope (Leica, Germany) equipped with a
motorized X-Y sensitive stage and a video camera
connected to a computerized image analysis system
(ExploraNova, France). The counting of labeled cells
was conducted bilaterally using Mercator v.2 software
(ExploraNova) that allows the measure of the DG
corresponding surface. The reference volume was
determined as the sum of the traced areas multiplied by
the distance between sampled sections. Densities of
immunopositive cells were then calculated by dividing
the number of positive cells by the DG sectional volume.
The absolute numbers of DCX-positive cells in the DG are
expressed by multiplying the cell densities by the
reference volume as previously described (Verret et al.,
2007).

Statistical analysis

Box-plots show median + 25% (boxes) and the 5-95%
percentile (whiskers). A one-way analysis of variance
(ANOVA) for treatment factor was applied to compare
effect of treatments. When a main effect was significant,
comparisons were analyzed using a Tukey post-hoc test
(Fig. 1, Fig. S1, Fig. 4, Fig. 6, Fig. 7 and Table 1). For
the analysis of treatments effects on behavioral
performances in the NSF and FST in presence (or not)
of methimazole, a two-way ANOVA with time and
treatment factors was used (Fig. S2, Fig. 3). When a
main effect of pre-treatment, treatment or interaction
pre-treatment x treatment was significant, comparisons
were analyzed using a Tukey post-hoc test. In the NSF
test, a Kaplan—Meier survival analysis was applied due
to the non-normal distribution of data. The Mantel-Cox
log-rank test was used to evaluate differences between
experimental groups. For the analysis of treatment
effects on 5-HT and NE extracellular levels (kinetics), a
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Fig. 1. D11399 induces antidepressant-like effects in non-stressed mice. Four groups of mice were (p = 0.21
used and administered with D11399 (0.125; 1.25 or 12.5 mg/kg/day) or its vehicle (D12250: VEH) in p :

suppressed feeding (NSF) and the
forced swimming test (FST) in
naive mice. In the OF and EPM,
one-way ANOVA did not reveal any
significant effect of treatment factor
(Fs28 = 0.7, p = 0.53 for the time
spent in the center zone of the
arena, F323 =14, p=0.24 and
Fs28 = 1.5, p=0.22 for the time
spent and number of entries
in the open arms; respectively)
(Fig. 1A-D). In a marked contrast,
a significant effect of treatment
factor was unveiled on the latency
to feed in the NSF (F;,8 = 2.9,
p = 0.04). In particular, D11399
administered at the dose of
1.25mg/kg/day LW significantly
reduced the latency to feed
(p = 0.04) compared to control
VEH mice while the Ilower
(0.125 mg/kg/day LW) and the
higher (12.5 mg/kg/day LW) doses
failed to do so (p=0.98 and
p = 0.97; respectively) (Fig. 1E). In
the FST, a significant effect of
treatment factor was also detected
on the immobility time (F; 25 = 4.3,
p = 0.012). Again, the dose of
1.25mg/kg/day LW of D11399
significantly reduced this parameter
(p = 0.02) but not the doses of
0.125 and 12.5mg/kg/day LW
and p = 0.99;

the drinking water for 1 week. The boxplots indicate the median and the 25th and 75th quartiles respectively) (Fig. 1F).

(boxes) and the 5th and 95th percentile (whiskers) of time spent in center zone of the open-field (OF)

Because the behavioral effects

and total distance travelled (A, B), time spent and number of entries in the open arms of the elevated of D11399 could depend on how it

plus maze (EPM) (C, D), latency to feed in the novelty suppressed feeding (NSF) (E) and immobility
time in the forced swim test (FST) (F). n = 8 mice per group. *p < 0.05: significantly different from the

VEH administered group.

two-way ANOVA with time and treatment factors was
used. When a main effect of time or interaction
time x treatment was significant, comparisons were
analyzed using a Tukey post-hoc test (Fig. 5). For SPT,
the percentage of sucrose preference was analyzed
using a one sample t-test (comparison to the 50%
chance value) to reveal sucrose preference (Fig. 4). Cell
counts were evaluated by Kruskal-Wallis test followed
by post hoc analysis to identify significant pairwise
differences. GraphPad Prism7 software was used for
these statistical analysis (significance level was set at
p < 0.05) and to prepare the graphs.

RESULTS

Behavioral tests in non-stressed CD1 mice given
D11399 in the drinking water

In an attempt to examine the putative anxiolytic- and
antidepressant-like activities of D11399, we first tested
its effects in various behavioral paradigms such as the
OF, the elevated plus maze (EPM), the novelty

is perceived in mice (i.e., rewarding
or aversive stimulus), we performed
a drinking preference test. Our
results indicate that in the early
days of treatment (D1-D3), mice displayed a slight
preference for D11399 with a statistically significant
effect after 3 days of exposure (p = 0.015). In a marked
contrast, no preference for D11399 was detected in the
following days (D4-D7), ruling out the possibility that a
rewarding effect of D11399 interfered with the mice
behavior evaluated at D7 (Fig. S1).

Behavioral tests in non-stressed CD1 mice given
D11399 by oral gavage

To determine whether the behavioral effects of D11399
recruit the olfactory system, we then conducted the
same battery of tests using a daily oral gastric gavage.
As observed after its continuous administration in the
drinking water, D11399 did not modify anxiety in the OF
(time spent in the center zone of the arena: tog = 0.14,
p = 0.88; Fig. 2A) and the EPM (time spent and
number of entries in open arms: tog = 0.38, p = 0.71
and fg = 2.01, p = 0.06 respectively; Fig. 2C, D).
Interestingly, this lack of effect was also observed in the
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Fig. 2. Attenuation of D11399-induced antidepressant-like effects
after oral gavage administration in non-stressed mice. Two groups of
mice were used and administered with D11399 (1.25 mg/kg/day) or
its vehicle (D12250: VEH) by gavage for 1 week. The boxplots
indicate the median and the 25th and 75th quartiles (boxes) and the
5th and 95th percentile (whiskers) of time spent in center zone of the
open-field (OF) and total distance travelled (A, B), time spent and
number of entries in the open arms of the elevated plus maze (EPM)
(C, D), latency to feed in the novelty suppressed feeding (NSF) (E)
and immobility time in the forced swim test (FST) (F) (n = 15 mice
per group).

NSF (latency to feed in the NSF: t,g = 0,24, p = 0.31;
Fig. 2E) and the FST (immobility time: fg = 1.81,
p = 0.07; Fig. 2F).

Behavioral tests in non-stressed CD1 mice given
D11399 while displaying loss of olfaction

In a new set of experiments, we sought to determine to
what extent olfaction contributed to the beneficial
behavioral effects of D11399 at the active dose of
1.25 mg/kg/day LW. To this end, we first validated the
ability of a single administration of methimazole, an
antithyroid drug, to induce long-lasting (i.e. 10 days) loss
of olfaction in naive mice as previously reported
(Blanco-Hernandez et al., 2012). Our results indicated
that CD1 mice displayed a significant reduction and
increase; respectively, of time spent and latency to sniff
a piece of paper soaked in female urine 2, 5 or 10 days
after the injection of methimazole (Fig. S2). We then

Fig. 3. Attenuation of D11399-induced antidepressant-like effects
after the inactivation of olfaction by methimazole in non-stressed
mice. Four groups of mice were used. Two groups were pre-treated
with a single administration of methimazole (100 mg/kg; i.p.) or its
vehicle (NaCl 0.9%). Both groups were then split to receive either
D11399 (1.25 mg/kg/day) or its vehicle (D12250: VEH) in the drinking
water for 1 week. The boxplots indicate the median and the 25th and
75th quartiles (boxes) and the 5th and 95th percentile (whiskers) of
latency to feed in the novelty suppressed feeding (NSF) (A). Results
are expressed as cumulative survival with percentage of animals that
have not eaten over 10-min (B). In the forced swimming test (FST),
data are mean = SEM of immobility time (C). n = 10 mice per group.
*p < 0.05: significantly different from the corresponding group of
mice administered with NaCl 0.9%.
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Behavioral tests in C57BL/6JRj
mice exposed to CORT

Based on the latter results, we then
evaluated the effects of D11399
(1.25 mg/kg/day LW) in a mouse
model of depression based on
chronic exposure to subcutaneous
CORT or its vehicle (VEH) for
10 weeks (Fig. 4A). In the OF,
one-way ANOVA revealed a
significant effect of treatment
factor on time and entries in the
center zone of the arena (F, 7 =
3.6, p = 0.03 and F2’27 = 42,

Fig. 5. D11399 does not modify CORT—induced increase in 5-HT release in the ventral hippocampus. p = 0.02; respectively) while no

Three groups of mice were used: one group received a subcutaneous implantation of vehicle pellets
(VEH) and two others, a subcutaneous administration of corticosterone pellets (CORT). The latter two

significant effect was unveiled

groups of CORT mice were concomitantly treated with D11399 (1.25 mg/kg/day) or its vehicle regarding total distance travelled
(D12250: VEH). The boxplots indicate the median and the 25th and 75th quartiles (boxes) and the 5th ~ (F227 = 2,3, p = 0.11). Post-hoc
and 95th percentile (whiskers) of basal extracellular 5-HT levels in the ventral hippocampus (VHPC)  gnalysis showed a significant

(pg/15 wl) over time (A) and averaged on the 0—120-min period (B) in the presence of escitalopram
(1 uM) perfused through the dialysis probes during the whole sample collection. *p < 0.05:

significantly different from VEH-VEH administered group.

pre-treated VEH- or D11399-administered mice with a
single administration of NaCl or methimazole and evalu-
ated their behavior one week after the initiation of the
treatments.

In the NSF, two-way ANOVA revealed a significant
effect of pre-treatment (F4 36 = 4,4; p = 0.04) but not of
treatment (Fy136 = 1,5; p = 0.22) or the interaction
between these main factors (Fi3 = 0.2; p = 0.62)
(Fig. 3A). Unfortunately, pairwise comparisons did not
allow us to unveil significant differences between
groups. We thus decided to analyze our data using the
survival curve. Doing so, in VEH-administered mice we
showed that methimazole failed to modify the latency to
feed (p > 0.05) but it significantly increased this
parameter in D11399-treated mice (p < 0.05) (Kaplan-
Meier survival analysis, Mantel-Cox long-rank test;
p = 0.007; Fig. 3B).

In the FST, two-way ANOVA revealed a significant
effect of pre-treatment (F1 36 = 4,2; p = 0.04) but not of
treatment (Fi36 = 1,8, p = 0.18) or the interaction
between these main factors (F;3s = 3.3; p = 0.07).
Interestingly, although methimazole had no effect in
VEH-administered mice compared to mice pre-treated
NaCl, it significantly reversed D11399-induced decrease
of immobility time (Fig. 3C).

<

decrease of time spent in center
of arena (p = 0.04) and in the
number of entries in the center
(p = 0.03) in CORT-VEH treated
mice compared to VEH-VEH
(Fig. 4B, C). Interestingly, the
decrease in time spent in the center of arena was no
longer evident in CORT-D11399 mice compared to
VEH-VEH mice (p = 0.91) (Fig. 4B). However, this
parameter was not significantly different between
CORT-VEH and CORT-D11399 mice (p = 0.11)
thereby suggesting a partial reversal of anxiety by
D11399 (Fig. 4B). In the EPM test, one-way ANOVA did
not show significant effects of treatment factor for the
time spent (Fo27 = 1.6, p = 0.22) and the number of
entries in open arms (F26 = 1.04, p = 0.36) (Fig. 4E,
F). In the NSF, one-way ANOVA revealed a significant
effect of treatment factor (F,26 = 3.5, p = 0.04).
Although an increase in the latency to feed was
observed in CORT-VEH compared to VEH-VEH, this
effect did not reach statistical significance (p = 0.09).
Interestingly this latency to feed did not differ between
VEH-VEH and CORT-D11399 mice (p = 0.96)
(Fig. 4G). Importantly, home cage consumption was not
different between groups (F226 = 1.2, p = 0.29) thereby
ruling out the possibility that changes observed in the
latency to feed were related to changes in hunger.

In the TST, one-way ANOVA indicated a significant
effect of treatment factor (F,.6 = 4.6, p = 0.01). This
was reflected by a significant increase in immobility time

Fig. 4. D11399 reverses CORT—induced anxiety and depressive-like phenotype. Three groups of mice were used: one group received a
subcutaneous implantation of vehicle pellets (VEH) and two others, a subcutaneous administration of corticosterone pellets (CORT). The latter two
groups of CORT mice were concomitantly treated with D11399 (1.25 mg/kg/day) or its vehicle (D12250: VEH). Experimental protocol (A). The
boxplots indicate the median and the 25th and 75th quartiles (boxes) and the 5th and 95th percentile (whiskers) of time spent and number of entries
in the center zone of the open-field (OF) (B, C) and total distance travelled (D), time spent and number of entries in the open arms of the elevated
plus maze (EPM) (E, F), latency to feed in the novelty suppressed feeding (NSF) (G), immobility time in the tail suspension test (TST), time of
grooming in the splash test (ST) (H) and percentage of preference in the sucrose preference test (SPT). n = 9—10 mice per group. *p < 0.05,
**p < 0.01 and ***p < 0.001: significantly different from the VEH administered group. “#p < 0.001: significantly different from the CORT-VEH
group, ®p < 0.05 and *¥p < 0.01: significantly different from the chance value (50%).
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Fig. 6. D11399 reverses CORT—induced decrease in dorsal raphe 5-
HT neuronal activity. Three groups of mice were used: one group
received a subcutaneous implantation of vehicle pellets (VEH) and
two others, a subcutaneous administration of corticosterone pellets
(CORT). The latter two groups of CORT mice were concomitantly
treated with D11399 (1.25 mg/kg/day) or its vehicle (D12250: VEH).
The boxplots indicate the median and the 25th and 75th quartiles
(boxes) and the 5th and 95th percentile (whiskers) of DR 5-HT firing
rate (Hz) (A). Typical traces from a mouse of each experimental
group are presented (B). n = 5 mice per group. *p < 0.05: signifi-
cantly different from VEH-VEH administered group.

in CORT-VEH compared to VEH-VEH mice (p = 0.01)
whereas this difference was abolished in CORT-
D11399 mice (p = 0.80) (Fig. 4H). Immobility time was
not significantly different between CORT-VEH and
CORT-D11399 mice (p = 0.07) emphasizing a partial

reversal of despair by D11399 (Fig. 4H). In the ST,
used for assessing self-care, a significant effect of
treatment was found (F, 2 = 18.4, p < 0.001). CORT—
VEH treated mice showed a significant decrease in time
of grooming in ST (p < 0.001) compared to VEH-VEH
mice which was not present in CORT-D11399 mice
(p = 0.22) (Fig. 41). Interestingly, a significant difference
on time of grooming was observed between CORT-
VEH and CORT-D11399 mice (p < 0.001). Finally, in
SPT, one-way ANOVA showed a significant effect of
treatment factor (F,2 = 6.1, p = 0.007). Sucrose
preference in CORT-VEH mice was significantly lower
than in VEH-VEH group (p = 0.005) but not in CORT-
D11399 (p = 0.23) compared to VEH-VEH. It is also
noteworthy that sucrose preference was not different
from the chance level in CORT-VEH treated mice
(p = 0.20) whereas a significant preference was
detected in both VEH-VEH (p < 0.001) and CORT-
D11399 (p = 0.002) (Fig. 4J).

Altogether, these behavioral data emphasize that
CORT caused an anxio-depressive-like phenotype
which is attenuated by D11399.

Study of the monoaminergic systems in C57BL/6JRj
mice exposed to CORT

Because an increase in noradrenergic and serotonergic
neurotransmissions has been associated  to
antidepressant-like response, we then determined to
what extent these monoaminergic systems were
affected in CORT mice treated with VEH or D11399.

Extracellular NE and 5-HT levels in the vHPC

Using in vivo intracerebral microdialysis, we next
measured the basal extracellular NE and 5-HT levels in
the vHPC of freely moving mice. One-way ANOVA
revealed a significant effect of treatment factor on basal
NE levels ([NE]ext) (Fz42 = 6.7; p = 0.01). In particular,
mice exposed to CORT-VEH (p = 0.04) or CORT-
D11399 (p = 0.04) displayed higher [NE]ext than VEH-
VEH mice. However, CORT-VEH and CORT-D11399
groups were not statistically different (p > 0.05; Table 1).

In a marked contrast, one-way ANOVA for [5-HT]ext,
did not unveil significant effect of treatment factor
(F225 = 1.8; p = 0.17; Table 1). However, given that 5-
HT outflow measured by microdialysis reflects a balance
between 5-HT uptake and release, we assumed that
any increase in 5-HT release at the nerve terminals
could have been counterbalanced by an active 5-HT
reuptake process. We thus evaluate VHPC extracellular
5-HT levels in the presence of the SERT inhibitor
escitalopram (1 uM) directly perfused through the
microdialysis probes (Fig. 5A, B). One-way ANOVA
indicated a significant effect of treatment factor
(F221 = 5.1; p = 0.016). Under this condition, CORT—
VEH and CORT-D11399 mice displayed higher levels
of [5-HT]ext compared to VEH-VEH mice (p = 0.04 and
0.02; respectively) but no differences were detected
between CORT-VEH and CORT-D11399 (p > 0.05;
Fig. 5B).
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Table 1. D11399 does not modify CORT—induced increase in basal
hippocampal extracellular norepinephrine and serotonin levels

Extracellular VEH-VEH CORT-VEH CORT-D11399
monoamine levels

(pg/15 pi)

NE 24 +£03 41+04" 3.8 £ 0.3*
5-HT 11+02 16+04 1.2 £ 0.1

Basal extracellular levels of NE and 5-HT in the hippocampus of VEH-VEH
(control), CORT-VEH and CORT-D11399 mice.
" p < 0.05: significantly different from VEH-VEH mice.

5-HT neuronal activity in the dorsal raphe nucleus
(DRN)

Because 5-HT tone in the vHPC is highly dependent on
DRN 5-HT neuronal activity, we then determined the
effect of CORT given either alone or in combination with
D11399 on the firing rate of this cell population. One-
way ANOVA revealed a significant effect of treatment
factor (Fz,85 = 3.1; p = 0.04). The firing rate of DRN 5-
HT was significantly lower in CORT-VEH mice
compared to VEH-VEH (p = 0.04) and this difference
was abolished in CORT-D11399 mice (p = 0.38)
(Fig. 6A, B). No statistical difference was detected
between CORT-VEH and CORT-D11399 mice
(p = 0.16; Fig. 6A).

Study of the neuronal maturation in the dentate gyrus
of the hippocampus in C57BL/6JRj mice exposed to
CORT

Finally, we investigated the influence of CORT + D11399
on neuronal maturation, used as an index of adult
hippocampal neurogenesis. Using Kruskal-Wallis test on
the number of doublecortin-positive (DCX+) cells, a
significant effect of treatment factor was unveiled in the
whole dentate gyrus (Hz 412 = 8.24, p = 0.007). CORT
alone or in combination with D11399 significantly
decreased the number of DCX+ cells compared to
VEH-VEH mice (p < 0.01 and p< 0.05 respectively;
Fig. 7A). When evaluating the percent of DCX+ cells in
the granular layer, Kruskal-Wallis test also revealed a
significant effect of treatment factor (H, 1, = 6.01,
p = 0.04). Interestingly, a significant reduction in the

<

Fig. 7. D11399 reverses CORT—induced decrease in hippocampal
neuronal maturation. Three groups of mice were used: one group
received a subcutaneous implantation of vehicle pellets (VEH) and
two others, a subcutaneous administration of corticosterone pellets
(CORT). The latter two groups of CORT mice were concomitantly
treated with D11399 (1.25 mg/kg/day) or its vehicle (D12250: VEH).
The boxplots indicate the median and the 25th and 75th quartiles
(boxes) and the 5th and 95th percentile (whiskers) of doublecortin
(DCX)-positive cell counts per treatment group in the whole dentate
gyrus (A), and of the percent of DCX-positive cells that have migrated
in the granular layer (B). Representative image of the dentate gyrus
showing DCX immunostaining in green. Scales (white lines) on each
photomicrograph represent 40 um (C). n = 4-6 mice per group.
*p < 0.05 and **p < 0.01: significantly different from VEH-VEH
administered group.
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percent of DCX + cells was detected in CORT-VEH
(p = 0.04) mice but not in CORT-D11399 (p > 0.05)
(Fig. 7B-C). No statistical difference was detected
between CORT-VEH and CORT-D11399 mice
(p = 0.054; Fig. 7B).

DISCUSSION

In the present study, we showed that the continuous
administration of D11399 in the drinking water produced
anxiolytic- and antidepressant-like activities in naive
non-depressed mice. In an attempt to demonstrate the
contribution of functional olfaction in such beneficial
effects, we tested D11399 after its administration by oral
gavage or in presence of methimazole, a drug which
has been reported to promote a long-term and
reversible inactivation of olfaction. Remarkably, both
procedures blocked the effects of D11399. Going one
step further, we also showed that D11399 attenuated
CORT-induced anxiety and depressive-like state.
Mechanistically, our experimental observations suggest
that the beneficial effects of D11399 could result from its
ability to reverse CORT—induced inhibition of DRN 5-HT
neuronal activity and adult-born neuron maturation at
the nerve terminals namely in the dentate gyrus of the
hippocampus.

The main active component of D11399 is Cifrus
sinensis extract with olfactory/gustatory properties.
Several studies have reported that acute or chronic
aerial exposure of Citrus sinensis elicits anxiolytic- and/
or antidepressant-like effects in naive non-depressed
rodents (Wolffenbuttel et al., 2018). Here, we observed
in naive mice that the continuous administration of
D11399 in the drinking water elicits anxiolytic-like effects
in the NSF and reduces the immobility time in the FST
as an index of decreased despair. These findings are
interesting since it is well accepted that currently available
antidepressant drugs such as the Selective Serotonin
Reuptake Inhibitors (SSRIs) decrease despair while pro-
ducing anxiogenic effects. Thus, one would expect that
D11399 offers a wider spectrum of beneficial effects than
antidepressant drugs. It is however important to mention
that anxiolytic responses were not detected in the OF
and EPM. Such differences could rely on the brain circuits
recruited in these paradigms. Indeed, although the OF,
EPM and NSF are ethological tests that investigate
approach-avoidance conflict, the NSF introduces an addi-
tional component of motivation, as the food-deprived ani-
mal’s drive to eat conflicts with its fear of novel open
spaces (Stedenfeld et al., 2011).

The beneficial effects of D11399, lead us to envision
that this compound could interfere with the olfactory
system. Indeed, although it could seem counterintuitive
that the olfactory epithelium is activated following oral
administration, a recent study reported than mouse was
able to detect and discriminate retronasal odors
(Rebello et al., 2015). Such a mechanism may in turn
influence stress responses and emotional state. In agree-
ment with this hypothesis, it has been shown that surgical
removal of the olfactory bulbs in rats or mice leads to a

number of changes usually associated with depression
(Hendriksen and Groenink, 2015). In particular, bulbec-
tomy is associated with impaired adult hippocampal neu-
rogenesis (Morales-medina et al., 2017),
neurodegeneration in the lateral habenula (Oral et al.,
2013) as well as modifications of monoamonergic neu-
ronal activities (Masini et al., 2004; Van der Stelt et al.,
2005). Although the underlying mechanisms are poorly
documented, it has been proposed that such deficits
result from a loss of connectivity between the olfactory
bulbs and the limbic system (Song and Leonard, 2005).
In an attempt to determine to what extent olfaction played
a role in the beneficial behavioral effects of D11399, we
conducted a new set of experiments using the oral gav-
age administration. Our results show that D11399 was
no longer effective in the NSF and FST. Although these
results strongly suggest a role of olfaction in D11399
activity, we cannot rule out the possibility that the olfactory
epithelium was activated using this route of administra-
tion. In light of this possibility, we thus implemented
another strategy aimed at testing D11399 in presence of
methimazole, an antithyroid drug known to cause damage
of the olfactory epithelium (Bergstrom et al., 2003). As
expected, we found that methimazole induced long-
lasting inhibition of olfaction. At the behavioral level, we
provided evidence that methimazole by itself did not influ-
ence the spontaneous behavioral responses in the NSF
and FST. Strikingly, we observed that methimazole pre-
vented the anxiolytic- and antidepressant-like activities
of D11399 in both paradigms. The latter experiments
emphasize the necessity of the olfactory system in the
behavioral activity of D11399 but it did not demonstrate
its sufficiency. They also reinforce the idea of additional
systemic effects following D11399 oral administration.
Although the mechanisms of action have yet to be deter-
mined, several hypotheses can be advanced. D11399
contains p-limonene which is an aliphatic hydrocarbon
classified as a cyclic monoterpene. This is also one major
component in the citrus essential oils (Dosoky and Setzer,
2018) and we can assume that the beneficial effects of
D11399 could result, at least in part, from the activation
of its preferential olfactory receptors namely OIfr56 and
OIfr124 (Koyama and Heinbockel, 2020). D-limonene
could also act through non-olfactory receptors expressed
in the olfactory epithelium such as transient receptor
potential channels (TRP) (Lin et al., 2007) that are
expressed in olfactory sensory neurons. These neurons
synapse with mitral cells in the olfactory bulbs projecting
to multiple areas of the limbic system (e.g., amygdala
and hippocampus) (Carnavan et al., 2011; Mainland
et al., 2014) and their activation could be a putative mech-
anism by which D11399 could exerts its beneficial effects
on emotional state. Interestingly, OIfr56 and Olfr124 are
also found in the mouse gut (Koyama and Heinbockel,
2020) and evidence suggests that their activation could
affect the intestinal microflora of mice, more specifically
by enhancing the relative abundance of Lactobacillus
(Wang et al., 2019). Given the role of microbiota in the
regulation of emotional state, D11399 could also interact
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in the gut with these micro-organisms to contribute to its
anxiolytic and antidepressant-like effects.

To confirm the therapeutic preventive effects of
D11399, we decided to extend our results in relevant
animal models of depression based on the
subcutaneous administration of CORT pellets ensuring
a chronic all-day constant delivery of this stress
hormone and a dose-controlled administration through
drinking water. In agreement with previous data
(Demuyser et al., 2016), CORT pellets caused various
endophenotypes of depression such as despair in the
TST, decreased self-care in the ST and anhedonia in
the SPT. We also noticed a significant decrease in the
time spent and number of entries in the center of the
OF compared to control animals. Our results indicate that
D11399 (1.25 mg/kg/day LW dose; p.o.) reversed a part
of these behavioral anomalies, strengthening its
antidepressant-like profile in pathological conditions. This
is consistent with previous findings reporting that Citrus
sinensis exerts beneficial effects in other animal models
of depression such as the chronic unpredictable mild
stress (UCMS) after sniffing (Zhang et al., 2019). Remark-
ably, the beneficial effects of D11399 detected in CORT
mice, extended beyond those detected in naive non-
stressed mice. For example, we showed that D11399
exerted anxiolytic effects in the OF while it failed to do
so in naive non-depressed mice. The latter findings are
consistent with the fact that psychotropic drugs mainly
act on psychopathological conditions.

Mechanistically, it is well known that 5-
hydroxytryptamine (5-HT) but also Norepinephrine (NE)
are the primary contributors to MD and that most
antidepressant drugs act by enhancing monoaminergic
tone in various brain areas such as the hippocampus.
As mentioned earlier, the latter brain region is
anatomically and functionally connected to the olfactory
bulbs or the gut, both being directly or indirectly
sensitive to odors. Thus, we raised the possibility that
the anxiolytic/antidepressant-like effects of D11399
result from the activation of 5-HT/NE systems. Our
results indicated that CORT significantly increased basal
extracellular norepinephrine levels in the hippocampus.
This effect of CORT is well described and contributes to
activate  the  hypothalamic—pituitary—adrenal  axis,
thereby eliciting stress responses and anxiety (ltoi and
Sugimoto, 2010). However, we noticed that D11399 did
not reverse CORT-induced increase in hippocampal
[NE]ext. Owing to the functional interactions between
monoaminergic neurons (Guiard et al., 2009), we then
explored the influence of CORT on the serotonergic sys-
tem. We did not observe any increase in basal hippocam-
pal extracellular 5-HT levels ([5-HT]ext) in CORT mice.
Because 5-HT outflow measured by microdialysis reflects
a balance between 5-HT uptake and release, we
assumed that any increase in 5-HT release at the nerve
terminals may be counterbalanced by an active 5-HT
reuptake process. If this assumption is correct, stimulat-
ing effects on basal extracellular 5-HT levels would be
revealed in the presence of a SERT inhibitor. To address

this possibility, we perfused the SSRI escitalopram
through the dialysis probe. Under these conditions, we
showed that CORT-VEH mice display higher hippocam-
pal [5-HT]ext than controls suggesting that CORT favored
the release of 5-HT. The latter finding concurs with the
fact that stress and activation of glucocorticoid receptors
(GRs) increase the expression/activity of the tryptophan
hydroxylase 2 (TPH2), the rate-limiting enzyme in the
synthesis of neuronal 5-HT (Donner et al., 2018). Despite
these experimental precautions, we did not observe any
effect of D11399 on CORT—induced increase in hip-
pocampal 5-HT release. We then studied the firing rate
of 5-HT neurons in response to CORT given either alone
or in combination with D11399. We showed that CORT
decreased the firing of DR 5-HT neurons whereas
D11399 reversed this response. To reconcile the neuro-
chemical and electrophysiological data, it is plausible that
CORT stimulated the release of 5-HT in the DR as
observed in the hippocampus and that the excess of this
monoamine around 5-HT cell bodies activated inhibitory
somatodendritic 5-HT1A autoreceptor, which in turn,
could have contributed to reduce DR 5-HT neuronal activ-
ity. On these grounds, D11399 would act by preventing
the overactivation of 5-HT1A autoreceptor. Interestingly,
several studies reported that administration of Citrus
extracts increase hippocampal 5-HT and NE (Komori
et al., 1995; Komiya et al., 2006) while decreasing serum
levels of CORT (Yi et al., 2008). Given that these studies
were conducted in naive non-depressed animals, one
would expect that the chronic exposure to CORT signifi-
cantly impacts brain circuits to minimize the action of
D11399 on the monoaminergic systems. Finally, the nat-
ure of the active compounds, the route of administration
as well as the exposure duration represent a combination
of multiple factors that might explain the discrepancies
between these studies and our findings.

To further investigate the mechanism of action of
D11399, we finally focused our attention on adult-born
immature neurons in the hippocampus used as an index
of adult hippocampal neurogenesis. It is now well
accepted that the enhancement of hippocampal
neurogenesis is important in the mechanism of action of
antidepressant drugs (Santarelli et al., 2003). We showed
that CORT mice displayed a decrease in the nhumber of
DCX-positive cells in the dentate gyrus of the hippocam-
pus whereas D11399 did not prevent this decrease. How-
ever, during their maturation, adult-born neurons migrate
from the sub-granular zone to the granular cell layer of the
DG. A more detailed analysis revealed that CORT
decreased the percentage of DCX+ cells in the granular
layer of the DG, suggesting a maturation defect. Interest-
ingly, D11399 prevented this effect. This positive action
concurs with our electrophysiological data of 5-HT neu-
rons but not with the microdialysis experiments. In light
of the latter data, it would be interesting to measure extra-
cellular 5-HT levels specifically in the DG instead of the
CA1 subregion of the hippocampus as described herein.
Nevertheless, our observations concur with previous data
showing that chronic inhalation of Citrus sinensis restored
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UCMS-induced downregulation of brain-derived neu-
rotrophic factor (BDNF) and its receptor TrkB expression
in the hippocampus (Zhang et al., 2019). An indirect
mechanism could explain this effect since granule cells
in the DG receive, through the perforant path, massive
afferents from the lateral olfactory tract (Sosulski et al.,
2011; Strauch and Manahan-Vaughan, 2020). The DG
appears to be sensitive to olfactory stimulation and one
would expect that functional modification of this pathway
might represent a substrate for the antidepressant-like
properties of D11399.

Altogether our results highlight an anxiolytic/
antidepressant-like activity of the sensory functional
food ingredient D11399 (1.25 mg/kg/day LW dose; p.o.)
in adult male mice and this could result from the
activation of a brain circuit arising from the olfactory
system and dynamically influence the activity of
serotonergic neurons in the dorsal raphe. Although
multiple source of evidence indicate that 5-HT neurons
send dense innervation in the olfactory system to
regulate olfaction (Steinfield et al., 2015), the present
study raises the possibility that the reciprocal functional
interactions may also occur to regulate emotional state.
Deciphering such a circuit might pave the way to identify
new therapeutic targets to relieve depressive symptoms.
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DISCUSSION ET PERSPECTIVES

Vue d'ensemble

Dans l'introduction de ce manuscrit, nous proposons une revue bibliographique présentant
les mécanismes d’actions des antidépresseurs actuellement disponibles sur le marché ainsi
que leurs limites thérapeutiques. En effet, en dépit du fait que les antidépresseurs
augmentent les concentrations extracellulaires des monoamines de maniere quasi
immédiate, un certain délai est nécessaire avant que les premiers signes thérapeutiques se
manifestent chez le patient. Ce délai est préoccupant et problématique car on sait qu’il existe
une augmentation du risque de suicide des patients dépressifs pendant les premiéres
semaines de traitement (Reeves and Ladner, 2010). Plusieurs études se sont intéressées a ce
long délai d’action, notamment en cherchant a déterminer les mécanismes neurobiologiques
mis en jeu. Grace aux travaux princeps de I'équipe de Ron Duman a l'université de Yale,
I’"hypothése selon laquelle I'efficacité antidépressive a long terme des antidépresseurs serait
due a une stimulation de la neuroplasticité, a été proposée. On sait aujourd’hui que
I"'administration prolongée chez I'animal d’un inhibiteur de la recapture de la sérotonine (ISRS
ou IRN) ou Iélectroconvulsivo-thérapie augmentent la prolifération et/ou la survie des
neurones nouvellement générés dans le gyrus denté de I'hippocampe (Duman et al., 2001). A
I'inverse, I'inhibition de cette réponse neurogénique bloque les réponses comportementales
associées aux ISRS/IRN, suggérant que l'augmentation de la neurogenése hippocampique
serait nécessaire a I'action antidépressive (Santarelli et al., 2003). L’hypothése d’une relation
étroite entre dépression, traitement antidépresseur et neurogenese hippocampique est
renforcée par d’autres expériences montrant par exemple que la production de nouveaux
neurones, réduite par des injections de glucocorticoides (taux équivalents a un stress
chronique), est normalisée apres une série d’électrochocs (Hellsten et al., 2002). Depuis, il est
admis que le délai d’action des antidépresseurs coincide avec le temps nécessaire a
I"hippocampe pour produire de nouveaux neurones capables de s’intégrer dans les réseaux
préexistants (Malberg et al.,, 2021). Cela semble aussi suggérer que [|'établissement de
nouvelles synapses est essentiel dans la régulation de I'humeur et laisse penser que la qualité
de la réponse antidépressive dépendrait de la capacité des antidépresseurs a renforcer les

synapses de |'hippocampe. A cet effet, il a été montré dans une étude récente qu’'une
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stimulation trés bréve de la voie perforante du gyrus denté de |'hippocampe réduit les
comportements de type dépressif de maniére plus rapide que les antidépresseurs classiques
(Kanzari et al., 2018). La “voie perforante” formée des axones du cortex entorhinal, assure
I'entrée de l'information dans I'hippocampe et forme la premiére connexion du circuit
hippocampique avec les neurones du gyrus denté. L"hippocampe est une région capitale pour
la mémoire et les émotions dans le cerveau des mammiferes. Il apparait donc que l'induction
d'une potentialisation a long terme (LTP) soit suffisante pour induire des effets
antidépresseurs rapides, méme si cet effet est perdu aprés une semaine (Kanzari et al., 2018).
Il est intéressant de noter que les effets bénéfiques de cette LTP sont indépendants d’une
stimulation de la neurogenése hippocampique. Ces résultats sont remarquables dans la
mesure ou ils suggerent qu’il est possible de “court-circuiter” la neurogenese hippocampique
adulte, et que le simple fait de favoriser la plasticité synaptique entre la voie perforante et
I"hippocampe suffit pour déclencher la manifestation d’effets antidépresseurs. Ces résultats
offrent donc de nouvelles perspectives thérapeutiques, basées sur notre compréhension des
mécanismes de régulation de la LTP, afin de développer des traitements antidépresseurs a
action rapide. En particulier, il a été montré que la LTP dépend, du moins en partie, de
Iactivité des interneurones GABAergiques a parvalbumine (PV) de I'hippocampe (Ji et al.,
2020). Ces interneurones limitent le processus de LTP et de ce fait, leur activation
s’opposerait a la réponse antidépressive. En accord avec cette nouvelle hypothése, il a été
montré, au contraire, que les effets antidépresseurs rapides de la kétamine sont liés a son
action inhibitrice sur ces interneurones GABAergiques PV* (Zhou et al., 2015). On sait
aujourd’hui que l'activité de ces interneurones dépend d’une matrice extracellulaire qu’ils
expriment autour de leurs corps cellulaires. La présence de cette matrice appelée
« perineuronal nets » (PNN) renforce lactivité de ces interneurones, tandis que sa
dégradation la réduit (Balmer, 2016). Ainsi, la régulation de cette matrice extracellulaire
pourrait jouer un réle majeur dans les processus de LTP et donc représente potentiellement
un mécanisme de neuroplasticité essentiel pour la régulation rapide de I'lhumeur. A ce jour, le
lien entre le réseau PV/PNN et la réponse aux traitements antidépresseurs reste trés peu
étudié.

A travers mes travaux de thése, nous avons apporté des éléments concernant le réle de la

plasticité cérébrale dans le développement de I'état pseudo-dépressif chez I'animal, et
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concernant la réponse aux traitements antidépresseurs, en s’appuyant sur 3 questions

fondamentales qui sont discutées dans cette derniere partie du manuscrit.

1) Quels sont les processus hippocampiques altérés dans le modele de souris déprimées par
I’exposition chronique a la corticostérone ?

Le modele murin d‘exposition prolongée a la corticostérone (CORT) est largement répandu
pour I'étude de la pathologie dépressive. Au niveau de la symptomatologie, I'exposition
chronique de souris a la CORT entraine une augmentation de 'anxiété et de la résignation
(David et al., 2009) mais aussi un comportement anhédonique (Bacq et al., 2012). De maniere
intéressante, les perturbations comportementales observées dans ce modele s’étendent a
d’autres traits caractéristiques de la maladie, tels que des troubles du sommeil (Le Dantec et
al.,, 2014), de la mémoire (Darcet et al., 2014) ou de la sensibilité douloureuse (Hache et al,,
2012). Mes résultats sont en accord avec ces données et montrent que I'exposition prolongée
a la CORT dans I'eau de boisson, ou a l'aide de pellets implantés sous la peau, permet
I’établissement d’un phénotype pseudo-dépressif chez la souris. Par ailleurs, I'exposition a la
CORT induit des troubles de la mémoire (Article 1 & 2) que nous avons notamment observés
dans les tests de reconnaissance sociale et de localisation d’objet, une tache de dépendante

de la neurogenése hippocampique adulte (Goodman et al., 2010).

e Réseau PV/NN
Un résultat important obtenu au cours de mon travail de these concerne le fait que
I’'exposition des souris a la CORT augmente le nombre d’interneurones PV entourés de PNN
dans I'aire CA1 de I'hippocampe dorsal (Article 1). D’ailleurs, une corrélation positive entre le
pourcentage de neurones GABAergiques entourés des PNN et les perturbations
comportementales (émotionnelles et cognitives) est mise en évidence. Il apparalt ainsi que
plus I'état dépressif ou les perturbations cognitives sont importants, plus la proportion de

cellules PV* entourées de PNN dans I'hippocampe est élevée (Figure 23).
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Figure 23. Corrélation entre les z-scores émotionnel (A) et cognitif (B) et le pourcentage d'interneurones PV co-
exprimant la WFA, et donc entourés de PNN (PV*/PNN*) dans la région CA1 de I'hippocampe dorsal. Ces
correlations ont été réalisées a partir des données obtenues dans les expériences avec la doxycycline (voir Partie
1). La doxycycline inhibe les métalloprotéases et assure la stabilisation des PNN autour des interneurones PV+.
Le calcul des z-scores a été réalisé en fonction du groupe témoin non exposé a la CORT (VEH, groupe non
présenté dans la partie 1). Sur le graphique, chaque point correspond a un animal. Les valeurs de corrélation de
Pearson entre les deux paramétres (R?) et la statistique associée sont encadrées.

Nos résultats sont en accord avec les rares données de la littérature montrant une altération
du systeme PV/PNN dans des modeles murins de dépression et confirment des résultats
récents montrant que l'exposition a la CORT augmente la proportion d’interneurones
entourés des PNN (Alaiyed et al.,, 2020a). En revanche, nous ne reproduisons pas certains
résultats de I'étude d’Alaiyed qui suggerent que l'exposition a la CORT induit une
augmentation de 'intensité du marquage WFA, ce qui traduirait une densification du maillage
PNN autour des interneurones. Cependant, ces auteurs ont étudié l'intensité globale du
marquage PNN, alors que nous nous sommes concentrés sur les cellules PV*/PNN*. Il est
intéressant de noter que l'augmentation du nombre d’interneurones PV*/PNN* n’est pas
spécifique au modele animal utilisé, puisqu’elle est également retrouvée dans le modéle de
défaite sociale (Riga et al., 2017; Koskinen et al., 2020), ce qui renforce l'intérét de nos
données. Dans |'étude de Riga et de ses collaborateurs, certains constituants des PNN
augmentent dans le modele de défaite sociale. La pertinence de ces résultats vis-a-vis de la
pathologie est solide, puisque des données similaires sont obtenues chez I'humain,
notamment chez des sujets suicidés, victimes d’abus pendant leur enfance (Tanti et al., 2021).
Dans le futur, il serait pertinent de confirmer le lien entre le phénotype anxio-dépressif et les
altérations du réseau PV*/PNN* au-dela de I'aire CA1 dorsale. Nos résultats préliminaires
montrent également une augmentation du pourcentage d’interneurones PV*/PNN* dans les
aires CA2 et CA3 de I'hippocampe dorsal chez les souris exposées a la CORT (données non

présentées). Si ces données se confirment, elles pourraient permettre d’expliquer les déficits
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observés dans le test de reconnaissance sociale, pour lequel, les PNN de la région CA2
semblent fortement impliqués avec une contribution importante dans d’autres pathologies,
telle que la maladie d’Alzheimer (Rey et al., 2022).

Une autre piste pour le futur sera de vérifier si les corrélations entre les performances
comportementales et la population de cellules PV*/PNN* dans I'hippocampe dorsal sont
également observées dans la partie ventrale, qui est intimement liée a la régulation des
émotions. Des effets similaires a ceux observés dans I"hippocampe dorsal sont attendus, bien
que les modifications du réseau PV*/PNN* dans I"hippocampe dorsal pourraient se répercuter
sur la partie ventrale, en raison de la capacité des interneurones a établir des connexions avec

des milliers de neurones pyramidaux (Cobb et al., 1997; Chamberland and Topolnik, 2012).

e Matrice extracellulaire

On a vu précédemment que la matrice extracellulaire est composée d'un squelette de
polyméres d’acide hyaluronique, sur lequel sont attachés des protéoglycanes a base de
chondroitine sulfate (CSPG). Les principaux composants des protéoglycanes sont le lectican,
I'aggrécan, le versican, le neurocan et le brevican. Une étude utilisant des souris brevican”-
(modele génétique de perturbation des PNN), a montré que I'absence de ce brevican diminue
la mémoire de travail en lien avec la diminution de la fréquence des potentiels post-
synaptiques excitateurs sur les neurones GABAergiques PV+ (Favuzzi et al., 2017). Ainsi, la
désorganisation des PNN influencerait négativement la mémoire, alors que dans nos
expériences, nous observons au contraire, qu'une augmentation des PNN est corrélée a des
perturbations cognitives et émotionnelles.

Pour aller plus loin dans la compréhension des liens existants entre les états émotionnels et le
réseau de PNN entourant les interneurones PV* de I’hippocampe, nous avons manipulé les
PNN en agissant sur une métalloprotéase (MMP), une enzyme responsable de leur
dégradation. Nos données montrent que I'exposition a la CORT tend a diminuer I'expression
de la MMP9 hippocampique. Si cette tendance était confirmée, cela renforcerait notre
hypothese selon laquelle I'augmentation des PNN autour des interneurones GABAergiques de
I"hippocampe est délétére pour les états émotionnels. Il faudra également examiner I'activité
protéolytique de cette MMP afin d’étudier son réle fonctionnel. Cependant, nos résultats
sont en contradiction avec une autre étude observant qu’un stress chronique de contrainte

augmente |'activité protéolytique de la MMP-9 dans CA1, mais pas dans CA3 (van der Kooij et

236



al., 2014). Cette étude montre aussi que l'altération des interactions sociales induites dans ce
modeéle sont corrigées par la perfusion intra-hippocampique d'un inhibiteur des MMP (van
der Kooij et al., 2014).

Dans nos travaux, nous avons utilisé la doxycycline comme inhibiteur des métalloprotéases
(Bach et al., 2019) afin d’étudier I'effet de la stabilisation du réseau PV/PNN sur |'état
émotionnel et cognitif des souris. Comme attendu, I'administration orale de doxycycline
augmente la proportion d’interneurones PV* entourés de PNN chez les souris exposées a la
CORT et empéche les effets antidépresseurs et pro-cognitifs de la venlafaxine et de
I’environnement enrichi combinés. Toutefois, ce résultat doit étre interprété avec précaution
pour deux raisons : (i) la doxycycline administrée via I'alimentation ne cible pas uniquement
I"hippocampe, de plus, (i) ses effets peuvent étre liés a son activité antibiotique qui est
indépendante de son action sur les MMP. Plusieurs études chez I'animal montrent que les
antibiotiques exercent, au contraire, des effets anxiolytiques et/ou antidépresseurs
(Desbonnet et al., 2015; Leclercq et al., 2017). Chez I'humain, un traitement a la doxycycline
influence la mémoire a valence émotionnelle. Par exemple, une étude montre que le blocage
de l'activité de la MMP-9 par la doxycycline, 3,5 heures avant la procédure de
conditionnement a la peur, réduit la réponse de peur mesurée une semaine aprés le test
(Bach et al., 2019). Dans cette étude, la doxycycline semble avoir un effet anxiolytique alors
gu’une série d’études de cas (« case report ») décrit trois jeunes individus (sans antécédents
de troubles mentaux) traités avec la doxycycline pour des affections cutanées et qui
développent des idées suicidaires (Atigari et al., 2013). Afin de mieux controler la spécificité
des cibles, il est nécessaire d’utiliser une approche avec des bloqueurs pharmacologiques plus
sélectifs permettant l'inhibition des MMP, directement dans I"hippocampe. Ceci permettrait
d’évaluer si l'inhibition spécifique des MMP engendre un phénotype pseudo-dépressif ou
permet de reproduire le blocage des effets bénéfiques obtenu avec notre stratégie

thérapeutique.

e Influence sur la balance Excitation/Inhibition
Les PNN étant impliqués dans la stabilisation des synapses excitatrices glutamatergiques sur
les interneurones GABAergiques, nous avons également étudié la balance
Excitation/Inhibition (E/I) dans le modele de souris exposées a la CORT. En microdialyse

intracérébrale, nous avons dosé les concentrations extracellulaires de Glutamate et de GABA
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dans I'hippocampe de ces souris. Le ratio Glutamate/GABA diminue dans le modeéle de
dépression, comme l'indique la figure 24, ce qui semble lié¢ a une augmentation des

concentrations extracellulaires de GABA, plutot qu’a une diminution du glutamate.
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Figure 24. Concentrations extracellulaires de Glutamate (A) et de GABA (B) dans I'hippocampe de souris
contréles (VEH, n=5) et exposées a la corticostérone pendant 10 semaines (CORT, n=4). Des dialysats ont été
recueillis pendant 1h30, toutes les 15 minutes afin de doser les deux neurotransmetteurs. Chaque point
représente les valeurs obtenues a partir de chaque dialysat. (C) La balance Excitation/Inhibition (E/I) caractérisée
par le ratio des concentrations extracellulaires de Glutamate et de GABA. L'analyse statistique révéle une
différence significative uniquement pour la balance E/I (t35=2,532, p=0.016). ‘p < 0.05: significativement
différent du groupe VEH.

Ces résultats sont intéressants puisqu’ils s’accordent avec le fait que I'augmentation des PNN
hippocampiques chez les souris modeles de dépression renforcerait les synapses excitatrices
sur les interneurones GABAergiques, conduisant ainsi a un excés de libération locale de GABA.
A notre connaissance, notre étude compte parmi les premieres a aborder la question de la
modulation de la balance E/I a 'aide d’une approche neurochimique par microdialyse. Une
étude récente montre qu’une exposition au lipopolysaccharide (LPS), une endotoxine
bactérienne responsable d’un phénotype pseudo-dépressif et des troubles cognitifs chez la
souris, est associée a une augmentation de la transmission GABAergique et a une diminution
de la potentialisation a long terme (LTP) dans I'hippocampe (Ji et al., 2020). De plus, la
stimulation de la transmission GABAergique dans CA1 induit un phénotype pseudo-dépressif
chez I'animal (Yoon et al., 2020). A la lumiére de ces données, et pour confirmer nos résultats
de microdialyse, il serait intéressant d’utiliser une approche de patch-clamp sur cellules
entiéres pour mesurer les courants postsynaptiques inhibiteurs miniatures (miPSCs) sur les

neurones pyramidaux de CA1l. Ceci permettrait d’évaluer la transmission synaptique
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inhibitrice GABAergique dans le modele murin d’exposition chronique a la CORT. Nous nous
attendons a observer une augmentation de ces miPSCs qui pourraient avoir des répercussions
négatives sur la LTP, par exemple.

L'ensemble de ces données fait également écho a des travaux antérieurs montrant au
contraire, que diminuer la transmission inhibitrice améliorerait I'état émotionnel. Par
exemple, des doses sub-convulsivantes de bicuculline (un antagoniste des récepteurs GABAa)
réduisent significativement le comportement dépressif chez la souris (Betin et al., 1982). De
plus, les modulateurs allostériques négatifs du récepteur GABAa posseédent des effets
antidépresseurs a action rapide, et restaurent la force synaptique excitatrice au sein du
réseau hippocampique dans le modele UCMS (Fischell et al.,, 2015). Ces observations
pourraient s’étendre a d’autres structures impliquées dans le trouble dépressif. En effet, une
étude récente montre que l'inhibition spécifique des interneurones GABAergiques (SST et PV)
du cortex pré-frontal induit des effets antidépresseurs rapides (Fogaca et al., 2021).

Toutefois, des travaux complémentaires sont nécessaires notamment parce que plusieurs
arguments persistent a I'encontre de notre hypothése selon laquelle I'augmentation du tonus
GABAergique dans I"hippocampe serait responsable de I'état pathologique de la dépression.
Le fait que les benzodiazépines, modulateurs allostériques positifs du récepteur GABAa qui
renforcent la transmission GABAergique, réduisent les symptdmes anxieux dans les états

dépressifs (Duman et al., 2019), en est un parfait exemple.

e Neurogenése hippocampique adulte
On a vu dans l'introduction de ma thése qu’une autre forme de plasticité hippocampique est
intiment liée au trouble dépressif. En effet, la modélisation des troubles dépressifs chez le
rongeur entraine une diminution de la neurogenese hippocampique adulte (Pham et al.,,
2003; Tanti et al., 2012) et le blocage de la neurogenése engendre une absence d’efficacité
des antidépresseurs (Santarelli et al., 2003). Nos travaux confirment ces données puisque
I"exposition chronique a la CORT induit un déficit de neurogenese, caractérisé par une
diminution de la prolifération cellulaire, sans atteinte a la survie des nouveaux neurones,
comme observé dans la littérature (David et al., 2009; Rainer et al., 2012). Notre étude chez
des souris implantées avec des pellets de CORT montre une diminution du nombre de cellules
DCX* dans le gyrus denté, ce qui peut étre interprété de plusieurs facons. En effet, ceci

suggere que la CORT accélére la maturation (diminution du temps a exprimer la DCX) mais
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peut également refléter une mort cellulaire accrue au stade de neurones immatures, ou
encore un engagement plus marqué des nouvelles cellules vers la voie gliale (Coutens et al.,
2020). Il serait donc intéressant de réaliser d’autres analyses immunohistochimiques en
couplant par exemple, un marquage BrdU avec d’autres marqueurs cellulaires (NeuN ou
S100R) pour éclaircir ce point. L'altération de l'arborisation dendritique des nouveaux
neurones chez les souris du modele CORT est aussi documentée (Fenton et al., 2015; Chan et
al., 2017). Il pourrait donc étre pertinent d’étudier la morphologie des nouveaux neurones,
car cela n’a jamais été fait dans le modéle d’induction d’un phénotype dépressif a 'aide de

pellet de CORT.

2) Quels sont les processus de neuroplasticité affectés par nos différentes stratégies

antidépressives pharmacologiques et non-pharmacologiques ?
2A) Stratégie pharmacologique : La venlafaxine

Nous avons utilisé la venlafaxine comme antidépresseur de référence car il est tres largement
prescrit en clinique, et notamment chez notre partenaire Clinéa. Cet antidépresseur cible les
systemes monoaminergiques, en bloquant simultanément les transporteurs de la sérotonine
et de la noradrénaline (IRSN). Comme nous I"avons décrit dans l'introduction, les données
cliniqgues montrent que la venlafaxine nécessite, comme les autres classes d’antidépresseurs,
plusieurs semaines d’administration avant que les premiers signes thérapeutiques soient
observables. A travers une étude longitudinale, nous avons étudié les effets
comportementaux de la venlafaxine dans le modeéle de souris exposées a la CORT, apres 2 et
8 semaines de traitement. Comme attendu sur la base des données cliniques, nos données
expérimentales ne montrent aucun effet comportemental bénéfique de la venlafaxine apres
seulement 2 semaines de traitement. En revanche, aprés 8 semaines de traitement, des effets
antidépresseurs robustes sont mis en évidence. Ces résultats sont en accord avec ceux de la

littérature qui rapportent des améliorations non seulement sur I'état émotionnel (Bacq et al.,,
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2012; Venzala et al., 2012) mais également sur les performances cognitives (Li and Zhang,

2021) avec cet IRSN.

e Réseau PV/PNN hippocampique
Nous observons que 2 semaines de traitement a la venlafaxine ne permettent pas de corriger
I"augmentation du nombre de neurones PV*/PNN* induite par la CORT. Il est intéressant de
confronter nos résultats aux travaux récents portant sur les effets des antidépresseurs sur ces
PNN (Alaiyed et al., 2020a; Mukhopadhyay et al., 2021). Dans I’étude de Alaiyed et al. (2020),
I'exposition a la CORT est plus courte (4 semaines) que celle utilisée dans ma thése, et les
auteurs montrent que 2 semaines de traitement a la venlafaxine (30 mg/kg) diminuent les
PNN des interneurones GABAergiques. Il est donc possible que dans leur étude, I'altération
du réseau PV/PNN soit moins importante que dans nos travaux, et permette de dévoiler un
effet comportemental et cellulaire de la venlafaxine. D’ailleurs a la dose utilisée dans les
travaux d’Alaiyed (2020), les auteurs observent un effet anxiolytique que nous n’observons
pas. Au regard de ces résultats, nous nous attendons a trouver une diminution du nombre
d’interneurones PV*/PNN* dans I'hippocampe des animaux traités 8 semaines a la
venlafaxine. Cette analyse n’a pas encore été réalisée. De maniere intéressante, un
remodelage du réseau PV/PNN hippocampique a été observé apres I'administration de
fluoxétine chez le marmouset (Ohira et al., 2019), suggérant que les effets observés ne sont

pas propres a la venlafaxine.

e Neurogenése hippocampique adulte
On a vu dans nos travaux que 2 semaines de venlafaxine n"améliorent pas la prolifération des
cellules souches neurales, ni la survie des nouvelles cellules. Ces résultats étaient attendus,
car on n‘observe pas non plus de modifications comportementales a ce délai, bien que
(Martisova et al., 2015) rapporte une augmentation de la prolifération a ce court délai. Les
effets neurogéniques induits par 2 semaines de venlafaxine ont été observés dans un modeéle
pathologique, chez le rongeur juvénile, alors que nous avons utilisé des souris adultes (agées
de 10 semaines au début de I'exposition a la CORT). Aprés 8 semaines de traitement avec
I'antidépresseur, I"'amélioration comportementale s’accompagne d’une augmentation de la
prolifération cellulaire, uniqguement dans le gyrus denté ventral, sans amélioration dans la

partie dorsale. La survie des nouvelles cellules n’est pas modifiée. Ce résultat contraste avec
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une étude utilisant la fluoxétine dans ce modele de dépression et qui rapporte une plus
grande survie des nouvelles cellules (David et al., 2009). Encore une fois, la durée d’exposition
a la CORT ou la nature de l'antidépresseur utilisé pourraient expliquer que ces résultats
différent. Pourtant, les effets de différentes classes d’antidépresseur sur la neurogenése
hippocampique adulte sont plutét consistants entre molécules utilisées (Santarelli et al,,
2003; Surget et al., 2008). L'effet sur la prolifération cellulaire varie selon la zone du gyrus
denté étudiée. Comme cela a été discuté dans la discussion de I"article présenté en partie 2,
cela pourrait s’expliquer par I'organisation somatotopique des fonctions émotionnelles et
cognitives au sein de I'hippocampe (Tanti et al., 2013; Tanti and Belzung, 2013). Au vu de nos
données, les autres processus de neurogenése hippocampique telles que la maturation ou la
destinée neuronale/gliale des nouvelles cellules devront étre étudiées en détail, car
I"exposition a la CORT modifie ces processus (Wong and Herbert, 2006; Chan et al., 2017)
alors que les antidépresseurs monoaminergiques semblent les restaurer (Cabras et al., 2010;
Mendez-David et al., 2017). Dans I'ensemble, nos travaux confirment qu’un traitement long
est nécessaire afin d’observer les effets bénéfiques de la venlafaxine sur le phénotype
pseudo-dépressif. Ces effets bénéfiques s’accompagnent d’une stimulation de la prolifération

des nouvelles cellules hippocampiques.

2B) Stratégies non pharmacologiques

-L’environnement enrichi (EE)

Les effets propres de I'EE sur le phénotype pseudo-dépressif et les altérations moléculaires et
cellulaires des animaux ont été étudiés. Sur le plan comportemental, 2 semaines d’EE
produisent des effets antidépresseurs partiels sur le comportement émotionnel et totaux sur
les capacités cognitives. Ces données sont accord avec la littérature (Yang et al., 2007; Nicolas

et al., 2015; Ortiz-Pérez et al., 2016).

e Réseau PV/PNN hippocampique
Concernant les processus cellulaires impliqués, nous n’avons pas mis en évidence de
réduction significative du nombre d’interneurones PV*/PNN* aprés deux semaines
d’exposition a un EE dans I'aire CA1 de I'"hippocampe dorsal des souris sous CORT. Ce résultat

n’est pas aberrant car les précédentes études n'ont observé le remodelage du réseau que
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dans des modeles non pathologiques, apres une courte exposition (8 et 30 jours) a un EE. Nos
analyses devront étre complétées et étendues aux autres régions de I"hippocampe ainsi qu’a
sa partie ventrale. Dans de futures expériences, nous projetons également d’étudier I'état du
réseau PV/PNN dans I'hippocampe des souris exposées 8 semaines a I'EE. Nous émettons
I'hypothese qu’une réduction significative du nombre d’interneurones PV*/PNN* sera
observée, ce qui corrélerait avec les effets bénéfiques comportementaux observés a ce délai.
Afin d’établir un lien causal entre le comportement et les modifications du réseau PV/PNN, il
serait intéressant de dégrader les PNN dans différentes aires hippocampiques et déterminer
si cela suffit pour induire un bénéfice comportemental. Les études utilisant la ChABC
(Chondroitinase ABC) pour dégrader les PNN n‘ont pas examiné [|'état émotionnel des
animaux. En revanche l'injection de ChABC dans la formation hippocampique (le cortex
périrhinal et hippocampe) induit un effet pro-cognitif chez le rongeur (Romberg et al., 2013;
Végh et al., 2014; Yang et al., 2015). Dans le futur, nous prévoyons de mesurer I'expression et
I'activité enzymatique des métalloprotéases en faisant I'hypothése que celles-ci devraient

augmenter apres le séjour en EE (Stamenkovic et al., 2017).

e Neurogenése hippocampique adulte

L’effet précoce de I'EE sur le comportement des animaux a déja été observé lors d’une étude
dans laquelle, 3 semaines d’exposition a un EE suffisent a améliorer I'état émotionnel des
animaux ainsi que la survie des nouveaux neurones, sans affecter la prolifération cellulaire
(Schloesser et al., 2010). Bien que non présentées dans le manuscrit, nos données
expérimentales montrent que 2 semaines d’exposition a un EE stimulent la survie cellulaire
des neurones agés de 3 semaines, mais aussi la prolifération cellulaire chez les animaux
exposés a la CORT. En revanche, apres 8 semaines de traitement, I'effet sur la prolifération
n'est plus observé, alors que la survie des nouvelles cellules agées de 6 semaines reste
améliorée. Nos travaux suggerent donc que I'effet comportemental observé, principalement
sur les capacités cognitives, coincide avec les effets pro-neurogéniques. Cependant,
I'existence d’un lien de causalité n’est pas démontrée dans notre étude. Sur la base des
données de la littérature, il est probable que la suppression de la neurogenése
hippocampique induise une perte des effets antidépresseurs de I'EE.

L'EE que nous avons utilisé, les cages Marlau (Viewpoint), offre un ensemble de stimulations

cognitives, sociales et physiques reproductible et validé dans plusieurs études. Afin de

243



déterminer la contribution de I'exercice physique qui est une modalité simple a utiliser chez
I"humain (c’est le cas dans la clinique Clinéa) comme le rongeur, nous avons introduit des

roues d’activités dans les cages des souris.

-L’exercice physique volontaire

'analyse comportementale montre que comme I'EE, I'exercice physique induit des effets
précoces mais partiel sur I'état émotionnel des animaux apres deux semaines. Par ailleurs, ces
effets se maintiennent de fagon stable et sans amélioration au cours du temps. Pourtant,
I"exercice physique n’a pas permis d’améliorer les déficits cognitifs détectés dans le modele
CORT, aux deux délais testés. Comparé a I'EE qui montre des effets partiels sur I'état
émotionnel apres 2 semaines et une récupération totale du phénotype pseudo-dépressif
aprés 8 semaines, I'exercice physique conserve des effets partiels tout au long de notre étude
longitudinale. Ainsi, la composante activité physique de I'EE n’est pas suffisante pour
améliorer seule, I'état émotionnel des animaux. Par ailleurs, I'exercice physique volontaire ne
semble que peu ou pas du tout impliqué dans les effets pro-cognitifs de I’'EE dans ce modele
d’exposition a la CORT. Nos résultats contrastent avec une étude montrant des effets pro-
cognitifs de I'exercice physique aprés une exposition de 4 semaines a la CORT (Yau et al,,
2012). Bien que dans différents modeéles du trouble dépressif I'activité physique exerce un
bénéfice sur les symptomes émotionnels et cognitifs (Lapmanee et al., 2013, 2017), nous
démontrons pour la premiére fois I'effet de I'exercice physique sur le phénotype anxio-
dépressif dans le modele CORT. D’un point de vue mécanistique, nous n’avons pas eu le
temps d’étudier I'impact de I'exercice sur la plasticité du réseau PV/PNN au sein de
I"hippocampe, ce qui sera fait dans le futur. Une étude montre que des animaux sains exposes
pendant 4 semaines a des roues d’activité présentent une diminution de la densité de PNN
dans le DG de I'hippocampe (Briones et al., 2021). On peut donc penser que la modulation du
réseau PV/PNN suite a l'exercice physique pourrait s’étendre aux autres régions de
I"hippocampe comme retrouvée suite a une exposition a un EE dans nos travaux. Il est
probable que les stimulations diverses et variées offertes par I'EE aient un effet plus marqué

et plus robuste que I'exercice physique seul.
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e Neurogenése hippocampique adulte
Nos données suggérent que la stimulation physique seule ne suffit pas a contrecarrer I'effet
de la CORT sur la prolifération cellulaire, ce qui contraste avec certaines données de la
littérature sur ce modele de dépression (Yau et al., 2012; Lee et al., 2016). En revanche, bien
que 2 semaines seulement d’exercice physique ne stimulent pas la survie cellulaire, on
observe un effet bénéfique apres 8 semaines. Il semble donc que I'augmentation de la survie
des nouvelles cellules observée a la suite de I'exposition a un EE soit due, en partie, a la
stimulation physique. Dans ce sens, une étude a mesuré l'effet spécifique de |'exercice
physique, en plagant des animaux dans un EE dans lequel les roues d’activité pouvaient étre

bloquées. Les auteurs ont constaté que les souris des deux groupes " roues" et " roues
bloquées " présentaient des augmentations de la prolifération cellulaire. Cependant, seuls les
animaux qui courent présentaient une augmentation du nombre de neurones ayant survécu
(Bednarczyk et al., 2011). Ceci révele I'effet neurogénique spécifique de I'activité physique sur

la modulation de la survie de nouvelles cellules hippocampiques.

-Stimulation olfactive : Le D11399

Bien que non présentes dans I'EE, les stimulations olfactives peuvent avoir un effet bénéfique
sur le comportement en régulant la réponse au stress (Masuo et al., 2021). Ce constat repose
sur des évidences anatomiques montrant que I"épithélium olfactif est composé de neurones
qui envoient leurs projections vers le systéeme limbique et plus particulierement dans
I"hippocampe. Dans ce contexte, nous avons évalué ['effet antidépresseur d’un
enrichissement olfactif a I'aide d’'un composé, le D11399, fourni par la société PHODE. Nous
avons précédemment montré que I'implantation de pellet de CORT induit I"apparition d’un
phénotype pseudo-dépressif chez la souris (Coutens et al., 2020), associé a des perturbations
de la neurogenése hippocampique. Le D11399 est un « ingrédient olfactif » contenant du
Citrus sinensis, le composé principal du limonéne. Ce composé a induit des effets de type
antidépresseurs, chez la souris naive, ainsi que dans un modéle d’exposition a la CORT. Ce
résultat est en accord avec les données de la littérature concernant la capacité des produits a
base de limonéne a diminuer I'anxiété chez ’lhumain (Lehrner et al., 2000) et chez le rongeur,
chez lequel il a également des effets pro-cognitifs (Faturi et al., 2010; Bigdeli et al., 2019). Ce
dernier aspect n’a pas été étudié dans ma thése mais il pourrait étre intéressant d’évaluer si

ce produit améliore les performances cognitives des animaux implantés avec les pellets de
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CORT. De maniére intéressante, alors que la CORT altére la maturation des nouveaux
neurones, le D11399 prévient cet effet. L'effet spécifigue du D11399 sur les nouveaux
neurones pourra étre étudié en utilisant un marquage BrdU pour dater les cellules et en
analysant les effets de ce composé odorant sur l'arborisation dendritique des nouveaux

neurones.

2C) Stratégies combinant plusieurs approches

Puisque le traitement pharmacologique avec la venlafaxine s’est avéré inefficace apres 2
semaines et que les stratégies non-pharmacologiques (EE ou I'activité physique) ont engendré
des bénéfices partiels chez les souris déprimées, nous avons voulu tester I'effet de la
combinaison de ces 2 stratégies et évaluer la cinétique de leurs effets.

L’étude comportementale a permis de mettre en évidence une efficacité de la combinaison
EE-venlafaxine chez les souris pseudo-déprimées des la deuxieme semaine d’administration
qui se traduit par une correction compléte des troubles comportementaux. De son coté, la
stratégie thérapeutique combinant la venlafaxine a I’exercice physique n’a pas induit de nette
amélioration de ces deux composantes a ce délai. Aprés 8 semaines de traitement, les
bénéfices de la combinaison du traitement a la venlafaxine avec I'EE n’est pas différente de
celles observées avec les deux stratégies prises indépendamment. En revanche, cette étude
longitudinale montre qu’arréter I'exposition a un EE entraine des effets déléteres se
traduisant par une réapparition des troubles de I'état émotionnel des animaux ainsi qu’un
retour des déficits cognitifs malgré le maintien de la venlafaxine. Par ce protocole de retrait
des animaux de I'EE, nous avons tenté de modéliser le phénomene de rechute régulierement
observé chez I'humain (Williams et al., 2009). L'effet de I'arrét de I'exercice physique n’a
cependant pas été étudié, mais il semblerait que l'arrét de celui-ci induit des effets

anxiogenes associés a des troubles de neurogenese hippocampique (Nishijima et al., 2013).

e Réseau PV/PNN hippocampique
A la suite des études comportementales, nos travaux ont permis pour la premiére fois de
montrer que la combinaison de venlafaxine et de I'EE pendant 2 semaines permet de moduler
le réseau PV/PNN qui est altéré par I'exposition chronique a la CORT. Ces résultats coincident

avec les effets comportementaux de la combinaison. Nous avons utilisé plusieurs approches
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afin de voir le lien de causalité entre le comportement et cette modification du réseau
PV/PNN. Comme vu précédemment, I'utilisation de la doxycycline nous a permis de montrer
que linhibition du remodelage du réseau PV/PNN bloque les effets bénéfiques
comportementaux de la combinaison bien que d’autres expériences soient nécessaires pour
conclure quant au rble des MMP dans I’hippocampe (voir partie sur modéle CORT). Pour
pallier au probleme de spécificité de la doxycycline, nous avons choisi au contraire d’injecter
la ChABC, une enzyme dégradant les PNN, directement dans I'hippocampe. Nos résultats
montrent que la ChABC induit une diminution du nombre d’interneurones PV*/PNN* dans
I'aire CA1 et corrige le phénotype pseudo-dépressif des animaux CORT a la fois sur |'état
émotionnel et les performances cognitives. Ces données renforcent donc notre hypothése
selon laquelle la diminution du nombre d’interneurones PV*/PNN* permet une amélioration
rapide du phénotype pseudo-dépressif. Bien que l'effet pro-cognitif de la ChABC soit
documenté (Végh et al., 2014; Yang et al., 2015), notre étude montre pour la premiere fois
ces bénéfices sur I'état émotionnel des animaux. De plus lorsque nous avons combiné
I'injection intra-hippocampique de ChABC avec un pré-traitement a la venlafaxine de 2
semaines, on a pu observer une efficacité supérieure de la combinaison VLX-ChABC par
rapport au traitement par la venlafaxine seule ou de linjection de ChABC sur |'état
émotionnel (mais pas sur les performances cognitives).

Des données de la littérature soutiennent I’hypothese selon laquelle la dégradation des PNN
pourrait étre liée au délai d’action des antidépresseurs. En particulier, le fait que la kétamine,
qui induit des sa premiére injection des effets antidépresseurs (Pham and Gardier, 2019),
cible également les interneurones PV en entrainant une diminution de cette matrice
extracellulaire (Zanos and Gould, 2018; Kaushik et al., 2021), est un argument en faveur de
notre hypothése. Pour compléter mes travaux de thése et pour relier ces résultats sur les PNN
avec les conséquences sur la balance E/I, nous avons réalisé des expériences de microdialyse
intracérébrale dans le but de quantifier les quantités de GABA et glutamate dans
I"hippocampe. Nos données préliminaires indiquent que les stratégies thérapeutiques (seules
ou en combinaison) ne restaurent pas l'augmentation des concentrations de GABA observé
chez les souris CORT. Cette absence d’effet peut s’expliquer par le fait qu’il y ait plusieurs
sous populations d’interneurones GABAergiques dans I'hippocampe et qu’on ne peut pas
doser uniquement les quantités de GABA provenant des interneurones PV. Nos analyses ne

portent que sur les interneurones PV et il pourrait étre intéressant d’observer |'effet de nos
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stratégies thérapeutiques sur la transmission GABAergique dépendante d’autres
interneurones et notamment les interneurones a SST. En effet, dans une revue de la
littérature, il a été observé une diminution de 'activité des interneurones SST dans le cortex
préfrontal suite a un stress chronique (Page and Coutellier, 2019). Il se peut alors qu’en
réponse a nos différentes stratégies thérapeutique, I'activité de ces interneurones SST soit
augmentée et stimule la libération de GABA extracellulaire notamment au niveau de

I"hippocampe.

e Neurogenése hippocampique adulte

Sur ces mécanismes, nous avons observé que la combinaison VLX-Ex montre un effet
bénéfique sur la survie des nouvelles cellules aprés seulement 2 semaines alors que cet effet
n'est pas observé avec les deux stratégies prises indépendamment. En revanche, aprés 8
semaines |'effet de cette combinaison est similaire a celui observé avec |'exercice physique
seul sur la survie cellulaire. Cependant, a ce délai nous observons une restauration de la
prolifération cellulaire indiquant un effet spécifique de la combinaison par rapport aux
stratégies appliquées séparément. Les effets bénéfiques de la combinaison au niveau de la
neurogenese ne coincident donc pas avec les données comportementales qui ne mettent pas
en évidence d’amélioration du comportement avec cette stratégie.

Les mémes analyses ont été effectuées pour la combinaison VLX-EE sur la prolifération et la
survie cellulaire. Bien que non présenté cette combinaison restaure la prolifération cellulaire
aprés seulement 2 semaines tout comme I'EE seul, ce qui contraste avec les données
d’exercice physique ne montrant pas de tel effet suggérant ainsi que les autres stimulations
de I'EE ont un impact sur ce processus cellulaire. En revanche, I'analyse de la survie cellulaire
n’a pas pu étre menée chez les animaux générés ayant été soumis a la combinaison EE-VLX,
cependant étant donné |'effet positif de I'EE sur la survie des nouvelles cellules on devrait
s‘attendre a un effet similaire. Par ailleurs ces effets bénéfiques de la combinaison EE-VLX
sont également observables aprés 8 semaines mais lorsque les animaux ont été sortis de I'EE,
on a observé une perte de |'effet sur la survie sans altération de la prolifération suggérant que
la diminution de la survie pourrait étre a I'origine de la perte des effets antidépresseurs de la
combinaison VLX-EE observés en comportement. Afin de caractériser au mieux le lien entre la
survie cellulaire et le retour des symptoémes pseudo-dépressifs, nous envisageons d’étudier

spécifiqguement le profil ces nouvelles cellules a I'aide de différents marqueurs neuronaux, qui
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pourrait nous renseigner sur I'état de maturation des nouveaux neurones, mais également si

ces nouvelles cellules ont suivi une destinée neuronale ou gliale.

3) Est-ce que la modulation de la balance excitation/inhibition sous-tendue par les PNN peut
engendrer des déficits de neurogenese hippocampique ?

Au cours de mes travaux de theése, nous avons observé que I'état pseudo-dépressif ainsi que
les stratégies thérapeutiques modulent la plasticité hippocampique et notamment les PNN
entourant les interneurones GABAergiques ainsi que la neurogenése adulte. Bien qu’analysés
de facon distincte, il est probable que ces deux processus s’influencent mutuellement.

Les cellules souches neuronales de type 1, situées au niveau de la zone sous-granulaire du DG
de I'hippocampe (Figure 5) sont quiescentes ou proliferent. Ces cellules sont sensibles aux
stimulations GABAergiques, notamment par I'intermédiaire du récepteur GABAa (Song et al.,
2012). U'inactivation génétique d’une sous-unité de ce récepteur augmente la prolifération
des cellules souches de type | (Song et al., 2012). De plus, aprés avoir confirmé que la source
de l'innervation GABAergique provenait exclusivement de la sous-population PV* situé entre
le «hile» et la couche granulaire, les auteurs montrent que la stimulation de ces
interneurones PV diminue la prolifération cellulaire (Song et al., 2012). Cette étude confirme
donc que les interneurones PV contrdlent la prolifération cellulaire. Ceci fait écho avec nos
données de microdialyse, montrant que I'exposition prolongée a la CORT induit une
augmentation des concentrations extracellulaires de GABA hippocampique associée a un
déficit de neurogenese.

Les interneurones PV* du DG sont également entourés de PNN (Briones et al., 2021)
suggérant que des modifications du réseau PV/PNN du DG pourraient participer a la
régulation de processus tels que la prolifération cellulaire et de maniére plus générale a la
neurogenese hippocampique adulte. Aussi, puisque les PNN augmentent |'excitabilité des
interneurones PV* (Balmer, 2016) et qu’au contraire, la disparition des PNN la réduit (Slaker
et al., 2015), il est possible que les effets bénéfiques de la combinaison EE-VLX reposent sur
une réduction du nombre d’interneurones PV*/PNN*. Ainsi c’est sur cette observation que
repose notre hypothése. Ce remodelage du réseau aurait pour conséquence de diminuer le
tonus GABAergique, un processus favorable a la stimulation de la neurogenese. Afin de

confirmer ces résultats, il faudrait étendre "analyse des interneurones PV*/PNN* au DG. Pour
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confirmer le lien entre les PNN et la neurogenése, on peut imaginer déterminer I'effet de
I'injection de ChABC dans le DG sur la prolifération cellulaire et vérififer si cette enzyme
augmente la prolifération. A notre connaissance, une seule étude s’est penchée sur cette
question et a montré, au contraire, que la ChABC diminue la prolifération des neurosphéres in
vitro (Sirko et al., 2007). Par ailleurs, il est important de souligner que dans nos expériences,
nous ne regardons pas les effets aigus de la ChABC et il est envisageable que les effets soient
différents selon le délai étudié.

La régulation du réseau PV/PNN met également en jeu d’autres acteurs cellulaires,
notamment les métalloprotéases qui sont sécrétées par les neurones et les astrocytes
(Kinoshita et al.,, 2013). Or, des travaux récents montrent que différentes classes
d’antidépresseurs augmentent 'activité enzymatique de la MMP9 dans les astrocytes (Abe et
al., 2016, 2019). Les antidépresseurs connus pour activer ces cellules gliales (Czéh and Di
Benedetto, 2013), pourraient étre des pourvoyeurs de MMP (Li et al, 2019) et ainsi
contribuer a la régulation des PNN. Nous prévoyons de caractériser |'activité des astrocytes et
celles des MMP dans nos différentes conditions expérimentales, afin de déterminer dans
quelle mesure ces acteurs cellulaires sont impliqués dans les effets comportementaux et
cellulaires présentés ici.

Dans I'ensemble, bien gu’il reste de nombreuses hypothéses a tester pour élucider les
mécanismes a |'origine du raccourcissement du délai d’action de la venlafaxine lorsqu’elle est
combinée a une exposition a un milieu enrichi en stimulations, nos travaux ouvrent une piste
originale et séduisante en révélant un possible role de cette matrice extracellulaire. La
compréhension du réle des PNN dans l'action antidépressante permettrait de reconcilier
plusieurs formes de plasticité qui a ce jour ont été étudiées séparement, dans un contexte

pathologique, ou en réponse aux traitements antidépresseurs (figure 25).
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Figure 25. Hypothéses mécanistiques concernant les liens entre les comportements émotionnels, les PNN et les
processus de neuroplasticité hippocampiques. Panel supérieur: L'exposition chronique a la corticostérone
(CORT) entrainant un phénotype pseudo-dépressif chez la souris serait associée a une diminution de I'activité
et/ou de I'expression des métalloprotéases (MMP) dépendante, du moins en partie, de 'activité astrocytaire.
Cette diminution des MMP favoriserait alors la présence de PNN autour des interneurones GABAergiques PV*
responsable d’'un déséquilibre de la balance E/I (en faveur d’un excés de GABA). Ceci aurait pour conséquence
fonctionnelle d’entrainer une inhibition des cellules pyramidales de I'aire CA1 et de la prolifération des cellule
progénitrice neurale (NPC) dans la couche sous-granulaire du gyrus denté de I"hippocampe. Panel inférieur : Le
traitement prolongé par la venlafaxine combiné a un EE serait responsable d’une augmentation significative des
concentrations extracellulaires de sérotonine (5-HT) et de noradrénaline (NE) hippocampiques, favorisant
I"activité et/ou de I'expression des MMP notamment en réponse |'activation des astrocytes. La dégradation des
PNN autour des interneurones GABAergiques PV* provoquerait alors une diminution de libération du GABA,
rééquilibrant la balance E/I et prévenant les effets délétéres de I'exposition a la CORT sur la plasticité
hippocampique et le comportement.

251



252



CONCLUSION

Ce projet, qui s’inscrivait initialement dans une démarche translationnelle, fait finalement le
lien avec la clinique, en confirmant I'apport des stratégies non-pharmacologiques pour la
prise en charge de la pathologie dépressive. De plus, nos travaux révelent des mécanismes
neurobiologiques pouvant étre a l'origine des effets bénéfiques observés, ce qui laisse
entrevoir des possibilités de développement de nouveaux médicaments. Les stimulations
cognitives, sociales et physiques peuvent facilement étre proposées aux patients a qui elles
devraient permettre d’apporter une réelle plus-value Vvis-a-vis des traitements
pharmacologiques actuellement disponibles. Nous montrons aussi comment leur arrét brutal
peut étre un facteur de risque entrainant la rechute du patient. Intégrés a la riche littérature
existante, nos résultats contribuent a une meilleure compréhension de la pathologie
dépressive et du mécanisme responsable du long délai d’action des antidépresseurs, et
encouragent le développement de stratégies thérapeutiques plus efficaces et surtout a action

plus rapide.
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