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Résumé

L’addiction aux drogues est une maladie comportementale récidivante caractérisée par une
recherche et une prise compulsive de drogues, une perte de contrdle sur la prise malgré les
conséquences négatives et 1’émergence d'un état émotionnel négatif lors de 1’absence de la
drogue. L’addiction impliquerait des neuroadaptations cérébrales persistantes. Des études
récentes montrent que le cholestérol joue un réle crucial dans le fonctionnement cérébral en
participant a divers processus cellulaires et, en particulier, dans le controle de la
neurotransmission. L’objectif de ce travail de thése consistait a étudier I’implication potentielle
du métabolisme du cholestérol dans I’addiction et en particulier si ce métabolisme était affecté
par les drogues d’abus. Dans ce travail, nous avons étudié ’expression de geénes codant des
protéines impliquées dans le métabolisme du cholestérol cérébral aprés une consommation
volontaire chronique d’alcool par des rats et aprés des injections aigués ou chroniques de
cocaine. Nous avons analysé I’expression de ces geénes dans des structures cérébrales
impliquées dans 1’addiction, notamment le cortex préfrontal, le noyau accumbens, 1’amygdale
et I’hippocampe. Nous avons trouvé que ’exposition a 1’alcool et a la cocaine modifient
I’expression des protéines impliquées dans la synthése, le transport et la dégradation du
cholestérol de facon spécifique de la drogue, du traitement (aigu/chronique) et de la région
cérébrale étudiée. Dans une deuxiéme partie de la thése, nous avons utilisé une approche virale
permettant de surexprimer la CYP46A1, I’enzyme de dégradation du cholestérol cérébral dans
le cortex préfrontal afin d’évaluer I’impact de cette surexpression sur la recherche de cocaine
dans un modéle de rechute. La surexpression de la CYP46A1dans cette structure n’a eu aucun
impact sur la recherche de cocaine. Des études futures seront nécessaires pour déterminer si
I’altération de I’expression de cette enzyme dans d’autres structures, comme par exemple le
noyau accumbens, pourrait avoir des effets bénéfiques sur la rechute. L’ensemble de ces
travaux montre que I’exposition aux drogues d’abus modulerait le métabolisme cérébral du
cholestérol dans certaines structures cérébrales. Ce projet de thése ouvre de nouvelles
perspectives quant au role du métabolisme du cholestérol cérébral dans I’addiction, et il
pourrait en résulter de nouvelles thérapeutiques dans le traitement de cette maladie

psychiatrique cotteuse.

Mots clés : addiction, alcool, cocaine, métabolisme du cholestérol cérébral, transcription,

neuroadaptations.



Abstract

Drug addiction is a chronic brain disease characterized by drug-seeking and compulsive drug
taking, a loss of control over drug taking despite the negative consequences and the emergence
of a negative emotional state in the absence of the drug. Addiction involves persistent
neuroadaptations at the cerebral level. Recent evidences show that cholesterol plays a crucial
role in brain function by participating in various cellular processes in particular in the control
of neurotransmission. The aim of this thesis was to investigate the potential role of cholesterol
in addiction and in particular a potential dysregulation of cholesterol metabolism in response
to drugs of abuse. In this work, we investigated the expression of genes encoding proteins
involved in the metabolism of cerebral cholesterol after a chronic voluntary consumption of
alcohol from the rats and after acute or chronic exposure to cocaine. We analyzed gene
expression in brain structures involved in addiction such as the prefrontal cortex, the nucleus
accumbens, the amygdala and the hippocampus. We found that exposure to alcohol and cocaine
modifies the expression of proteins involved in the synthesis, the transport and the degradation
of cholesterol in drug-specific, treatment- specific (acute / chronic) and region-specific
manners. In the second part of the thesis, we used a viral approach to overexpress CYP46A1,
the cerebral cholesterol degradation enzyme in the prefrontal cortex, in order to evaluate the
impact of this overexpression on cocaine-seeking in a model of relapse. The overexpression of
CYP in this structure has no effect on drug-seeking for cocaine. Future studies are needed to
determine whether altering cholesterol metabolism in other structures, for example the nucleus
accumbens, may have beneficial effects on relapse. Altogether these studies show that exposure
to drugs of abuse might modulate cerebral metabolism of cholesterol. This thesis project opens
new perspectives on the role of cholesterol cerebral metabolism in addiction which may

ultimately result in new therapeutic avenues for the treatment of this costly psychiatric disorder.

Keywords: addiction, alcohol, cocaine, cholesterol metabolism, gene expression,

neuroadaptations.
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Chapitre 1 : Addiction et modeles d’études

I. Addiction

1. Définition et caractéristiques
L’addiction est considérée comme une maladie cérébrale chronique ou récidivante caractérisée par une
recherche, une prise compulsive de drogues, une perte de contrdle sur la prise malgré les conséquences
négatives et I’émergence d'un état émotionnel négatif (par exemple, dysphorie, anxiété, irritabilité)
lors de 1’absence de la drogue (Koob and Le Moal, 1997). Elle est aussi caractérisée par un taux élevé
de rechute, méme apres une longue période d’abstinence, alors que les effets aigus du sevrage ont

disparu (Kreek et al., 2002).

2. Données épidémiologiques

Les drogues licites, alcool et tabac, restent les produits les plus consommés : 14 millions d’européens
agés entre 11 et 75 ans consomment du tabac chaque jour et 9 millions d’européens consomment de
I’alcool plus que 10 fois par mois (OFDT, Observatoire francais des drogues et des toxicomanies
2017). Le taux de consommation d’alcool est globalement en baisse en Europe, mais de nouveaux
comportements d’alcoolisation ponctuelle importante apparaissent chez les jeunes comme le « binge
drinking » (consommation excessive d’alcool sur un temps court) (OFDT 2017).

L’usage de substances illicites a augmenté ces derniéres années en Europe. Par exemple, ’OFDT
montre en 2017 une augmentation de 1’'usage de drogues illicites telles que la cocaine et le cannabis.
Pour les drogues illicites, la cocaine est classée comme étant la seconde substance la plus consommeée
aprés le cannabis (1.4 millions de consommateurs réguliers en Europe). Une forte augmentation de sa
consommation chez les individus de 15 et 64 ans a été enregistrée en France entre 2010 et 2017. Cette

augmentation est liée a I’accés facile a cette drogue et la diminution de son prix (OFDT, www.ofdt.fr).

3. Addiction : un probléme d’économie
Le coiit externe comprend des cofits touchant les personnes impliquées dans le marché des drogues
(valeur des vies humaines perdues, perte de qualit¢ de vie) et ceux touchant indirectement des
personnes en dehors du marché des drogues (pertes de production des entreprises et des
administrations). Il représente 95,1% du cott social engendré pour I’alcool, contre 85,2% pour le tabac

et 67,26% pour les drogues illicites.
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Le coiit pour les finances publiques incluant les dépenses de prévention, les répressions et soins,
les économies de retraites non versées, et les recettes des taxes prélevées sur 1’alcool et le tabac. Ce
cofit s’est ¢élevé en 2015 a 22 milliards d'euros, dont prés de 5 milliards pour I'alcool, prés de 15
milliards pour le tabac et plus de 2,3 milliards pour les drogues illicites, soit 5,8% des dépenses
publiques.

Le coiit social qui englobe le coiit externe ct le coiit des finances publiques de 1’addiction est estimé
par le rapport de ’OFTD a 120 milliards d’euros par an pour ’alcool, ainsi que pour le tabac, et 8.8

milliards d’euros pour les drogues illicites.

4. Diagnostic

Pour harmoniser le diagnostic de 1’addiction, plusieurs associations ont essayé de mettre en place des
classifications des critéres ou symptdmes qui caractérisent 1’addiction. L’Association Américaine de
Psychiatrie (APA) a publié en 1952 la premicre version du Manuel de diagnostic et de statistique des
troubles mentaux (Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders, DSM). Depuis, les criteres
de diagnostic ont évolué et le DSM a été modifi¢ plusieurs fois, la derniére version étant celle de 2013
et est communément appelée DSM-5.

Le DSM-5 a subi des modifications majeures par rapport a la version précédente (DSM-4):

e Intégration d’un nouveau critére : le ‘craving’ défini comme un besoin impéricux de
consommer la drogue entrainant I’'usage continu de la drogue méme si la personne dépendante
souhaite s’abstenir.

e Evolution des critéres d’inclusion dans la maladie de 1’addiction :

o Dans le DSM-4, les états d’abus et de dépendance sont discernés par deux diagnostics
différents. Dans le DSM-5, ces deux termes sont rassemblés par un seul : troubles li¢s
a ’'usage de substance (‘Substance use disorder’ ou SUD).

o 11 critéres de diagnostic (Tableau 1) permettent de classer I’addiction selon son degré
de sévérité : si 2 a 3 critéres sont trouvés, la maladie est jugée peu sévere ; si 4 a5
critéres sont trouvés alors un état d’addiction modéré est diagnostiqué. La présence de
6 critéres ou plus définit un usage sévére et compulsif.

e Ajout du ‘jeu pathologique’ comme trouble addictif sans drogue (American Psychiatric
Association, 2013; Hasin et al., 2013; O’Brien, 2011). Ce trouble partage plusieurs critéres
avec les troubles liés a 'usage de substance tels qu’une préoccupation excessive pour le jeu
et un besoin de jouer des sommes d’argent croissantes pour atteindre 1’état d’excitation désiré

(tolérance) (Bosc et al., 2012).
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Tableau 1 : Criteres de diagnostic de I’addiction selon la DSM-35.
L’addiction aux drogues se caractérise par un mode d’utilisation inadapté d’un produit
conduisant a une altération du fonctionnement ou a une souffrance, cliniquement
significative, caractérisée par la présence de deux (ou plus) des manifestations
suivantes, a3 un moment quelconque d’une période continue de douze mois :

1. Le produit est souvent pris en quantité plus importante ou pendant une période
plus prolongée que prévu
2. 1l existe un désir persistant ou des efforts infructueux, pour diminuer ou
controler I'utilisation du produit
3. Beaucoup de temps consacré a des activités nécessaires pour obtenir le produit,
utiliser le produit ou récupérer son effet
4. Craving ou une envie intense de consommer le produit
5. Utilisation répétée du produit conduisant a Dincapacité de remplir des
obligations majeures, au travail, a ’école ou a la maison
6. Utilisation du produit malgré les problémes interpersonnels ou sociaux,
persistants ou récurrents, causés ou exacerbés par les effets du produit
7. Des activités sociales, occupationnelles ou récréatives importantes sont
abandonnées ou réduites a cause de I’utilisation du produit
8. Utilisation répétée du produit dans des situations ou cela peut é&tre
physiquement dangereux
9. L’utilisation du produit est poursuivie bien que la personne sache avoir un
probléme psychologique ou physique persistant ou récurrent susceptible
d’avoir été causé ou exacerbé par cette substance
10. Tolérance, définie par I’un des symptomes suivants :
1. Besoin de quantités notablement plus fortes du produit pour obtenir une
intoxication ou D’effet désiré
2. Effet notablement diminué en cas d’utilisation continue d’une méme
quantité du produit
11. Sevrage, caractérisé par I’une ou I’autre des manifestations suivantes :
1. Syndrome de sevrage du produit caractérisé (cf diagnostic du syndrome
de sevrage du produit).
2. Le produit (ou une substance proche) sont pris pour soulager ou éviter

les symptomes de sevrage.
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II. Modéles comportementaux d’étude de ’addiction utilisés pendant

la theése

1. Modéles utilisés dans le projet « cocaine »

a. Traitement chronique et sensibilisation comportementale

1. Définition et caractéristiques de la sensibilisation comportementale

La sensibilisation comportementale est définie comme une augmentation progressive de 1’activité
locomotrice d’un animal suite & plusieurs injections d’une méme dose de drogue. Ce phénomeéne est
persistant méme aprés de longues périodes sans drogue (Paulson et al., 1991). Ce phénomeéne serait la
conséquence de neuroadaptations induites par la drogue au sein des structures cérébrales, notamment
au niveau des connexions dopaminergiques et glutamatergiques entre 1’aire tegmentale ventrale
(ATV), le noyau accumbens (NAc), le cortex préfrontal (CPF) et I’amygdale (Pierce and Kalivas,
1997). Une sensibilisation comportementale a été observé en réponse a plusieurs drogues telles que
I’alcool (Cunningham and Noble, 1992), la nicotine (Booze et al., 1999), I’amphétamine (Robinson,
1984), la cocaine (Robinson, 1984), I’héroine et le A9-tetrahydrocannabinol (Cadoni et al., 2001). Le
phénomene de sensibilisation peut alors servir comme outil simple pour élucider les mécanismes par

lesquels les drogues d'abus induisent des altérations neuronales durables.

1. Phénomeéne de « sensibilisation croisée »

Dans certaines études, un phénomeéne de sensibilisation croisée (ou cross-sensibilisation) a été décrit.
Ainsi, un animal ayant regu des injections répétées d’une drogue donnée montre une activité
locomotrice augmentée en réponse a une autre drogue. Des animaux déja sensibilisés a la cocaine ou
la morphine montrent une activité locomotrice accrue en réponse a une injection d’amphétamine 4
jours plus tard (Lanteri et al., 2008). Ceci suggere que des mécanismes impliqués dans ce phénomene
pourraient étre commun a toutes les drogues d’abus méme si elles agissent de manicre différente dans

le cerveau.

iil. Phases de la sensibilisation comportementale

La sensibilisation comportementale comporte 2 phases (Steketee and Kalivas, 2011) : I’induction et
I’expression

e Induction (ou développement) de la sensibilisation comportementale
Cette phase correspond a I’augmentation progressive de la réponse motrice (Figure 1) jusqu’a

I’obtention d’un plateau. Les injections de drogues induiraient une activation neuronale qui serait
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responsable du développement de la sensibilisation. Aprés chaque injection de drogue, des adaptations
neuronales se mettent en place conduisant a une réactivité des neurones augmentée lors des injections
ultérieures. Ces changements d’activation neuronale auraient pour conséquence la réponse motrice
augmentée.
e Expression de la sensibilisation comportementale

L’expression de la sensibilisation comportementale consiste a tester la réactivité aux drogues apres
une période d’abstinence plus ou moins longue. Ainsi, lorsque 1’animal recoit une nouvelle dose de
drogue, ils présentent une activité¢ locomotrice plus élevée que celle obtenue apres la premiére injection
(Steketee and Kalivas, 2011).

Dans le cas de la cocaine, cette sensibilisation est observée aprés plusieurs injections (Kalivas et al.,
1988; Mayfield et al., 1992) et pour différentes doses de cocaine (10 mg/kg, 15 mg/kg, 20 et 30 mg/kg)
(Figure 1). La réponse locomotrice apparait la plus importante pour une dose de 15 mg/kg (Smith et

al., 2016) (Figure 1).

14007= 30 mg/kg
12004 15 mg/kg
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Figure 1 : Réponse motrice et sensibilisation comportementale induites par des injections répétées
de cocaine.

3 jours d’injection de solution saline suivie de 7 jours d’injection de cocaine a différentes doses (Smith et al.,
2016).

La sensibilisation comportementale a été également décrite aprés une seule injection de drogue.
Plusieurs études ont montré qu’une seule injection de cocaine peut engendrer des neuroadaptations
pouvant persister pour une courte période de 1 jour (Jackson and Nutt, 1993) ou une longue période
(Valjent et al., 2010). En effet, Valjent et al. ont montré que 1’ injection d’une seule dose de cocaine
de 20mg/kg induisait une augmentation de I’activité locomotrice observée apres I’injection d’une

deuxiéme dose de cocaine 1 jour et méme 3 mois plus tard (Valjent et al., 2010). Ceci suggere que des
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neuroadaptations sont aussi induites aprés une premiere injection de cocaine et peuvent persister

pendant une longue période.

b. Protocole d’auto administration

L’auto-administration (AA) de drogue est considérée comme le modéle reproduisant au mieux le
comportement observé chez I’ Homme (O’Connor et al., 2011). Ce mod¢le requiert un comportement
opérant de la part de I’animal, car il apprend a appuyer sur un levier (2 faire rentrer son museau dans
un trou = ‘nosepokes’) pour obtenir la drogue et permet ainsi d’évaluer la prise volontaire de drogue
chez I’animal (van Ree et al., 1978). L’AA se fait généralement par voie orale ou par voie
intraveineuse. Le protocole d’AA en intraveineuse (AAIV) était mis en place au début des années 60

chez les rats (Weeks, 1962) et chez les singes (Thompson and Schuster, 1964).

e Déroulement du protocole d’AAIV
Dans ce modele, I’animal subit au préalable une chirurgie pour insérer un cathéter dans la veine
jugulaire. Dans la cage d’AA, ce cathéter est connecté a une pompe automatique pouvant délivrer la
drogue. Durant la session d’AA, 1’animal a accés a 2 leviers [ou nosepokes (Chauvet et al., 2012)] :
I’un activant la pompe conduisant a une injection de la drogue lors de ’appui (levier actif), et I’autre
qui n’est pas actif (levier inactif) (Figure 2). Lors de I’appui sur le levier actif, une dose de la drogue
est délivrée a I’animal et une lumiére située au-dessus du levier se déclenche (stimulus lumineux). Ce

stimulus sera associé aux effets de la drogue.

infusion | | programming and
pump recording equipment
/
catheter
R
Cue light
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O
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. /
Inactive lever 1
Olfactory cue

Figure 2 : Schématisation simplifiée montrant la cage d’AA.

En plus de son effet renforgant direct, la drogue produit des effets conditionnés. Elle peut donner des
propriétés motivationnelles aux stimuli environnementaux qui lui sont associés (stimulus lumineux ou
sonore présent dans la cage d’AA). Ces stimuli, initialement sans effet, acquiérent apres

I’apprentissage, une valeur motivationnelle qui sera associée a la drogue. Ainsi le fait de placer
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I’animal dans le méme contexte environnemental en présence de ces stimuli déclenche un

comportement de recherche et de prise de drogue.

En plus de tester la prise de drogues, le modele d’AA permet aussi d’évaluer la rechute chez les
animaux. La rechute est mise en évidence par la ré-apparition d’un comportement de recherche aprés
extinction. Plus précisément dans ce modele, aprés une certaine période d’abstinence (ou non),
I’animal est remis dans les mémes conditions de I’AA en absence de la drogue (extinction) et un test
de rechute est exécuté. La rechute est ainsi mesurée par le nombre d’appui (ou de nose pokes) sur le
levier initialement actif pendant une session. Cette procédure, nommée extinction-réinstallation,
présente le modéle de rechute le plus utilisé (Bossert et al., 2013).

Trois facteurs ont été décrits comme précipitant la rechute : le stress, les indices environnementaux et
I’exposition a de la drogue elle-méme (de Wit and Stewart, 1981; Epstein et al., 2006). Dans le mod¢le
d’AAIV, ces 3 facteurs peuvent étre modélisés par un choc ¢électrique ou une injection de yohimbine
(stress), une apparition des stimuli conditionnés (environnement) ou une injection de la drogue

nommée aussi priming (exposition a la drogue elle-méme).

2. Modé¢le utilisé dans le projet « Alcool » : Prise intermittente d’alcool
L’addiction a I’alcool se caractérise par une escalade progressive caractérisé par un passage d’une
consommation modérée d'alcool a une consommation excessive et par des cycles répétés
d'intoxication, abstinence, envie et rechute (Koob, 2003; Koob and Volkow, 2010; Vengeliene et al.,
2008). Par conséquent, les modéles animaux pouvant engendrer une escalade de consommation
excessive d'éthanol via des cycles répétés d'acces libre a I'éthanol et d’abstinence sont particuliérement
utiles pour étudier ces aspects de 'abus d'alcool. L’addiction a 1’alcool peut étre modélisée chez les
animaux suite a une exposition a 1’alcool grace a des injections répétées intrapéritonéales d’éthanol ou
des inhalations forcées d’éthanol ou suite a une exposition volontaire lors de 1’auto-administration
opérante de ’éthanol et de prises orales d’alcool (Ripley and Stephens, 2011). La consommation
volontaire d'alcool chez des rats de laboratoire a été traditionnellement obtenue par des procédures
d'initiation, telles que le ‘sucrose fading’ (ou 1’éthanol est mélangé avec des solutions sucrées pour
masquer le gofit aversif de 1’éthanol) (Samson, 1986) ou la privation d'eau / de nourriture (Meisch and
Thompson, 1972). Cependant, la prise d’éthanol diminue souvent lors de la suppression des facteurs
d'initiation (Simms et al., 2008). La procédure d’accés intermittent a I'éthanol consistant a présenter
de 2 bouteilles, a été décrit pour la premiére fois au début des années 1970 (Wayner and Greenberg,
1972; Wise, 1973). Ces études ont montré que des cycles répétés de consommation d’éthanol et

d’abstinence, conduisent a une augmentation progressive de la consommation d'éthanol et de la
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préférence pour 1’alcool, atteignant ainsi un niveau stable apres plusieurs semaines. Comparée a des
protocoles utilisant un accés continu a I'éthanol, cette procédure donne des niveaux considérablement
plus élevés de consommation d'éthanol (allant jusqu’a 9g/kg/24h) (Wayner and Greenberg, 1972;
Wise, 1973). Ce paradigme a été ré-utilisé de plus en plus dans la derniére décennie en raison de sa

simplicité et de sa grande validité (Carnicella et al., 2008, 2009; Simms et al., 2008).

e Détails du protocole utilisé
Dans le modele de prise intermittente d’alcool, les rats sont hébergés individuellement afin d’évaluer
leur consommation individuelle. Un jour sur deux, les rats ‘alcool’ ont acces pendant 24 heures a deux
bouteilles, 1'une contenant la solution d'éthanol a 20% et l'autre contenant de I'eau du robinet,
permettant une consommation volontaire d'alcool. Lors de chaque exposition, 1'emplacement de la
bouteille d'éthanol est modifié pour éviter les préférences latérales. La consommation d’éthanol et
d’eau est mesurée 24 h apres le début de la séance. Au début de cette procédure, les rats consomment
des quantités relativement faibles d’éthanol (<2,5 g/kg/24 h) (Simms et al., 2008). Cependant, au bout
de 3 a 4 semaines d’entralnement, la consommation augmentent progressivement pour arriver a des
consommations beaucoup plus élevées, 5-6 g/kg/24 h, avec une préférence de 50% d'éthanol
(Carnicella et al., 2008, 2009; Simms et al., 2008). Cette escalade graduelle et le passage d’une
consommation modérée a une consommation excessive d'alcool pourrait mimer la transition de la
consommation modérée "sociale" a la consommation excessive d'alcool chez 1'homme
(Ahmadiantehrani et al., 2014). De plus, Carnicella et ses collegues ont montré qu'environ un tiers de
la quantité totale d'éthanol consommée tout au long de la session de 24 heures est consommé dans les
30 premieres minutes, générant une concentration d’éthanol sanguine supérieure a 80 mg/dl
(Carnicella et al., 2009). Ces observations miment les criteéres de 1'Institut National sur 1'Abus d'Acool

et I'Alcoolisme (NIAAA) pour la consommation excessive d'alcool chez I'homme.
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Chapitre 2 : Mécanismes impliqués dans ’addiction

I. Mécanismes d’action des drogues

1. Cocaine

a. Présentation

La cocaine (ou benzoylméthylecgonine) est une des drogues illicites largement utilisée. Cette drogue
est un alcaloide de tropane dérivé des feuilles d'Erythroxylum coca (Figure 3). C'est une drogue
stimulante ayant des effets de suppression d’appétit et pouvant entrainer une anesthésie lors de son

administration a faibles doses (Dawson and Moffatt, 2012).

\ N
i k

F;'gure 3 : Feuille d ’rythrolumcoca.

Elle se présente généralement sous forme de poudre blanche utilisée en inhalation, mais peut étre
trouvée aussi sous forme de cristaux solides appelés «crack». Le "Crack" est la forme de cocaine, qui
est transformée pour former un cristal (aussi appelé «cocaine freebase») qui peut étre fumé. Les
cristaux sont chauffés pour produire une vapeur qui est absorbée dans le flux sanguin a travers les
poumons (Estroff, 2001). C’est la forme la plus addictive de la cocaine. Les consommateurs de cocaine
recherchent les effets euphorisants de la cocaine (sentiment de bien-étre), ainsi qu’une augmentation

de la confiance en soi et de la vigilance (Isenschmid, 2002).

b. Toxicité a court et long terme

La consommation de cocaine peut causer des effets toxiques indésirables. Les premiers signes
cliniques de toxicité de la cocaine sont généralement des palpitations, 1’épistaxis, la transpiration, les
maux de téte, les tremblements, les spasmes musculaires et I’hyperventilation (Nnadi et al., 2005). La
consommation de cocaine peut mener a des crises d’épilepsie, a des neuropathies optiques, a des

hémorragies intracérébrales, a des ischémies cérébrales multifocales, a une atrophie cérébrale ainsi
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qu’a des infarctus du myocarde pouvant déclencher une ischémie cérébrale globale et un cedéme

(Pereira et al., 2015).

c. Cibles moléculaires de la cocaine

Le mécanisme d’action principal de la cocaine consiste en sa fixation aux transporteurs des
monoamines qu’elle inhibe (Han and Gu, 2006). Ces transporteurs des monoamines, la dopamine
(DAT), la norépinephrine (NET) et la sérotonine (SERT), sont des protéines transmembranaires, qui
en conditions physiologiques, captent les monoamines au niveau de la fente synaptique vers le
compartiment pré-synaptique (pour revue : (Aggarwal and Mortensen, 2017)). Cette recapture est
responsable de la terminaison de la neurotransmission. Aprés recapture, les monoamines sont
dégradées ou stockées a nouveau dans des vésicules de stockage. Par conséquent, en présence de
cocaine, les monoamines, s’accumulent dans 1’espace extracellulaire et les neurotransmissions sont
actives de fagcon plus intense et plus prolongée (Figure 4). Bien que la cocaine inhibe aussi les
transporteurs de la norépinephrine et la sérotonine, ses actions au sein du systéme dopaminergique
semblent principalement impliquées dans les effets renforcants et psychomoteurs de cette drogue (Hall

et al., 2004).

Figure 4 : Schéma représentant une synapse en absence de cocaine (a gauche) et en présence de
cocaine (a droite).
La cocaine se fixe sur le transporteur de la dopamine bloquant ainsi sa recapture. Ce blocage engendre alors
une augmentation de la dopamine au niveau synaptique, qui sera par la suite responsable de la potentialisation

de la neurotransmission dopaminergique (McFarland and Kalivas, 2001).

1. Effets de la fixation de la cocaine sur le transporteur dopaminergique

Des études de microdialyse in vivo ont montré une augmentation de la concentration de dopamine

(DA) au niveau des synapses du NAc et du striatum dorsal suite a 1’administration de cocaine aigué
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(Di Chiara and Imperato, 1988). Cette augmentation a également été décrite dans I’ATV (Reith et al.,
1997) et dans le CPF (Maisonneuve et al., 1990). De plus, suite a une administration intrapéritonéale
de cocaine, une augmentation de I’activité locomotrice a ét¢ observée (Yeh and Haertzen, 1991). De
facon intéressante, des souris n’exprimant pas le DAT (knock out), recevant des injections répétées de
cocaine ne présentent pas d’augmentation d’activité locomotrice comme celle décrite chez les souris
sauvages (Chen et al., 2006; Giros et al., 1996; Rocha, 2003). Toutefois, ces souris ont une activité
basale plus élevée, ce qui a amené les chercheurs a conclure que I’activité locomotrice accrue observée
lors de 1’administration de cocaine (aigu¢ ou répétée) serait médiée par son action sur le DAT. De
facon surprenante, dans un protocole d’AA de cocaine, ces souris acquiérent et maintiennent quand
méme le comportement d’AA. Ceci suggére que la cocaine interagit avec d’autres cibles que la DAT,
comme par exemple le NET ou le SERT , qui pourrait participer a la mise en place et au maintien

d’une auto-administration de cocaine chez ces souris DAT -/- (Rocha, 2003).

1.  Conséquence de la libération de la dopamine au niveau de la synapse : activation des

récepteurs dopaminergiques

Suite a son accumulation dans la fente synaptique, la DA se fixe a des récepteurs ce qui active des
voies de transduction spécifiques. Les récepteurs dopaminergiques, qui sont des récepteurs couplés
aux protéines G, sont codés par 5 genes différents. Ils sont divisés en deux sous- familles suivant la
nature de la protéine G a laquelle ils sont couplés:

- la famille des récepteurs de type D1, comprenant les sous-types D1 et D5 couplés a la protéine Gs
qui augmente 1’activité de I’adénylate cyclase.

- la famille des récepteurs de type D2 comprenant les sous types D2, D3, D4 couplés a la protéine Gi
qui diminue I’activité de I’adénylate cyclase et autres effecteurs tels que les canaux calciques de type
L (Pour revue Jaber et al., 1996).

Les récepteurs de type D1 se trouvent strictement au niveau post synaptique. Quand les récepteurs
D1 sont activés par la fixation d’un agoniste, ils induisent la formation d’adénosine monophosphate
cyclique (AMPc) suite a I’activation de 1’adénylate cyclase (AC) par la protéine Gs. La formation de
I’ AMPc va activer plusieurs cibles dont la protéine kinase A (PKA) (Jackson and Westlind-Danielsson,
1994). Les réactions qui s’ensuivent déclencheront une dépolarisation causant alors une augmentation
de la fréquence d’émission des potentiels d’action au niveau post-synaptique (Beaulieu and
Gainetdinov, 2011).

Les récepteurs de type D2 se trouvent au niveau présynaptique et au niveau post synaptique. Au
niveau présynaptique, ils jouent un role d’auto-régulateur de la synapse en contrélant la synthese et la

libération des neurotransmetteurs (Wolf and Roth, 1990). Ceci permet un rétrocontrdle négatif et
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aboutit a une diminution de la libération de neuromédiateur au niveau présynaptique en inhibant son
exocytose. Au niveau post-synaptique, lorsque les récepteurs dopaminergiques de type D2 lient la DA,
la protéine Gi induit une diminution du taux d’AMPc en inhibant I’AC et induisant une diminution de
I’activit¢ de la PKA. Cette diminution engendre une hyperpolarisation au niveau postsynaptique

(Beaulieu and Gainetdinov, 2011; Jaber et al., 1996).

2. Alcool : Cibles moléculaires
L’éthanol interagit principalement avec deux récepteurs membranaires: des récepteurs de type
ionotropique qui lient 1’acide y-amino-butyrique (GABA) et I’acide N-méthyl-D-aspartique (NMDA)
(pour revue Erdozain and Callado, 2014). La conséquence de I’action de I’alcool sur ces cibles
moléculaires est une modulation d’autres systeémes tels que le systéme dopaminergiques et opioides
(Erdozain and Callado, 2014). En outre, les systémes sérotoninergique, noradrénergique, le systéme
libérant la corticotropine ainsi que le systéme cannabinoide semblent jouer un réle important dans la
neurobiologie de l'alcoolisme (Erdozain and Callado, 2014; Gilpin and Koob, 2008) (figure 5). Dans
le paragraphe suivant, nous nous focaliserons sur I’action de 1’alcool sur le systéme glutamatergique

et gabaergique.

a. Effet de 1’alcool sur le systéme gabaergique

1.  Présentation du systétme GABA

Le GABA ou acide y-amino-butyrique est le principal neurotransmetteur ayant un effet inhibiteur dans
le cerveau (Barnard et al., 1998; Gilpin and Koob, 2008; Obata, 2013). Les récepteurs gabaergiques
sont classifiés en deux sous-types : GABAA et GABAB (Chebib and Johnston, 1999). Le complexe
protéique du récepteur GABAA est composé de cing sous-unités, assemblées pour former un canal
dans la membrane plasmique permettant le passage des ions chlorure. L’activation du récepteur mene
a l'ouverture du canal, permettant I'entrée d'ions chlorure, produisant une hyperpolarisation de la
membrane et une diminution de l'excitabilité neuronale (Baur et al., 2006). Le récepteur GABAB est
un récepteur métabotropique couplés a une protéine Go/Gi inhibitrices (Chebib and Johnston, 1999).
Au niveau présynaptique, I’activation de ces récepteurs inhibe 1’activité de 1’adénylate cyclase et des
canaux calciques voltages dépendants bloquant ainsi la libération des neurotransmetteurs. Au niveau
post-synaptique, leur activation entraine une inhibition des canaux cationiques, entrainant une
hyperpolarisation de la membrane et une diminution de 1'excitabilité¢ neuronale (Bowery et al., 2002).
Le systtme GABAergique joue un réle important dans les effets comportementaux de 1'éthanol. En

effet, I’éthanol active les récepteurs GABAA (Chebib and Johnston, 1999). Ils se lient aux différentes
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parties du récepteur, soit dans la région extracellulaire ou au niveau du domaine du canal, modulant

donc l'activité du canal anionique.
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Figure 5 : Mécanisme d’action de [’alcool.
L’alcool stimule la libération des opioides endogenes et 1’activité des récepteurs GABA (marquée par «Alcohol
+») dans ’ATV, et inhibe la libération du glutamate au niveau des terminaisons nerveuses projetant vers les
neurones dopaminergiques au niveau du NAc (marqué par “Alcool-"). Ces actions favorisent la transmission

dopaminergique (Connor et al., 2016).

1. Conséquences de I’exposition aigué a 1’alcool sur le systéme GABA

L’exposition aigué a [’éthanol engendre une potentialisation de P’activit¢é des récepteurs
GABAergiques. L’alcool se fixe directement aux récepteurs GABAA engendrant ainsi les effets
comportementaux tels que les effets sédatifs, anxiolytiques et moteurs par une amplification des
inhibitions GABAergiques (Lobo and Harris, 2008). Une exposition des coupes hippocampique de rat
a I’éthanol augmente la fréquence spontanée et ’amplitude des courants inhibiteurs post-synaptiques
(IPSCs) cela suggere que I’exposition aigué I’éthanol active les récepteurs GABA et stimule la
libération de GABA (Carta, 2004; Sanna, 2004). L’augmentation de la transmission gabaergique est
observée dans I’hippocampe (Carta et al., 2003), dans le NAc (Crowder et al., 2006; Nie et al., 2000),
et dans I’amygdale (Roberto et al., 2003). Cette augmentation de 1’effet inhibiteur de GABA sera

responsable de I’effet sédatif de 1’exposition aigué a 1’alcool.

111. Conséquences de ’exposition chronique a ’alcool sur le systeme GABA

L’exposition chronique a I’alcool désensibilise les récepteurs GABA en paralléle a une augmentation

de la neurotransmission glutamatergique (détaillée dans le paragraphe suivant). L’administration
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chronique d’éthanol induit une altération de I’expression des sous-unités des récepteurs GABA dans
différentes structures du cerveau. Une exposition chronique a I’éthanol cause une augmentation de la
sous unité¢ 04 du récepteur GABA au niveau du cortex cérébral et de I’hypothalamus (Devaud et al.,
2002). En effet, Kumar et al. ont montré une diminution de 1’expression de la sous-unit¢ a 1 du
récepteur GABAA dans des cellules corticales en culture en réponse a un traitement par 1’éthanol
(Kumar et al., 2010). Ces récepteurs contenant plus de sous unité a 4 et moins de o 1 seront moins
sensibles a I’alcool. Ceci peut étre responsable du développement de la tolérance a 1’éthanol (Liang et
al., 2000).

De plus, Cagetti et al ont montré que 1’exposition chronique a 1’éthanol engendre des changements
dans la fonction du récepteur GABAA au niveau de I’hippocampe chez les rats ayant subi une
exposition intermittente a ’alcool suivie par 2 jours d’abstinence (Cagetti, 2003), tels qu’une
diminution de la fréquence et de I’amplitude des courants postsynaptiques inhibiteurs (mIPSCs). Cette

diminution correspond & une augmentation de 1’excitabilité neuronale (Kumar et al., 2010) .

b. Effet de ’alcool sur le systéme glutamatergique

1. Présentation du systéme glutamatergique

Le glutamate est le principal neurotransmetteur excitateur du systéme nerveux central et est aussi
impliqué dans les effets pharmacologiques de I’éthanol. Les récepteurs au glutamate sont répartis en
deux groupes. Le 1°" groupe correspond a des récepteurs ionotropiques et comprend les récepteurs
NMDA, AMPA ou a-amino-3-hydroxyl-5-méthyl-4-isoxazole-propionique acide et kainate (Traynelis
et al., 2010). Le récepteur NMDA est composé de quatre sous-unités formant un canal cationique.
L'activation du récepteur conduit a une augmentation de la perméabilité du canal pour les cations Na*,
K*, et principalement pour Ca®*, entrainant une dépolarisation de la membrane neuronale (Traynelis
etal., 2010). Le récepteur AMPA est également un récepteur tétramérique, constitué de deux paires de
sous-unités (Glurl a GluAr4). Il est principalement perméable aux ions Na* et K*. Dans les conditions
basale, les récepteurs AMPA sont souvent constitués de sous-unités Glur2 associé a Glurl ou Glur3
(Dingledine, 1999), ces récepteurs ne sont pas perméables aux Ca?". Quand les récepteurs AMPA sont
dépourvus de Glur2, ils sont plus perméables au Ca?" et ont une plus grande conductance (Isaac et al.,
2007; Washburn and Dingledine, 1996).

Le deuxieme groupe correspond a des récepteurs métabotropiques classés en trois sous-groupes en
fonction de la séquence de leur géne plus ou moins homologue, de leur pharmacologie et de la voie de
transduction a laquelle ils sont couplés. Le groupe 1 comprend les récepteurs mGluR 1 et mGluRS, qui

sont couplés positivement a une protéine Gq, le groupe 2 comprend les récepteurs mGIluR2 et mGIuR3
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et le groupe 3 comprenant les récepteurs mGluR4, mGIluR6, mGIluR7 et mGIuRS. Tous les mGluRs
du groupe 2 et 3 sont couplés a une protéine Gi/Go (Niswender and Conn, 2010).

Une exposition aigué a l'alcool réduit les niveaux de glutamate extracellulaire dans le striatum (Carboni
et al., 1993) et diminue la transmission glutamatergique dans le noyau central de 1'amygdale (Roberto,
2004). L'action de I'éthanol au sein du systéme glutamatergique repose principalement sur ses effets
sur les récepteurs de type ionotropes particuliérement sur les récepteurs NMDA car ces derniers sont
les plus sensibles aux effets de I'é¢thanol, méme si les récepteurs AMPA et kainate sont également

modulés par cette drogue (Dodd et al., 2000).

1. Conséquences de ’exposition aigué a I’alcool sur le systéme glutamatergique

Une exposition aigu€ a I’éthanol inhibe le courant médié par les récepteurs NMDA sur des neurones
en culture (i.e. in vitro) (Lovinger et al., 1989). Une diminution de la concentration en glutamate
extracellulaire est observée suite a une injection aigiie d’alcool (2g/kg) dans une étude de microdialyse
in vivo dans le noyau accumbens chez le rat (Carboni et al., 1993). Les récepteurs NMDA sont les plus
sensibles aux effets de I’alcool (Hoffman et al., 1989) et sont impliqués dans la plasticité synaptique
induite par I’é¢thanol. L'éthanol en aigu inhibe le phénoméne de potentialisation a long terme, qui est
important dans l'apprentissage et dans la mémoire observé dans le cadre de I’addiction a 1’alcool (De
Ferron et al., 2016; Morrisett and Swartzwelder, 1993), via les récepteurs NMDA (Givens and
McMahon, 1995).

111. Conséquences de ’exposition chronique a ’alcool sur le systéme glutamatergique

L’exposition chronique a 1’alcool favorise une augmentation de la densité en récepteurs au glutamate.
Ce ci engendre une amplification de la transmission glutamatergique dépendantes de la NMDA causant
une hyperglutamatergie observée lors de I’exposition chronique a I’éthanol. Cette hyperglutamatergie
NMDA-dépendante est associée a une favorisation de la mémoire et de 1’apprentissage associé¢s aux
drogues (Bernier et al., 2011).

Une consommation chronique d'éthanol produit une augmentation du nombre des récepteurs
glutamatergiques ainsi qu’une augmentation de 1’affinité du récepteur pour ses ligands (Hoffman and
Tabakoff, 1994). L’expression des sous unités du récepteur NMDA est aussi altérée. Plusieurs études
ont montré une augmentation de I’expression des génes ainsi que les protéines des sous unités des
récepteurs NMDA suite a 1’exposition chronique a 1’éthanol chez les rongeurs (Snell et al., 1996;
Trevisan et al., 2008). Une augmentation de 1’expression de la sous unité GluN2B et une diminution
de GluN2A sont observés apres une prise chronique d’alcool (Meinhardt et al., 2013). Apres ’arrét de

la consommation de 1’éthanol une augmentation de la libération de glutamate au niveau du NAc
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(Dahchour et al., 1998), du striatum (Rossetti and Carboni, 1995) et de ’hippocampe (Dahchour and
De Witte, 1999) est observée. Cette augmentation apparait directement 24 h aprés 1’arrét de
I’exposition a I’éthanol (Melendez et al., 2005).

De plus, suite a une courte période d’abstinence, une augmentation du taux de glutamate au niveau
synaptique était observée au niveau du NAc suite a un protocole d’exposition chronique par inhalation
de vapeurs d’éthanol (Dahchour and De Witte, 2003). Cette augmentation était également observé
suite a une abstinence plus prolongée (7 jours) (Griffin et al., 2014). Cette augmentation du glutamate
était observée chez des sujets alcoolo-dépendant au niveau du cortex préfrontal dorsomédian (mesurée
par spectroscopie du proton par résonance magnétique), et est accompagnée par des niveaux de
craving ¢levés (Frye et al., 2016). L’activation glutamatergique se produisant a court terme, joue un
role important dans le syndrome de sevrage alcoolique, y compris le delirium tremens ainsi que les

crises épileptiques observées lors de ’arrét de cette drogue (Hughes, 2009).

II. Structures cérébrales ciblées par les drogues d’abus

Les drogues d’abus, quel que soit leur mode d’action cellulaire, vont entrainer une stimulation de la
neurotransmission dopaminergiques, qui constituent le systétme mésocorticolimbique. Les
changements au sein de ce circuit seraient en partie responsables de 1’addiction. L’action des de la

cocaine et de I’alcool au sein de ce systéme sera présentée dans ce qui suit.

1. Anatomie du systéme systéme mésocorticolimbique
Le systéme mésocorticolimbique est un circuit neuronal divisé principalement en deux voies : la voie
mésolimbique et la voie mésocorticale. La voie mésolimbique est constituée des neurones
dopaminergiques provenant de ’ATV et projetant vers le NAc, I’amygdale et I’hippocampe, et la voie
mésocorticale est constituée des neurones de I’ATV projetant vers le CPF, le cortex cingulaire
antérieur (ACC) ainsi que le cortex orbitofrontal (OFC) (Figure 6). Le systéme mésocorticolimbique
associe une sensation de plaisir/récompense aux activités promouvant la survie de 1’espéce telles que
la prise de nourriture, la reproduction, les interactions sociales (Volkow, 2010). En parall¢le, ces
activités conduisent aussi a 1’activation des centres de la mémoire comme I’hippocampe afin de
mémoriser et reproduire ces activités, et y associer I’environnement dans lequel la récompense a été
obtenue pour que le comportement soit reproduit (Miendlarzewska et al., 2016). La récompense est
principalement médiée par la DA. Lorsque la transmission dopaminergique est stimulée, elle produit

une sensation agréable.
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Figure 6 : Schéma représentant les différentes structures du systeme mésocorticolimbique et leurs

projections.
Les projections dopaminergiques (en vert) provenant de I’ATV et projetant vers le NAc et le CPF libérent de la
dopamine en réponse a des stimuli liés a la récompense. Ils sont contr6lés par les neurones glutamatergiques
(en rouge) ayant un pouvoir excitateur, et les neurones gabaergiques ayant un pouvoir inhibiteur. Les neurones
glutamatergiques provenant du CPF, de 1’amygdale (AMY) et de I’hippocampe (HIPP) projettent
principalement en direction du NAc. Les neurones GABAergiques provenant du NAc projettent principalement
en direction de I’ATV. Abbréviations : NAc: noyau accumbens, VTA : aire tegmentale ventrale, PFC : cortex

préfrontal, AMY : amygdale, LH: hypothalamus latéral, HIPP : Hippocampe(Russo and Nestler, 2013).

2. Principales structures constituant le syst¢éme de mésocorticolimbique

a. L’aire tegmentale ventrale (ATV)

i.  Présentation
L’ATYV est une région cérébrale hétérogéne composée en grande partie de neurones dopaminergiques
(60-65%), des neurones GABAergiques (~ 30-35%), qui régulent I’activité des neurones
dopaminergiques (Nair-Roberts et al., 2008), et une plus faible proportion des neurones

glutamatergiques (2-3%) (Nair-Roberts et al., 2008; Swanson, 1982).

ii.  Projections
Grace aux études fonctionnelles, une hétérogénéité a pu étre démontrée parmi les neurones
dopaminergiques de ’ATV. En effet, deux sous-types ont été caractérisés en fonction de leurs
projections : un sous type projette vers le Nac, I'amygdale et I’hippocampe (mésolimbiques) et 1’autre

projette vers le CPF (mésocorticaux) (Figure 7). Ces sous-types de neurones se distinguent par ailleurs
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par leurs propriétés électrophysiologiques distinctes (Lammel et al., 2008, 2014). Par exemple, un
stimulus récompensant (cocaine) module sélectivement les neurones dopaminergiques qui projettent
vers le NAc, contrairement a un stimulus aversif (injection de formol dans la patte arriére) qui module
plutot les neurones dopaminergiques projettant vers le cortex préfrontal médian (CPFm) (Lammel et
al., 2011). Des différences peuvent étre aussi observées au niveau des conséquences comportementales
induites : I’activation des neurones glutamatergiques dans le tegmentum dorsolatéral qui stimulent les
neurones dopaminergiques de I’ATV projetant vers le NAc induit une récompense, tandis que
l'activation des neurones glutamatergiques de 1’habenula latérale qui innervent les neurones
dopaminergiques de I’ATV projetant vers le CPFm induit une aversion (Lammel et al., 2012).

Les neurones GABAergiques modulent I’activité des neurones dopaminergiques (Tan et al., 2012; Van
Zessen et al., 2012) et projettent vers le pallidum ventral, I’hypothalamus latéral, et a une proportion
mineure vers I’amygdale, le CPF et le NAc (Brown et al., 2012; Carr and Sesack, 2000; Smith et al.,
2016). Ces neurones sont régulés par des afférences ayant un pouvoir inhibiteur provenant du NAc et

par des afférences ayant un pouvoir excitateur provenant du CPF (Stuber et al., 2012).

1. Role dans 1’addiction

La stimulation des neurones dopaminergiques de ’ATV et la libération de DA au niveau des sites de
projection, notamment le NAc, produit des effets récompensants. Les études ont montré I’implication
de I’ATV de maniére critique dans les effets induits par les drogues d’abus. En effet, I’ATV est requise
pour la sensibilisation comportementale induite par la cocaine (Vanderschuren and Kalivas, 2000). Par
exemple, des injections répétées de cocaine dans le cadre d’une sensibilisation comportementale
engendre une augmentation de la concentration extracellulaire de dopamine au niveau de cette

structure ainsi qu’une augmentation de 1’activité locomotrice de facon dose-dépendante (Kalivas and

Dufty, 1993).

De plus, elle joue également un rdle dans la réinstallation du comportement d’auto-administration suite
a un stress, un stimulus environnementale (cues) ou a une injection de drogues chez les rats entrainés
a I’auto-administration de cocaine (Kalivas et al., 2005; Kalivas and McFarland, 2003; Mahler et al.,
2014; McFarland and Kalivas, 2001). Par exemple, dans une étude de Kalivas et al., I’inactivation de
I’ATV en utilisant des agonistes gabaergiques (bacloféne et muscimol) prévient la recherche de
drogues suite a une injection de cocaine (priming) dans un modéle de rechute chez le rat (Kalivas et
al., 2005).

Cette structure joue également un role dans I’addiction a 1’alcool. L’ATV est impliquée dans la

sensibilisation comportementale induite par 1’alcool (Didone et al., 2016). Des microinjections
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d’agonistes dopaminergiques D2 au niveau de cette structure (I’ATV antérieure), inhibant 1’activité
dopaminergique chez des rats préférant de 1’alcool (P), diminue les réponses opérantes pour 1’éthanol
(Nowak et al., 2000). De plus, les rats préférant I’alcool (P) s’auto-administrent 1’éthanol directement

dans cette structure (Gatto et al., 1994).
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Figure 7 : Projections et afférences de [’ATV.
Les neurones dopaminergiques de I’ATV projettent vers la BLA, le CPFm et le NAc. Ces neurones regoivent
des afférences excitatrices provenant de 1’hypothalamus latéral, du CPFm, et des afférences inhibitrices
provenant de ’amygdale. Les neurones gabaergiques de I’ATV projettent vers les neurones dopaminergiques
voisins ainsi que vers le CPFm et le NAc. Ces neurones regoivent également des afférences excitatrices

provenant de 1’habenula latérale et des afférences inhibitrices du NAc (Stuber et al., 2012).

Les comportements dépendant de I’ATV sont souvent médiés par les neurones dopaminergiques, mais
des preuves de plus en plus nombreuses montrent I'implication de neurones non dopaminergiques de
I’ATV dans la régulation du comportement addictif. Des ¢études utilisant des techniques
d’optogénétiques ont montré que I'activation des neurones GABA de I’ATV produit une aversion en
temps réel par inhibition de ’activité des neurones dopaminergiques et une inhibition de ces neurones

produit une préférence pour la drogue (Tan et al., 2012; Van Zessen et al., 2012).
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Pour conclure, I’activation dopaminergique au niveau de cette structure, sera a la base des
renforcements des connexions avec les autres structures du systéme mésocorticolimbique. Ceci va étre

responsable des neuroadaptations responsable de 1’installation de 1’addiction.

b. Le noyau accumbens (NAc)

i.  Présentation
Le NAc est une structure située dans la partie ventrale du striatum et qui est constitué¢e de deux sous-
régions différentes du point de vue morphologique et fonctionnel : le core et le shell (Di Chiara, 2002;
Zaborszky et al., 1985). Cette structure est indispensable pour le traitement et I’intégration des
informations capable d’associer une valeur renfor¢cante et récompensante a un stimulus (Di Chiara,

2002).

it.  Projections
Dans cette structure, la dopamine exerce ses effets via l'activation des récepteurs dopaminergiques
situés sur les neurones de projection épineux de taille moyenne ou « MSN » (Medium Spiny Neurons),
qui forment 95% des cellules du NAc. Les MSN sont des neurones de projection GABAergiques
(Figure 8). Ils sont séparées en 2 classes suivant le type de récepteurs dopaminergiques exprimés a
leur surface (MSN de type D1 et D2) et les neuropeptides qu’ils libérent (dynorphine ou enképhaline)
(Matamales et al., 2009), ainsi que leurs sites de projections (voie directe et indirecte). Les MSN
exprimant les récepteurs de type D1 constituent la voie directe et projettent directement vers I’ATV et
les MSN de type D2 forment la voie indirecte et projettent vers I’ATV avec un relai vers le pallidum
ventral. Cette division stricte entre les deux types de MSNs est cependant controversée dans le NAc
(Bertran-Gonzalez et al., 2010; Matamales et al., 2009). Les MSN du NAc regoivent des projections
glutamatergiques provenant de plusieurs régions limbiques et corticales, tels que le CPF, 1'hippocampe
ventral (VHIPP), et ’amygdale basolatérale (BLA) et des afférences dopaminergiques de I’ATV
(Floresco, 2015; Sesack and Grace, 2010). Ces afférences donnent a cette structure un réle de centre
d’intégration de I’information qui sera ensuite envoyée vers la substance noire, ’ATV et le pallidum

ventral.

11l. Role dans 1’addiction

e Cocaine
Le r6le du NAc dans I’addiction était le sujet de nombreuses études utilisant des approches

d’optogénétiques (Lenz and Lobo, 2013). Les études d’optogénétiques ont montré qu’une
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hyperexcitation spécifique des MSN exprimant le récepteur D1 engendre une augmentation
significative de la sensibilité a la cocaine chez la souris (Lobo et al., 2010) dans un protocole de
préférence de place et I’inhibition de ces méme neurones est responsable du blocage de la
sensibilisation comportementale a ’amphétamine (Ferguson et al., 2011). Alors qu’aprés une
stimulation des MSN exprimant le récepteur D2 par optogénétique, on observe une diminution de la
sensibilité aux effets récompensant de la cocaine et une inhibition du comportement de recherche de

drogue (Bock et al., 2013).
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Figure 8 : Afférences et efféerences du NAc.
Le noyau accumbens est divisé en deux sous-regions le core (NacC) et le shell (NAcS). Cette structure recoit
des projections glutamatergiques (en vert) provenant de I’amygdale, du CPF, de I’hippocampe et des projections
dopaminergiques provenant de I’ATV. Le NAc envoie également des projections entre autre vers I’ATV (en
bleu, la voie directe D1) et vers le pallidum ventral (en orange, la voie indirecte D2).
Abréviations : mPFC : Cortex préfrontal médian; VTA : aire tegmentale ventrale ; SN : Substance noire ; D1 :

Récepteur dopaminergique D1 ; D2 : Récepteur dopaminergique D2 (Francis and Lobo, 2017).

Plusieurs études montrent que la transmission glutamatergique au niveau de cette structure est
impliquée dans la sensibilisation comportementale a la cocaine. Des injections répétées de cocaine
chez les rats engendrent une diminution de Glurl au niveau du NAc des rats qui ont sensibilisés a la
drogue (Churchill et al., 1999).

De plus, I’activité glutamatergique au sein du NAc joue un réle important dans la recherche de drogues.
En effet, I’injection d’un agoniste des récepteurs AMPA au niveau du NAc engendre la réinstallation
du comportement de recherche de cocaine, tandis que la micro injection d'un antagoniste des récepteurs
AMPA dans cette méme structure empéche la réinstallation de ce comportement (Cornish et al., 1999;

Ping et al., 2008).
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e Alcool

Une augmentation de la libération de DA était observée au niveau du NAc en réponse a une injection
intrapéritonéale d’éthanol chez le rat (Imperato and Di Chiara, 1986). Chez les rats ayant subi des
lésions dopaminergiques au niveau du NAc par la 6-OHDA, une diminution de la consommation
d’éthanol chez les rats est observée (Kiianmaa, 1980) ainsi qu’une diminution de I’AA de 1’éthanol
(Rassnick et al., 1993). L’augmentation de la libération de la DA au niveau de cette structure était aussi
observée aprés 1’ingestion d’éthanol chez I’homme, par diminution de la capacité de la fixation du
raclopride au niveau du Nac, indiquant ainsi une augmentation de la dopamine extracellulaire (Boileau
et al.,, 2003).

L’activité glutamatergique au sein du NAc joue un rdle important dans 1’expression de la
sensibilisation comportementale a 1’éthanol et pas dans 1’induction (Nona and Nobrega, 2018). En
effet, une injection d’antagoniste des récepteurs NMDA avec 1’éthanol bloque I’expression de la
sensibilisation sans bloquer le développement de cette sensibilisation (Nona and Nobrega, 2018).

Au niveau de cette structure, une diminution de la concentration extracellulaire de DA est décrite

durant une courte période de sevrage pour 1’alcool et pour la cocaine (Rossetti et al., 1992).

c. L’amygdale

1.  Présentation

L’amygdale est une région composée majoritairement de neurones pyramidaux glutamatergiques (70
a 75 %) et d’interneurones GABAergiques (Millhouse and DeOlmos, 1983). Cette structure,
appartenant au systéme limbique, permet ’association de réponses conditionnées a un stimulus
(Murray and Baxter, 2002). Elle joue un rdle crucial dans la cognition et les émotions, ainsi que dans
I’apprentissage et la prise de décision (Pour revue,(Benarroch, 2015)). L’amygdale est formée par trois
sous—régions : 1’amygdale basolatérale (BLA), I’amygdale centromédiale (CeMA) et I’amygdale
corticale (CO) (Pour revue, Benarroch, 2015; Knapska et al., 2007).

ii.  Projections
L’amygdale recoit majoritairement des afférences glutamatergiques provenant du cortex et du
thalamus et des afférences dopaminergiques provenant de I’ATV et de la substance noire (Pour revue,
Alheid, 2006; Knapska et al., 2007; Wassum and Izquierdo, 2015). Elle envoie principalement des
projections vers le CPF, le Nac et le noyau du lit de la strie terminale (BNST : Bed Nucleus of the Stria

Terminalis).
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111. Role dans 1’addiction

Plusieurs arguments sont en faveur d’un réle de I’amygdale dans I’addiction. En effet, une
administration d’antagonistes des récepteurs glutamatergiques NMDA dans cette structure bloque la
sensibilisation comportementale induite par la cocaine chez des souris (Kalivas and Alesdatter, 1993).
La BLA participe a I’apprentissage li¢ a la récompense et a la prise de décision (Wassum and Izquierdo,
2015). Par exemple, dans un protocole d’AA de cocaine, un stimulus conditionné associ¢ a la drogue
déclenche 1’augmentation de dopamine extracellulaire au niveau de cette structure (Weiss et al., 2000).
Pelloux et al. ont trouvé que les rats ayant subi des Iésions au niveau de la BLA augmentaient leurs
réponses a la recherche de cocaine malgré la punition (Pelloux et al., 2013). Ceci montre une évaluation
des risques aberrante chez ces rats suite a I’exposition a la cocaine. D’ou suite a 1’exposition a la
cocaine, les rats présentent une sensibilité réduite au colt et une sensibilité accrue a la récompense,
ces effets peuvent étre en partie médiés par la BLA.

La CeMA joue un role dans I’anxiété qui apparait durant I’abstinence suite a 1’exposition chronique
aux drogues. Par exemple, le facteur de libération de la corticotropine (CRF) est un neuropeptide
synthétisé dans les neurones de la CeMA (Cassell et al., 1986). Ce neuropeptide est libéré localement
dans cette structure et dans les sites de projection tels que le BNST. Il joue un rdle dans la régulation
de I’état affectif négatif associé a I’abstinence (Koob, 2010). Une augmentation du CRF extracellulaire
était observée durant I’abstinence suite & un protocole d’AA de cocaine (Richter and Weiss, 1999), et
suite a une exposition a 1’éthanol (Menzaghi et al., 1994). De plus, I’injection d’un antagoniste du
récepteur de CRF dans cette structure diminue le comportement anxieux associé a I’abstinence a

I’éthanol (Rassnick et al., 1993).

d. L’hippocampe

1.  Présentation

L’hippocampe est une structure limbique composée de neurones glutamatergiques constituant 90 %
de la population cellulaire et d’interneurones GABAergiques inhibiteurs constituant environ 10% de
la population cellulaire de I'hippocampe (Vizi and Kiss, 1998). L'hippocampe est subdivisé¢ dans les
zones 1 et 3 de la corne d'Ammon (CA1 et CA3) et le gyrus denté (DG) (Castilla-Ortega et al., 2016).
L’hippocampe est formé de deux sous régions : une ventrale et une dorsale. La région dorsale est
connue pour son réle dans la cognition et la région ventrale est connue pour son réle dans les émotions
(Fanselow and Dong, 2010).

L’hippocampe joue un role clé dans la «mémoire déclarative» qui englobe la mémoire des

connaissances, des faits et des concepts (mémoire sémantique), la mémoire de nos expériences de vie
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(mémoire épisodique) et la mémoire des stimuli contextuels (mémoire spatiale) (Squire, 1992; Tulving
and Markowitsch, 1998). L hippocampe favorise également I’expression de l'anxiété et de la peur et
régule la réponse neuroendocrinienne au stress sur laquelle elle exerce un rétrocontréle inhibiteur
(Bannerman et al., 2004; Levone et al., 2015).
ii.  Projections

L'hippocampe établit des connexions glutamatergiques réciproques avec le CPF et la BLA. Il envoie
des projections glutamatergiques vers le NAc (provenant de I’hippocampe ventral) et le
septum (provenant de I’hippocampe dorsal) (Castilla-Ortega et al., 2016), et recoit des projections
dopaminergiques de I’ATV (Figure 9).
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Figure 9 : Représentation des projections dopaminergiques de I’ATV et de la connectivité de
[’hippocampe.
(A) L’ATV est fortement activée en réponse aux drogues d’abus, tels que la cocaine, qui libére la dopamine au
niveau des structures striatales et limbiques, y compris I’hippocampe. (B) L'hippocampe et les autres zones
modulées par les neurones dopaminergiques sont largement interconnectées et modulent l'activité de ’ATV.
L’ATV peut étre stimulée ou inhibée selon les afférences qu’elle regoit : les projections glutamatergiques sont
excitatrices (en bleu) et les projections GABAergiques sont inhibitrices (en vert). (C) Une représentation
détaillée des deux circuits dans le cerveau du rat, permettant a 1’hippocampe dorsal et ventral de moduler
I’activité dopaminergique de la VTA. En utilisant ’'une ou ’autre de ces voies, les projections excitatrices de
I’hippocampe stimuleraient les zones inhibitrices qui, a leur tour, inhibent les zones fournissant des projections
GABAergique aux neurones dopaminergiques de I’ATV, ce qui stimule la libération de dopamine(Castilla-

Ortega et al., 2016).
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111. Role dans 1’addiction

L’hippocampe semble étre impliqué dans 1’addiction de par ses connections avec les autres structures
du systéme mésocorticolimbique (Castilla-Ortega et al., 2016). D’une part, les projections
dopaminergiques de I’ATV régulent la plasticité et la fonction de I’hippocampe (Ghanbarian and
Motamedi, 2013; Rossato et al., 2009). D'autre part, I'hippocampe potentialise I'activité de I’ ATV par
ses projections vers le NAc qui projettent vers I’ATV (Floresco and Jentsch, 2011; Luo et al., 2011).
Des Iésions au niveau hippocampiques engendrent une diminution du comportement de prise ainsi que
le comportement de recherche chez les rats dans un protocole d’AA (Caine et al., 2001).

Il est impliqué également dans I’extinction du comportement de recherche de cocaine lorsque la
cocaine n’est plus disponible (Szalay et al., 2011, 2013), et enfin, il est nécessaire dans la réinstallation
du comportement de recherche déclenché par le contexte (Fuchs et al., 2007; Lasseter et al., 2010b;

Luo et al., 2011), ou par une nouvelle dose de cocaine (Fuchs et al., 2005; Miller and Cohen, 2001).

e. Le cortex préfrontal (CPF)

i.  Présentation

Le CPF est une région corticale qui se situe antérieurement aux régions motrices et prémotrices. Elle
est constituée de deux types des neurones : une majorité de neurones glutamatergiques (85%) ayant un
effet excitateur et une minorité d’interneurones GABAergiques ayant un effet inhibiteurs (Seamans et
al., 2001), modulant des différentes structures corticales et sous corticales (Fuster, 2001). En
interagissant avec ces autres structures, le cortex préfrontal joue un role dans I’intégration des
informations conduisant a la réalisation des processus exécutifs et la prise de décision.

Deux sous-régions constituent le cortex préfrontal chez le rongeur : le cortex orbito-frontal (COF) et
le CPF médian (CPFm) (équivaut au cortex préfrontal dorsolatéral (CPFdl) chez I’Homme) (Granon
and Poucet, 2000; Uylings et al., 2003). Ce dernier est composé lui aussi de trois sous régions : le
cortex prélimbique (PrL) et le cortex infralimbique (IL) ainsi que I’ACC (Granon and Poucet, 2000)).
Chaque région du CPF joue un role différent d’un point de vue physiologique. L’ACC est impliqué
dans I’apprentissage attentionnel sélectif capable d’évaluer I’importance de 1’action. Elle joue un role
important dans 1’association d’une valeur a une action donnée (Camille et al., 2011; Rushworth et al.,
2011). Le PrL, est impliqué dans la formation d’une stratégie pour obtenir un but et I’IL est responsable
de la sélection de la stratégie la plus convenable pour 1’obtention de ce but (Oualian and Gisquet-
Verrier, 2010; Rich and Shapiro, 2009). Ces deux régions constituent un lieu d’intégration
d’informations liées a I’espace et a la mémoire ainsi qu’au processus d’attention (Camille et al., 2011;

Delatour and Gisquet-Verrier, 2001; Granon and Poucet, 1995; Oualian and Gisquet-Verrier, 2010).
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ii.  Projections
Le CPF projette vers I’hypothalamus et les structures limbiques comme I’ATV, le NAc et ’amygdale
via des neurones glutamatergiques ayant un effet excitateur. Il projette aussi vers le cortex entorhinal.
Egalement, il recoit des afférences dopaminergiques de I’ATV et glutamatergiques provenant de

I’amygdale et de I’hippocampe (Goldstein and Volkow, 2011; Perry et al., 2011).

11l. Role dans 1’addiction

Le CPF est impliqué dans I’induction de la sensibilisation aux drogues. Des 1ésions au niveau du CPFm
(englobant a la fois les régions prélimbiques et infralimbiques) perturbent l'induction de la
sensibilisation a la cocaine et a I'amphétamine (Li et al., 1999; Wolf et al., 1995). De plus, des Iésions
spécifiques de la région pré-limbique ont également bloqué I'induction d'une sensibilisation induite par
la cocaine (Tzschentke, 2000; Tzschentke and Schmidt, 1998). De nombreuses études utilisant des
protocoles de réinstallation (reinstatement) de I'auto-administration ont suggéré que l'activité du cortex
prélimbique favorise la recherche de cocaine (par exemple, (Di Pietro et al., 2006; McLaughlin and
See, 2003)). McFarland et Kalivas ont utilis¢ une série de manipulations pharmacologiques pour
examiner le réle de la partie dorsale du cortex (PrL) dans la réinstallation (reinstatement) de la cocaine
induite par la drogue apres extinction (McFarland and Kalivas, 2001). L'inactivation du PrL par des
injections bilatérales d’agonistes GABA-A et GABA-B (respectivement muscimol et bacloféne) avant
le test de réinstallation (reinstatement) conduit au blocage du comportement de recherche de la drogue
(McFarland and Kalivas, 2001). En outre, la méme inactivation pharmacologique du IL n'a aucun effet
sur la réinstallation du comportement de recherche de la cocaine, suggérant que les effets sont
spécifiques du cortex prélimbique (McFarland and Kalivas, 2001).

Par ailleurs, d’autres études de réinstallation du comportement de recherche de cocaine montrent aussi
une implication du cortex IL dans la régulation du comportement de recherche de cocaine (par exemple
Peters et al., 2008a, 2008b). Ainsi, l'inactivation du cortex IL avec des agonistes du GABA par
administration locale apres I'extinction rétablit la recherche de cocaine en réponse a une injection de
cette drogue (10 mg/kg) (Peters et al., 2008a) et en réponse aux stimuli environnementales (Peters et
al., 2008b), alors que l'activation de cette région avec l'agoniste du glutamate (AMPA) apres
l'extinction supprime la réinstallation induite par la drogue (cocaine induced reinstatement) (Peters et
al., 2008a). En effet, ces études ont aussi montré que le cortex IL inhibe le comportement de recherche
de drogue apres extinction en inhibant le cortex PrL, ce qui modulerait indirectement l'activité de
régions spécifiques de I'amygdale et le NAc. Ceci suggere que le PrL favorise la recherche de cocaine,
tandis que le IL inhibe la recherche de cocaine, suite a 1'extinction de l'auto-administration de cocaine

(Peters et al., 2009).
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III. Plasticité neuronale induite par les drogues d’abus

Le terme de plasticité neuronale, au sens large, fait référence a des changements structuraux et
fonctionnels pouvant expliquer diverses formes de modifications comportementales, par exemple
I'adaptation a un nouvel environnement, I’apprentissage spécifique et non spécifique, et aussi des
ajustements compensatoires liés a des pertes fonctionnelles induites par le vieillissement ou par des
l1ésions cérébrales (Berlucchi and Buchtel, 2009). L’addiction pourrait étre considérée comme une
maladie reposant sur des processus de plasticité morphologique et synaptique aberrantes (Hyman and
Malenka, 2001; Kalivas and O’Brien, 2008). En altérant les circuits cérébraux, les drogues d’abus
entravent le développement de stratégies comportementales a 1’égard des stimuli biologiques en faveur
d’une orientation progressive des comportements vers les stratégies de recherche de drogues (Kalivas
etal., 2005). La neuroplasticité induite par la drogue engendre une orientation inadaptée se manifestant
par une capacité réduite a réguler la tendance a obtenir et a utiliser la drogue, ainsi qu’une diminution
de la motivation a obtenir des récompenses naturelles (Kalivas and O’Brien, 2008). Les drogues d’abus
induiraient une addiction par des changements durables impliquant des processus de plasticité,
permettant des altérations des systémes de neurotransmission, notamment des altérations de la force

synaptique, ainsi que des altérations de la morphologie des neurones.

1. Plasticité morphologique induite par les drogues
La plasticité morphologique représente les changements de la morphologie des neurones que ce soit
au niveau des terminaisons des axones ou des dendrites. Elle correspond a la formation ou a la
suppression de boutons synaptiques ou d’épines dendritiques (Robinson and Kolb, 2004). En général,
les neurones interagissent avec plusieurs neurones post-synaptique et libérent de petites quantités de
neurotransmetteurs vers ces neurones. Ces signaux sont intégrés au niveau des dendrites des neurones
post-synaptiques et plus précisément des épines dendritiques. Ces €pines sont trés dynamiques et ont
la capacité de changer de propriétés (forme, longueur) trés rapidement (en minutes) en réponse a des
altérations de I’activité (Bosch et al., 2014; Bosch and Hayashi, 2012; Matsuzaki et al., 2004). Cette
plasticité structurale peut apparaitre sous forme de changement de la longueur ou du volume des

épines, de la densité en épines ou encore de la complexité de I’arbre dendritique.

a. Plasticité morphologique induite par la cocaine

Une exposition aigué a la cocaine (1 seule injection) peut avoir des conséquences morphologiques au
sein de différentes structures du systeme mésocorticolimbique. Il a été montré qu’une seule injection
de cocaine engendre la formation d’épines dans le CPF, le NAc et ’ATV (Dos Santos et al., 2017;
Muiioz-Cuevas et al., 2013; Sarti et al., 2007; Shen et al., 2009). Dans I’ATV, cette formation se
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produit 2h apres I’injection de cocaine (Sarti et al., 2007), apres une heure dans le NAc (Dos Santos et
al., 2017) et aprés 6 heures dans le CPF (Mufioz-Cuevas et al., 2013). Tout comme une exposition
aigué, plusieurs études ont montré que I’exposition chronique de rats a la cocaine, augmente la densité
des épines dendritiques dans le NAc et dans le CPF. En effet, des injections répétées de cocaine
induisent une formation d’épines dendritiques dans les MSN du Shell du Nac (5 injections suivies de
24 heures de sevrage) (MacAskill et al., 2014), et dans le CPF (Mufoz-Cuevas et al., 2013). Dans un
protocole d’auto-administration de cocaine chez le rat, une augmentation de la densité des épines est
aussi observée dans le NAc et dans le CPF (Robinson et al., 2001).

L’abstinence pourrait aussi avoir des conséquences sur cette forme de plasticité. Une étude de Dumitriu
et al. a montré que a différents temps (4h, 24h et 28 jours aprés la derniére injection de cocaine, 7
injections, 1 injection par jour) , une diminution du nombre d’épines dans le Core 24 h aprés la derniére
injection de cocaine et une augmentation dans le Shell étaient observée (Dumitriu et al., 2012). Cette
augmentation dans le Shell disparait 28 jours apres la derniere injection de cocaine alors que dans le
Core la diminution persistait encore (Dumitriu et al., 2012). Cela pourrait laisser suggérer que la
plasticité induite par la cocaine dure plus dans le Core que dans le Shell du NAc.

I1 a été montré que la présentation de signaux associés a la cocaine (indices) en absence de la drogue
elle-méme entrainait une augmentation rapide de la taille des épines dendritiques dans le NAc core des
rats ayant subi un protocole d’auto-administration de cocaine (Gipson et al., 2013). Cette augmentation
était déja présente 15 min apres la présentation des indices et I'augmentation du diameétre de la téte des
épines €tait en corrélation positive avec l'intensité de la recherche de drogue (Gipson et al., 2013). Ces
résultats ont été¢ ¢galement retrouvé dans le cadre d’un protocole de réinstallation induite par le
contexte (Stankeviciute et al., 2014). Ceci suggere que le craving induit par les indices ou le contexte
pourrait étre li€¢ a une potentialisation de certaines synapses qui pourra provoquer les phénomeénes de

rechute (Gipson et al., 2013; Stankeviciute et al., 2014).

b. Plasticité morphologique induite par 1’alcool

Comme pour la cocaine, I'exposition a 1’alcool a des conséquences sur la morphologie des épines
dendritiques. Les premiéres études faites dans ce domaines étaient celles de Kunz et ses collaborateurs
qui ont montré que I’exposition chronique a I’alcool augmente la densité¢ des épines dendritiques au
niveau des neurones de I’hippocampe en réponse a ’alcool (Kunz et al., 1976). L'administration aigué
d'alcool est associée a une augmentation des épines dendritiques dans la CeMA et dans le noyau
médian de I'amygdale (MeA) chez le rat (Pandey et al., 2008). Ces effets structuraux ont été associés
a I’effet anxiolytique induit par 1'alcool aigu et a une augmentation de I'expression du BDNF (brain

derived neurotrophic factor) et de 1’Arc (activity-regulated cytoskeletal-associated protein), qui sont
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proposé comme des acteurs de la plasticité synaptique (Pandey et al., 2008). L’exposition intermittente
des souris a 1’alcool (vapeur) induit une augmentation de la densité des épines dendritiques des MSN
du NAc core (Uys et al., 2016). Cette augmentation disparait 72 heures apres 1’exposition a 1’éthanol.
Dans des études en post mortem chez des alcooliques, une diminution de la densité des épines
dendritiques dans les neurones pyramidaux corticaux a été décrite (Ferrer et al., 1986).

Le sevrage suite a l'exposition chronique a l'alcool diminue les épines dendritiques et I'expression de
I'Arc et du BDNF dans ces mémes structures, conduisant & une augmentation de I’anxiété chez le rat
(You et al., 2014). De plus, des sevrages répétés diminuent ¢galement l'arborisation dendritique dans
le NAc (Zhou et al., 2007). Cette diminution était aussi observée chez les rats ayant recu de 1’éthanol

en chronique dans leur diet (chronic liquid diet) apres 24 heures de sevrage (Melis et al., 2005).

2. Plasticité synaptique induite par les drogues d’abus
La plasticité synaptique référe aux modifications biochimiques et neurochimiques entrainant des
modifications durables de l'efficacité synaptique et en conséquence du comportement (Citri and
Malenka, 2008). 1l existe différentes formes de plasticité en fonction de la durée pendant lequel elle
est exprimée ; on parle ainsi de plasticité a court terme (couvrant des millisecondes a des dizaines de
minutes) ou de plasticité a long terme (durant des heures, des jours ou plus). La plasticité synaptique
peut correspondre a une augmentation de 1’efficacité synaptique (potentialisation a long terme (LTP))
ou une diminution (dépression a long terme (LTD)) (Figure 10). Ces phénomeénes de plasticité sont
permis par des modulations de la libération de neurotransmetteurs ou par des changements au niveau
postsynpatiques (quantité ou composition de récepteurs). Les récepteurs glutamatergiques
ionotropiques, les récepteurs AMPA et les récepteurs NMDA, ont particulierement été étudiés dans le
cadre de la plasticit¢ des neurotransmissions glutamatergiques. Dans le cadre de 1’addiction, des
phénomeénes de plasticité synaptique glutamatergique ont été décrits dans I’ATV et seraient le
déclencheur de plasticités synaptiques dans d'autres structures du systéme mésocorticolimbique. Ainsi,
une organisation hiérarchique de la plasticité synaptique, partant de I’ATV, suivie par la plasticité
synaptique glutamatergique dans les zones telles que le NAc et le CPF, serait responsable des

changements comportementaux observés dans le cadre de I’addiction (Mameli et al., 2009).
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Figure 10 : Exemples de plasticité synaptique : LTP et LTD.
L’induction de la LTP au niveau postsynaptique survient suite a I’insertion de nouveaux récepteurs AMPA
perméables au Ca®* au niveau de la membrane postsynaptique. La LTD est due a l'internalisation des récepteurs
AMPA exprimés sur la membrane en réponse a des taux élevés de Ca®>" ou a l'activation de récepteurs

métabotropiques du glutamate (mGlu) (Korpi et al., 2015).

a. Plasticité synaptique induite par la cocaine

1. Plasticité synaptique induite par une exposition aigué a la cocaine

Des changements dans la transmission synaptique ont été décrits apreés une exposition aigué a la
cocaine. Par exemple, une injection de cocaine augmente le rapport des récepteurs AMPA/NMDA
dans les neurones dopaminergiques de I’ATV reflétant une plasticité synaptique de type LTP au niveau
des synapses entre les afférences excitatrices et les neurones dopaminergiques de I’ATV (Argilli et al.,
2008; Liu et al., 2005; Luu and Malenka, 2008; Ungless et al., 2001). Cette augmentation peut refléter
une augmentation des courants AMPA ou une diminution des courants NMDA ou une combinaison
des deux. En condition de base, les récepteurs AMPA tétramériques sont souvent constitués de sous-
unités de type Glur2 associés a des sous-unités Glurl ou Glur3 (Dingledine, 1999), et des changements
de cette composition peuvent étre observés et participer a des phénomeénes de plasticité synaptique.
Les premiers travaux de Fitzgerald et al. (1996) avaient montré que la plasticité induite par les drogues

dans les synapses glutamatergiques des neurones dopaminergiques de I’ATV impliquait une transition
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vers des récepteurs AMPA dépourvus de Glur2. En effet, I'expression des sous-unités Glurl, mais pas
des sous-unités Glur2, a été augmentée dans les neurones dopaminergiques de I’ATV apres exposition
chronique a la cocaine (Fitzgerald et al., 1996). Cette transition vers des récepteurs AMPA dépourvus
de Glur2 potentialise la transmission AMPA (Mameli et al.,, 2007), car les récepteurs AMPA
dépourvus de Glur2 sont plus perméables au Ca?" et ont une plus grande conductance (Isaac et al.,
2007). Notons que la plasticité synaptique au niveau de I’ATV se produit rapidement (3 heures) apres
administration aigué de cocaine (Argilli et al., 2008). Cette plasticité synaptique induite par la cocaine
est transitoire puisque la potentialisation synaptique reste observable apres 5 jours, mais pas apres 10
jours (Ungless et al., 2001).

En plus des afférences glutamatergiques, les neurones dopaminergiques de I’ATV recoivent des
projections provenant d’interneurones GABA locaux et des neurones GABA provenant du NAc et du
pallidum ventral (Kalivas et al., 1993; Steffensen et al., 1998) et aussi de la queue de la VTA (Brown
et al., 2012). Une injection de la cocaine diminue I’expression de la LTP au niveau des synapses
GABAergiques sur les neurones dopaminergiques de I’ATV (Nichaus et al., 2010).

Ainsi, l'augmentation du rapport des récepteurs AMPA/NMDA au niveau des synapses
glutamatergiques sur les neurones dopaminergiques de I’ATV et la perte de la LTP des synapses
GABAergiques sur les neurones dopaminergiques de I’ATV sont susceptibles d’augmenter

I’excitabilité des neurones dopaminergiques de I’ATV.

11. Plasticité synaptique induite par des expositions chroniques a la cocaine

Apres des administrations répétées de cocaine (1 injection par jour pendant 7 jours), ’augmentation
du rapport des récepteurs AMPA/NMDA au niveau des synpases glutamatergiques sur les neurones
dopaminergiques de I’ATV, observée 24 heures apres la derniére injection de cocaine, est transitoire.
Elle est observée cing jours apres 'arrét de la cocaine mais pas apres dix jours (Borgland, 2004). Suite
a un protocole d’auto-administration de cocaine chez le rat, la potentialisation synaptique induite par
la cocaine était toujours présente dans les neurones dopaminergiques de I’ATV méme aprés une longue
période d'abstinence (3 mois) (Chen et al., 2008). La persistance de cette potentialisation synaptique
aprés auto-administration de cocaine suggere que ce phénomene pourrait étre un facteur fondamental
dans le développement d'un comportement addictif. De plus, 1’activité des efférences GABAergiques
des interneurones de I’ATV est réduite apres une exposition répétée a la cocaine, désinhibant ainsi les
neurones dopaminergiques (Bocklisch et al., 2013).

Aprées une exposition chronique a la cocaine, des modifications de ’efficacité synaptique ont aussi été
observées au niveau des synapses glutamatergiques entre les afférences de CPF sur les MSNs du shell

du NAc. Une diminution du rapport des récepteurs AMPA/NMDA dans le shell du NAc est observée
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24 heures apres la derniére exposition a la cocaine (Kourrich et al., 2007). Cette diminution est

remplacée par une augmentation aprés un sevrage prolongé (10-14 jours) (Kourrich et al., 2007). Ces

résultats sont en accord avec les observations de Boudreau et Wolf (Boudreau and Wolf, 2005), qui

indiquent une expression accrue du récepteur AMPA a la surface cellulaire dans le NAc des rats apres

21 jours d’abstinence. L’augmentation du rapport des récepteurs AMPA/NMDA est diminuée apres

une nouvelle injection de cocaine (challenge) (Thomas et al., 2001) . Tous ces résultats sont résumés

dans le tableau 2.

Tableau 2 : Tableau regroupant différentes études montrant l’effet des expositions chroniques a la cocaine
sur la plasticité synaptique.

Protocole Abstinence | Challenge Résultats Références
Injections 24 heures Non Augmentation du rapport des Borgland, 2004
quotidiennes apres la récepteurs AMPA/NMDA au
pendant 7 jours dernicre niveau des synpases
injection et 5 glutamatergiques sur les neurones
jours dopaminergiques de ’ATV
Injections 24 heures Non Réduction de ’activité des Bocklisch et al.,
quotidiennes efférences GABAergiques des 2013
pendant 5 jours interneurones de ’ATV
désinhibant les neurones
dopaminergiques
Auto- 3 mois Non Potentialisation synaptique induite Chen et al., 2008
administration de par la cocaine toujours présente
cocaine dans les neurones
dopaminergiques de I’ ATV
Injections 24 heures Non Diminution du rapport des Kourrich et al., 2007
quotidiennes récepteurs AMPA/NMDA dans le
pendant 5 jours shell du NAc
10-14 jours Non Augmentation du rapport des
récepteurs AMPA/NMDA dans le
shell du NAc
Injections 10-14jours Oui Diminution du rapport des Thomas et al., 2001
quotidiennes récepteurs AMPA/NMDA dans le
pendant 5 jours shell du NAc.
Injections 21 jours Non Expression accrue des récepteurs Boudreau, 2005
quotidiennes AMPA a la surface cellulaire dans

pendant 7 jours

le NAc des rats
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Apres une auto-administration de cocaine, une dépression synaptique de la transmission excitatrice a
été retrouvée dans le NAc shell (Schramm-Sapyta et al., 2006). 11 a été suggéré que la dépression
synaptique induite par la drogue pourrait rendre les neurones du NAc shell moins sensibles aux stimuli
naturels, ce qui pourrait entrainer des sentiments d' anhédonie et de dysphorie (Van Den Oever et al.,
2012) qui serait responsable de 1’apparition du besoin a la drogue (craving).

Cette diminution est suivie d'une augmentation de la transmission des récepteurs AMPA aprés une
longue période d’abstinence, qui serait due a l'insertion synaptique des récepteurs AMPA dépourvus
de Glur2 (Conrad et al., 2008). La potentialisation progressive de la transmission des récepteurs AMPA
pendant une longue période d’abstinence (Conrad et al., 2008) pourrait étre un facteur d’incubation du
craving (incubation of drug craving), phénoméne qui fait que le ‘craving’ induit par les indices
contextuels (cue induced craving) augmente et engendre une recherche de drogue progressivement
plus forte au cours des premiers mois qui suivent 1’arrét de la consommation (Grimm et al., 2001). La
potentialisation de la transmission des récepteurs AMPA augmenterait la réactivité des MSN du NAc
aux signaux associés aux drogues, ce qui conduit a un besoin accru de se procurer la drogue ainsi
qu’une augmentation de la recherche de drogue (Conrad et al., 2008). La recherche de cocaine induite
par un cue/contexte (cue induced cocaine seeking) aprés un longue période d’abstinence suite a un
protocole d’auto-administration de cocaine a été réduite en injectant au niveau du NAc un bloqueur
sélectif des récepteurs AMPA dépourvus de Glur2 (Conrad et al., 2008). Au niveau du CPFm, Pascoli
et al. ont constaté que le rétablissement de la transmission synaptique (préalablement induite par la
cocaine chronique) par des techniques d’optogénétiques dans les synapses au niveau des MSN
projetant du CPFm ou de I’hippocampe ventrale vers le shell du NAc abolit le comportement de
recherche dans un protocole de réinstallation induite par les indices environnementaux (cues) (Pascoli
etal., 2014).

La plasticité synaptique glutamatergique ne se produit pas seulement lors de 1'exposition a la drogue
et I’abstinence mais aussi lors de I’exposition a des indices environnementaux. En effet, la présentation
de signaux associés a la cocaine en absence de la drogue elle-méme entrainait une augmentation rapide
du rapport des récepteurs AMPA/NMDA dans le NAc core des rats ayant subi un protocole d’auto-
administration de cocaine (Gipson et al., 2013). Ces augmentations étaient déja présentes 15 min apres
la présentation du signal associé a la cocaine et l'augmentation du rapport des récepteurs
AMPA/NMDA était en corrélation positive avec l'intensité de la recherche de drogue, mesurée par le
nombre d’appui sur le levier actif délivrant la cocaine (Gipson et al., 2013). Ceci suggere que la
potentialisation synaptique rapide induite par les cues/contexte dans les MSN centraux du NAc

pourrait étre un mécanisme déclenchant la rechute (Gipson et al., 2013).
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b. Plasticité synaptique induite par 1’alcool

1. Plasticité synaptique induite par une exposition aigué a 1’alcool

Comme pour la cocaine, I’exposition aigué a 1’éthanol induit une potentialisation de la transmission
glutamatergique sur les neurones dopaminergiques de I’ ATV (24 h apres 1’exposition a I’éthanol) (Saal
et al., 2003). Au niveau de cette structure, Guan and He ont montré que 1’exposition aigué a 1’éthanol
(1 injection en IP) bloque la LTP dépendante de GABA au niveau des neurones dopaminergiges de
I’ATV (Guan and Ye, 2010).

L'exposition aigué a 1’éthanol in vitro réduit 1'induction de la LTD dépendante des récepteurs NMDA
au niveau des tranches du shell du NAc (Jeanes et al., 2011). Cet effet aigu de 1'éthanol est di a son
action inhibitrice sur la fonction du récepteur NMDA contenant GluN2B dans le NAc (Maldve et al.,
2002; Zhang et al., 2005). En outre, il a été démontré que cette inhibition de la fonction du récepteur
NMDA par I'éthanol aigu était responsable de l'atténuation de la LTP dépendante du récepteur NMDA
induite par 1'éthanol dans plusieurs structures cérébrales, y compris le striatum (Izumi et al., 2005;
Weitlauf, 2004; Yin et al., 2007).

Le CPFm est également impliqué dans l'addiction a ’alcool. Bien que des recherches aient étudi¢ les
effets aigus de 1’éthanol sur les récepteurs NMDA du CPF (Weitlauf and Woodward, 2008), rares sont
ceux qui ont étudié l'effet sur la plasticité synaptique dans cette zone. Dans une étude en
¢lectrophysiologie, une réduction du courant NMDA et pas AMPA été observée dans cette structure
suite I’exposition aigué a I’alcool (Weitlauf and Woodward, 2008). Cette inhibition du courant NMDA
peut avoir comme conséquence une diminution de I’induction de la LTP dépendante des récepteurs
NMDA. Cette diminution de la LTP au niveau de cette structure peut tre a ’origine des déficits

cognitifs associés a I’exposition aigué€ a I’alcool.

il. Plasticité synaptique induite par des expositions chroniques a 1’alcool

Les injections répétées d’alcool favorise I’induction de la LTP dépendante des récepteurs NMDA au
niveau des neurones dopaminergiques de I’ATV 24 heures aprés la derniére injection d’éthanol
(Bernier et al., 2011). Une étude de Stuber a montré qu’une exposition répétée a I'éthanol dans un
protocole d’auto-administration prolongée augmente les contributions post-synaptiques des récepteurs
AMPA sur les neurones dopaminergiques de ’ATV 12 et 24h apres la derniére exposition a 1’éthanol
(Stuber et al., 2008) d'une manicre assez similaire a la LTP dans cette région (Bonci and Malenka,
1999). L'exposition chronique a l'alcool produit également une augmentation de la fonction des
récepeteurs NMDA et de l'expression des sous-unités dans plusieurs structures du systeme

mésolimbique lors du sevrage de l'alcool tels que la BLA(Lé4ck et al., 2007), le striatum (Wang et al.,
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2007a, 2011) et le NAc (Szumlinski et al., 2008). Une exposition chronique a I'éthanol suivie par 24h
de sevrage cause une perte de la LTD et une induction de la LTP au niveau du NAc. Cette plasticité
disparait 72h plus tard (Jeanes et al., 2011). Une autre étude a mis en évidence une diminution de
I'expression de la LTD dépendante des récepteurs NMDA dans le NAc core, mais pas dans le shell,
chez des souris ayant montré une forte sensibilisation locomotrice a 1'éthanol aprés 2 semaines d’arrét
du traitement chronique a l'éthanol (Abrahao et al., 2013). Une étude de Marty a montré que
I’exposition a un protocole de prise intermittente d’éthanol suivie d'un sevrage prolongé (> 40 jours)
induit une potentialisation de la transmission synaptique des récepteurs AMPA, associée a une
augmentation de la conductance unitaire du récepteur AMPA dans le core du NAcc (Marty and
Spigelman, 2012). Ces résultats suggerent que la potentialisation de la transmission du glutamate
observée par cette période prolongée d’abstinence de 1’alcool pourrait étre due a un changement dans
la composition des sous-unités des récepteurs AMPA, augmentant le nombre de récepteur AMPA post-
synaptiques fonctionnels dépourvus de GluA2, comme observé précédemment dans les études sur la
cocaine (Conrad et al., 2008; Mameli et al., 2007, 2009).

L'exposition chronique a I'éthanol induit une LTP dans le CPF. Kroener et al. ont observé que
l'exposition chronique a 1'alcool entrainait des augmentations persistantes du rapport de courant
NMDA/AMPA au niveau des synapses glutamatergiques des neurones pyramidaux de la couche V de
CPFm (Kroener et al., 2012; Nimitvilai et al., 2016). Cette augmentation est persistante aprés 1

semaine de sevrage.
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Chapitre 3 : Le cholestérol cérébral

I. Généralités sur le cholestérol

Le cholestérol est un des lipides le plus abondant des membranes cellulaires. Son nom dérive
du grec ancien, chole- (bile) et stéréos (solide), car il était au début identifié comme un
composant solide des calculs biliaires. Sa premiére extraction sous forme cristalline, a partir de
calculs biliaires, a été réalisée en 1768 par Frangois Poulletier de la Salle. Cependant, ce n'est
qu'en aott 1816 que Michel Eugéne Chevreul, un chimiste francais, a identifié et purifié cette
substance cristalline a partir de calculs biliaires et 1'a appelé cholestérol ( Pour description de
ces travaux, Dam, 1958).

Le cholestérol est un composé hydrocarboné contenant 27 atomes de carbone et 46 atomes
d'hydrogene, plus 1 atome d'oxygéne. Il contient quatre cycles de stéroides hydrocarbonés entre
le groupe hydroxyle et la chaine hydrocarbonée (Figure 11). La plus grande partie de sa
structure est hydrophobe due & sa composition en hydrocarbures. Cependant, la présence du
groupe hydroxyle, groupement polaire lui confére une propriété amphiphile, caractéristique des

composants lipidiques des membranes cellulaires.

HaC

CHa
CHs

CH
3 CHs

HO

Figure 11 : Structure du cholestérol.

Le cholestérol joue un rdle crucial dans I’organisme au niveau structural et fonctionnel. En
effet, au niveau structural, le cholestérol entre dans la composition des membranes biologiques,
et intervient dans I’architecture de la cellule et de ses organites. En plus de son réle au niveau
structural, le cholestérol joue un réle au niveau fonctionnel. Il compose les membranes
biologiques et se trouve en forte concentration dans les radeaux lipidiques ou il joue un role
important dans I’activité membranaire, notamment la transduction du signal (Allen et al., 2007;
Fielding and Fielding, 2004). De plus, le cholestérol est le précurseur de différents composés
biochimiques : les stéroides, la vitamine D3, les acides biliaires et les oxystérols (Berg et al.,

2002; Jeitner et al., 2011).
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II. Le cholestérol cérébral

Le cerveau est un organe trés riche en lipides. Il est constitué de différents lipides comme les
glycérophospholipides, les sphingolipides et le cholestérol dans des proportions équivalentes
(Korade and Kenworthy, 2008). Le cerveau, qui représente 2 a 5 % du poids total de
I’organisme, est I’organe le plus riche en cholestérol et contient pres de 30 % du cholestérol
total (Bjorkhem et al., 2004; Dietschy and Turley, 2001). Tandis que la concentration en
cholestérol dans la plupart des tissus est de 2 mg/g de tissu, celle du cerveau est de I’ordre de
15-20 mg/g de tissu (Dietschy and Turley, 2004). Vu la concentration ¢élevée du cholestérol
dans le cerveau, ceci suggere que le cholestérol joue un role fondamental dans les fonctions
cérébrales.

Le cholestérol cérébral est majoritairement sous forme libre non estérifié¢ (99,5 %) et est réparti
pour 70 % dans la gaine de myéline (40 mg/g) (Russell et al., 2009), et pour 30 % dans les
membranes plasmiques des astrocytes et des neurones (Dietschy and Turley, 2004).

La demi-vie du cholestérol dans le cerveau adulte est comprise entre 6 mois et 5 ans (Bjorkhem,
2006), tandis que la demi-vie plasmatique du cholestérol n’est que quelques jours (Dietschy

and Turley, 2004).
1. Spécificités du cholestérol cérébral

a. Echange de cholestérol entre le cerveau et la circulation générale

L’échange de cholestérol entre le cerveau et la circulation sanguine est trés limité (Russell et
al., 2009). Le turnover du cholestérol dans le cerveau semble étre indépendant de celui du corps
car il ne traverse pas la barriére hémato—encéphalique (BHE) (Jeske and Dietschy, 1980). Cette
qualité est protectrice pour le cerveau et le rend indépendant de la fluctuation de la
cholestérolémie. A cet égard, il faut noter que le régime alimentaire a peu d’influence sur le
cholestérol cérébral. Ainsi, le cerveau doit assurer sa propre synthése de cholestérol et son
¢limination pour le maintien a 1’équilibre indépendamment de I’homéostasie sanguine

(Dietschy, 2009).

b. Les cellules responsables de la synthése du cholestérol

Comme indiqué précédemment le plus grand pool de cholestérol cérébral (70%) se trouve dans
la myéline. Ainsi, durant la myélinisation, sa synthése est principalement assurée par les
oligodendrocytes durant les premiéres semaines/mois aprés la naissance. Pendant le

développement cérébral, les neurones produisent également du cholestérol mais perdent cette
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capacité au-dela des premicres semaines. Apres la maturation cérébrale et durant 1’age adulte,
les besoins neuronale en cholestérol seront obtenus a partir des cellules gliales, particulierement
les astrocytes (Dietschy and Turley, 2004). Ces derniers assurent donc la synthése de
cholestérol pour leurs propres besoins mais aussi pour ceux des neurones (Pfrieger, 2003). Le
transport du cholestérol néoformé des astrocytes vers les neurones est assuré via des

transporteurs spécifiques (Nieweg et al., 2009).

2. Métabolisme du cholestérol cérébral

a. La voie de synthése du cholestérol

La voie de synthése du cholestérol débute par la conversion de 2 molécules d’acétyl-CoA en
3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA (HMGCoA) grace a la HMGCoA synthase suivie par la
réduction du HMGCoA en mévalonate grace a la HMGCoA réductase (pour revue (Petrov et
al., 2016)) (Figure 12). Cette réduction est considérée comme étant la réaction limitante et
I’étape irréversible de la synthése du cholestérol (Rozman and Monostory, 2010). Suite a cette
¢tape, la synthése du cholestérol donne lieu a deux isoprenes : A3-isopentenyl pyrophosphate
et le diméthylallyl pyrophosphate. A partir de ces isoprénes, on a la formation de géranyl
pyrophosphate et de farnésyl pyrophosphate. Ces deux composés ont des effets sur le
fonctionnement neuronal qui seront détaillés dans la partie III. La fusion de deux farnésyl
pyrophosphate donne naissance au squaléne. Le squaléne est cyclisé en lanostérol suivant
différentes étapes. Les étapes précédentes sont nommeées voie du mévalonate. La synthése se
poursuit par les voies Bloch et Kandutsch-Russell pour obtenir enfin la molécule du
cholestérol, composée de 27 carbones et qui contient un noyau stérol tétracyclique. Dans ces
deux voies, les mémes enzymes interviennent mais pas dans le méme ordre, engendrant alors
la formation de molécules intermédiaires différentes. La voie Bloch produit le desmosterol.
Cette voie est utilisée par les oligodendrocytes et les astrocytes de cerveaux de rats nouveau-
nés (Nieweg et al., 2009). Alors que la voie Kandutsch-Russell assure la formation du 7-
déhydrocholestérol qui est un précurseur de la vitamine D (Sharpe and Brown, 2013). Cette

voie est la voie majoritaire des cellules de mammiferes.
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Figure 12 : La voie de synthése du cholestérol.
La voie du mévalonate donne naissance au lanostérol (en orange), qui peut ensuite &tre dévié vers la voie de
Bloch (en bleu), produisant le cholestérol via le desmostérol, ou la voie de Kandutsch-Russell produisant le
cholesterol, via le 7-déshydrocholestérol (en mauve). Deux autres branches divergent également de la voie du

mévalonate : la production des isoprénoides (en vert) qui sont produits par la géranylgéranyl-diphosphate

synthase (GGPPS) et la voie de Shunt dont les enzymes ne sont pas encore complétement élucidés (en rouge).

b. Les mécanismes de régulation de la synthése du cholestérol

Comme D’activité de la HMGCoA réductase constitue I’étape limitante de la synthése du
cholestérol, elle est le site de régulations rapides et durables. Les cycles de
phosphorylation/déphosphorylation permettent des régulations rapides de cette enzyme (Burg
and Espenshade, 2011). La protéine kinase activée par I’AMP cyclique (PKA) inhibe 1’activité
de la HMGCoA réductase en phosphorylant un résidu serine (Ser872), quant a la
déphosphorylation de ce site, elle est assurée par une phosphatase, la PP2A, conduit a

I’activation de I’enzyme (Friesen and Rodwell, 2004). En plus de ces régulations rapides, la
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HMGCoA réductase est sujette a des régulations transcriptionnelles et traductionnelles (Burg
and Espenshade, 2011).
Plusieurs protéines sont impliquées dans la régulation de la synthése du cholestérol :

o La SREBP (Sterol Regulatory Element-Binding Protein), la SCAP (SREBP Cleavage
Activating Protein) et les récepteurs Liver X Receptor (LXr) assurent une régulation de
la transcription de génes impliqués dans la syntheése du cholestérol.

o L’INSIG (INSulin Induced Gene) assure des régulations post transcriptionnelles de la
HMGCoA réductase.

1. Régulation de la synthése du cholestérol par les protéines SREBP et SCAP

La protéine SREBP est un facteur de transcription qui active I’expression des génes impliqués
dans la synthése du cholestérol. Ces facteurs sont constitués de deux domaines
transmembranaires et se trouvent dans le reticulum endoplasmique (RE) sous forme de
précurseurs. On en dénombre trois: SREBP1a, SREBP1c et SREBP2 (Horton et al., 2002). La
protéine SCAP est présente dans le RE et permet le transport du SREBP vers I’appareil de
Golgi (Brown and Goldstein, 1997). Ces deux protéines sont sensibles aux oxystérols, des
métabolites du cholestérol, grace a la présence dans leur structure d’un domaine senseur
d’oxystérols appelé « sterol-sensing-domain » (Brown and Goldstein, 1997). Lorsque les taux
de stérols diminuent la SREBP active la synthése du cholestérol en se fixant a I’extrémité N-
terminal du SCAP par son domaine régulateur (Ikonen, 2008). A son tour, la SCAP recrute les
protéines du complexe COPII (Coat protein complex II) et facilite la migration du SREBP dans
I’appareil de Golgi. Une fois dans la membrane de ’appareil de Golgi, le SREBP subit deux
clivages enzymatiques permettant la libération de son facteur de transcription qui migre dans
le noyau ou il reconnait les séquences SRE (Sterol Regulatory Element) présentes dans les
promoteurs des génes codant pour des enzymes impliquées dans la synthése du cholestérol et
active ainsi leur transcription (Goldstein et al., 2006). En revanche, lorsque le taux cholestérol
est ¢levé, le cholestérol se lie a la protéine SREBP et change sa conformation provoquant la
formation du complexe SCAP-SREBP qui se lie a la protéine INSIG. Ce complexe SCAP-
SREBP-INSIG va alors s’accumuler dans le RE (Adams et al., 2003, 2004) et n’active plus la
transcription des geénes impliqués dans la synthése du cholestérol (Goldstein et al., 2002)

(Figure 13).
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Figure 13 : Régulation de la synthése de cholestérol via le SREBP et le SCAP.

Quand la concentration de stérols dans le réticulum endoplasmique (ER) est suffisante, la protéine INSIG
empéche la pénétration du complexe SREBP-SCAP (protéine activant le clivage SREBP) dans les vésicules
COPII. Le transport de SREBP vers le Golgi est nécessaire a la libération protéolytique du facteur de
transcription, qui est ensuite transporté au noyau afin d'activer les génes régulés par les stérols (tels que
I'hydroxyméthylglutaryl CoA réductase (HMGCo0AR)) et le récepteur de lipoprotéines de basse densité
(LDLR)). La HMGCoAR est également régulée post-transcriptionnellement par le stérol, la liaison INSIG de

la protéine conduisant a sa dégradation protéasomique (Ikonen, 2008).

1. Régulation de la synthése du cholestérol par les récepteurs LXR

D’autres facteurs transcriptionnels interviennent dans le controle de transcription des enzymes
de la voie du mévalonate, notamment les récepteurs nucléaires récepteurs LXR. Ils existent
sous deux isoformes : LXR alpha (o) et Beta (B) (Courtney and Landreth, 2016), qui présentent
une spécificité d’expression par les organes. En effet, le LXR alpha est fortement exprimé dans
le foie et d'autres tissus impliqués dans le métabolisme périphérique des lipides tels que le rein,
l'intestin gréle, la rate et le tissu adipeux, alors que LXR beta est surtout exprimé dans le foie
et le cerveau (Bettowski and Semczuk, 2010; Jamroz-Wisniewska et al., 2007).

Ces facteurs sont indispensables au maintien des taux de cholestérol. En effet, il a ét¢ montré
que une déplétion de LXR (« silencing » via un plasmide) stimule 1’expression et I’activité de
la HMGCoA réductase, engendrant ainsi une augmentation de la synthése de cholestérol (Wang
et al., 2008). Les LXR forment avec les récepteurs rétinoides (RXR) des hétérodimeéres
fonctionnels (Mounier et al., 2015), qui se fixent a des séquences spécifiques d’ADN nommée
« éléments de réponses LXR » dans la région des promoteurs des genes cibles. Les ligands
endogénes de ces récepteurs sont les oxystérols (produit de dégradation du cholestérol)

responsables du rétrocontrole de la synthése du cholestérol. Des ligands synthétiques, tels que

60



Introduction
Chapitre 3 : Le cholestérol cérébral

T0901317 et GW3965, ont été développés pour activer les LXR (Hong and Tontonoz, 2014).
Lorsqu’ils sont inactifs, les hétéro-dimeres LXR/RXR sont fixés a des co-répresseurs, et la
transcription des génes cibles n’a pas lieu (Baranowski, 2008). Quand un ligand (tels que les
oxystérols) se fixe sur I’hétéro-dimere, ce dernier se dissocie des co-répresseurs, et recrute des
co-activateurs, engendrant la transcription des génes cibles codant les protéines Abcal et ApoE

augmentant ainsi le transport du cholestérol des astrocytes vers les neurones (Baranowski,

2008) (Figure 14).
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(A) En absence de ligand, les complexes
LXR-récepteur du rétinoide X (RXR) se lient a I’ADN au niveau des éléments de réponse LXR, ou ils
interagissent avec les complexes corépresseurs et inhibent la transcription des geénes du métabolisme du
cholestérol, (B) En présence de ligands synthétiques ou endogénes, les LXR subissent un changement de
conformation qui dissocie le complexe corépresseur, permettant le recrutement d'un complexe co-activateur et

la promotion de la transcription du gene cible (Courtney and Landreth, 2016).

Les récepteurs LXR contrélent également 1’expression des protéines de I’APOE et ’ABCAL.
En effet, Il a ét¢é montré que des agonistes des récepteurs LXR entraine une augmentation des
niveaux protéiques de I’ABCAL1 et de I’enrichissement en lipides (lipidation) de I’APOE

suggérant une augmentation de 1’efflux du cholestérol (Carter et al., 2017; Kurano et al., 2011).

1ii. Régulation post-traductionnelle de ’HMGCoA réductase

Egalement, ’HMGCoA réductase, subit des régulations post-transcriptionnelles via les stérols
par I’intermédiaire de I’'INSIG (Figure 15). La demi-vie de cette enzyme est affectée par la
présence ou I’absence du cholestérol dans son domaine sensible aux stérols. Quand le taux de
cholestérol est bas, sa dégradation est ralentie (t12=12h), permettant ainsi la synthése du
cholestérol. Par contre quand le cholestérol s’accumule, I’enzyme interagit avec ’INSIG et est

dégradée en moins d’une heure supprimant ainsi la synthése du cholestérol (Song et al., 2005).
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Figure 15 : Dégradation de la HMGCoA réductase mediée par I'INSIG.
Quand le cholestérol s’accumule, la HMGCoA reductase interagit avec I’INSIG et est dégradée par

ubiquitination au niveau du cytosol (Schumacher et al., 2015).

c. Transport du cholestérol des astrocytes aux neurones

Apres sa synthése dans les astrocytes, le transfert du cholestérol aux neurones est assuré par sa
liaison aux apolipoprotéines, principalement I'apolipoprotéine E (APOE) (Lane-Donovan et
al., 2014) et sa sortie des astrocytes grace a des transporteurs (Mauch et al., 2001) (Figure 16).
Les apolipoprotéines sont les constituants protéiques des lipoprotéines. Elles sont responsables
de la formation et de la stabilisation des particules lipoprotéiques, et jouent un role essentiel
dans le transport des lipides. Elles constituent une grande famille de protéines qui partagent
entre elles des ressemblances fonctionnelles, structurales et séquentielles (Lane-Donovan et al.,
2014). Les apolipoprotéines exprimées au niveau du cerveau sont I’apolipoprotéine E (APOE),
I’apolipoprotéine J ou clusterine (APOJ/CLU) et I’apolipoprotéine D (APOD) (Pfrieger and
Ungerer, 2011). Les astrocytes expriment majoritairement I’APOE (en condition
physiologique) (Boyles et al., 1985; Xu, 2006), mais aussi I’APOJ et I’APOD (Vitali et al.,
2014). Il a été démontré que la présence de I’ APOE est indispensable a la sécrétion des lipides,
essentiellement du cholestérol non esterifié et des phospholipides, produits par les astrocytes
(Liao et al., 2017). Toutefois, chez les souris déficientes en APOE, il a ét¢ montré que I’APOJ
compense le déficit en APOE (Bertrand et al., 1995). Il a ét¢ montré que les lipoprotéines (les
particules HDL-like) contiennent des précurseurs de cholestérol tels que le lathostérol et le
desmostérol indiquant que les astrocytes peuvent aussi secréter des précurseurs, qui sont
ensuite absorbés par les neurones ot ils seront transformés en cholestérol (Mutka et al., 2004;

Wang et al., 2007b).
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Figure 16 : Transport du cholestérol des astrocytes aux neurones par I'APOE.
Les astrocytes sécrétent I'"APOE qui acquiert le cholestérol formant ainsi des lipoprotéines contenant ' APOE.
Ceux-ci sont transportés aux neurones ou ils sont endocytés via des récepteurs de surface cellulaire (membres

de la famille des récepteurs LDL). Par conséquent, le cholestérol est délivré aux neurones (Vance, 2012).

La sécrétion de lipoprotéines est permise par transporteurs de type ATP-binding cassette
(ABC). Le transporteur ABCAL1 est exprimé a la fois dans les neurones et dans les cellules
gliales, mais son expression est beaucoup plus ¢levée dans les neurones (Fukumoto et al., 2002;
Koldamova et al., 2003; Wellington et al., 2002). Il permet le transport du cholestérol des
astrocytes aux neurones en contribuant a la formation des particules HDL-like, riche en
apolipoprotéines et pauvre en lipides qui peuvent étre internalisées par les cellules (Oram,
2003). La sécrétion d’APOE par les astrocytes facilite ,via ABCA1, la formation de particules
d’HDL plus riches en lipides (Ito et al., 2014). Chez les souris KO ABCA1, une diminution de
de I’efflux du cholestérol vers ’APOE exogeéne a été observé ainsi qu’une diminution de
I’expression de I’APOE a été observée dans le cerveau. Cette diminution était plus prononcée
au niveau de I’hippocampe, et du striatum. De plus, in vitro une diminution de I’ABCAI
engendre une diminution de sécrétion de I’ APOE au niveau des astrocytes (Hirsch-Reinshagen
et al.,, 2004). Tous ces résultats suggérent que la sécrétion d’APOE par les astrocytes est
dépendante de ’ABCA1 (Hirsch-Reinshagen et al., 2004; Koldamova et al., 2005). De méme,
I’absence d’APOE engendre une augmentation de I’ABCA1 qui suggére qu’une diminution de
I’efflux (causée par une perte de I’APOE) est compensée par une augmentation de I’ABCA1
(Jansen et al., 2009).
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d. Internalisation du cholestérol

Une fois sorties des astrocytes, les lipoprotéines contenant du cholestérol sont importées dans
les neurones via des protéines transmembranaires, qui appartiennent a la famille des récepteurs
Low density lipoprotein receptors (LDLr) (Figure 17). Elles sont localisées au niveau de
domaines transmembranaires riches en clathrine (Lane-Donovan et al., 2014). Plusieurs
récepteurs semblent étre exprimés dans le systéme nerveux central, il s’agit du LDLr, du LRP1
(LDR related protein) (récepteur 1 apparenté au LDLR), du VLDLr ou encore de I’APOER2.
Ces récepteurs semblent exprimés par I’ensemble des types cellulaires du cerveau (Pohlkamp
etal., 2017). Apres la liaison des lipoprotéines aux récepteurs LDLr, le complexe lipoprotéine-
récepteur est internalisé par endocytose et permet I’entrée du cholestérol dans les neurones.
Cette endocytose prend plusieurs formes: la voie des endosomes précoces de tri et de
recyclage, la voie des endosomes tardifs et celle des lysosomes (Ikonen, 2008). Les LDLr
forment alors des vésicules enveloppées de clathrines. Aprés endocytose, ces vésicules
fusionnent avec les endosomes et perdent leur enveloppe. Les endosomes ont un pH acide qui
engendre une dissociation du complexe lipoprotéines-LDLr. Le LDLr retourne a la surface

cellulaire par I’intermédiaire des vésicules de recyclage (Ikonen, 2008).

LDL particle

Figure 17 : Internalisation du cholestérol au niveau des neurones.
Les lipoprotéines se lient aux récepteurs LDLr. Ce complexe lipoprotéine-récepteur est internalisé par
endocytose assurant I’entrée du cholestérol dans les neurones, ou il sera capté par les endosomes : endosome
de recyclage ou endosomes tardifs. L'excés de cholestérol dans le reticulum endoplasmique est estérifié¢ par

l'acyl-CoA cholestérol acyltransférase (ACAT) pour étre stocké dans des gouttelettes de lipides

cytoplasmiques(Ikonen, 2008).
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e. Adressage et stockage du cholestérol

Une fois le cholestérol est arrivé au niveau neuronal, le cholestérol va étre stocké ou transporté
au niveau de la membrane cellulaire. Une partie du cholestérol est transporté dans des vésicules
des endosomes de recyclage vers la membrane plasmique. L’autre partie du cholestérol
importé, est transportée vers les lysosomes par I’intermédiaire des protéines de type niemman
pick 1 et 2 (NPC1 et NPC2) (Figure 18). Ces deux protéines transportent le cholestérol en
dehors du systeme endosomal/lysosomal (Ikonen, 2008; Prinz, 2007; Soccio and Breslow,
2004). Elles se lient chacune au cholestérol et agissent en tandem au niveau des endosomes
et/ou des lysosomes pour faciliter la sortie du cholestérol (figure) (Vance, 2010; Wang et al.,

2010).

l‘ LDL —_— o o
Cholesterol NPC1

Lysosomal lumen

Cytosol ' \.,o_, To ER and

plasma membrane
Figure 18 : NPC1 et NPC?2 facilite [’export du cholestérol vers les endosomes tardifs et/ou les
lysosomes.
Le cholestérol (en bleu) est libéré par les LDL endocytées et se lie 8 NPC2 (en rouge). La protéine NPC2
transfere directement le cholestérol a la protéine NPC1 (jaune), située dans la membrane du lysosome. Par

I’intermédiaire de cette fixation, le cholestérol est exporté de la membrane lysosomale et est transporté via le

cytosol vers le réticulum endoplasmique et la membrane plasmique (Vance, 2012).

Un dysfonctionnement de ces deux protéines a été décrit dans la maladie neurodégénérative de
NIEMANN-PICK. Il s’agit d’une maladie héréditaire autosomale caractérisée par une mutation
dans le géne NPCI ou NPC2 dont la conséquence est que le cholestérol non estérifié est
séquestré dans les endosomes tardifs et/ou lysosomes et sa quantité diminue au niveau de la
membrane plasmique et du RE. Ceci entraine une démyélinisation et une altération de la
composition des radeaux lipidiques et des membranes synaptiques. Dans cette pathologie, ont
¢été décrites une accumulation du cholestérol au niveau des corps cellulaires neuronaux et une
réduction de la teneur en cholestérol des axones distaux (Karten et al., 2002).

Le cholestérol en excés est en partie estérifié par 1’acétyl-CoA acétyltransférase (ACAT),
localisée dans le RE des neurones. Cette forme estérifiée est stockée dans les neurones sous
forme de gouttelettes lipidiques (Chang et al., 2009). Cette forme est minoritaire. Elle ne forme

que 1 % du cholestérol du cerveau. C’est une forme d’inactivation. Ainsi il existe une enzyme,
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I’hydrolase, qui peut libérer le cholestérol a partir des esters. Ces gouttelettes constituent une
forme moins toxique que le cholestérol ce qui protége les neurones contre I’excés de cholestérol

qui pourrait avoir des effets neurodégénératifs.

f. Elimination du cholestérol en exces

Malgré la régulation fine de la synthése et des échanges intercellulaires du cholestérol, tout
exceés de ce dernier doit étre continuellement ¢éliminé par excrétion pour éviter qu’il ne
s’accumule dans les neurones, vu que cette accumulation peut étre neurotoxique. L’élimination
est donc permise par deux processus :

e Une voie principale par conversion en métabolites [principalement le 24S-

hydroxycholesterol (240HC)]

e Une voie minoritaire par transport actif.

1. Conversion du cholestérol en 24S-hydroxycholesterol

La principale voie d’¢limination du cholestérol du cerveau repose sur son oxydation en
24Shydroxycholesterol plus hydrophile capable de traverser la barriére hémato-encéphalique
(Lund et al., 1999) (Figure 19). Cette oxydation est assurée par I’enzyme : cholestérol-24-
hydroxylase codée par le géne CYP46A41 (Lund et al., 1999; Mast et al., 2017). La majorité du
cholestérol cérébral éliminé est soumis a 1’action de la CYP46A1 (Lund et al., 2003).

Cholesterol

24-hydroxylase OH
/ 07\ :
HO HO
NADPH + H* NADP*
Cholesterol 245-hydroxycholesterol

Figure 19 : Conversion enzymatique du cholestérol en 24S-hydroxycholestérol.

e La cholestérol-24-hydroxylase
La CYP46A1 est une enzyme microsomale exprimée presque exclusivement dans le cerveau
chez le rat, mais on la retrouve é¢galement en faible proportion dans le foie et les testicules
chez la souris (Lund et al., 1999). Chez I’homme, elle est exprimée en faible proportion dans
le foie et posséde une plus forte expression dans le cerveau (Milagre et al., 2008). Dans le
cerveau, Ramirez et al. ont démontré, par des approches d’immunohistochimie, que cette
enzyme est localisée au niveau de la membrane du RE dans les corps cellulaires et les dendrites
des neurones, et est absente des axones (Ramirez et al., 2008). La CYP46A1 est fortement
exprimée dans les neurones pyramidaux de I'hippocampe et du cortex, dans les cellules de

Purkinje du cervelet, ainsi que dans les interneurones hippocampiques et cérébelleux (Ramirez
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et al., 2008). L’importance physiologique de cette enzyme a été démontrée par modulation de
son expression (souris KO, surexpression virale) ou par modulation pharmacologique. Les
souris KO pour la CYP46A1 ne montre pas de changement du taux de cholestérol cérébral.
Cette diminution de dégradation est alors accompagnée par une diminution de la synthése du
cholestérol, sans doute en réponse a la diminution de sa dégradation pour maintenir un taux
stable de cholestérol (Lund et al., 2003). De plus, une surexpression de la CYP46A1 entraine
une augmentation des quantités de 240OHC, mais les niveaux de cholestérol ne sont pas affectés,
qui pourrait s'expliquer par une synthése compensatoire de cholestérol (Hudry et al., 2010).

Sur le plan pharmacologique, plusieurs composés peuvent moduler I’activité de cette enzyme
comme le «Voriconazole», imidazole antifongique, qui est un inhibiteur de la CYP46A1 a la
fois in vitro et in vivo, et | '«Efavirenz», un médicament anti-rétroviral qui active la CYP46A1
in vivo (Anderson et al., 2016). L'inhibition de la CYP46A1 diminue les taux de 240HC, ainsi
que les taux d'ARNm de ’THMGCoA réductase et de précurseurs du cholestérol (Shafaati et al.,
2010). D'autre part, 1'activation de la CYP46A1 augmente le renouvellement du cholestérol
cérébral, sans modification du taux de cholestérol (Mast et al., 2017). Tous ces résultats
indiquent que le cerveau posséde un processus bien réglé de synthése et d'exportation du
cholestérol qui permet de maintenir un niveau de cholestérol stable ce qui est fondamental pour

le fonctionnement normal du cerveau.

e Le240HC
Le produit de dégradation du cholestérol, le 240HC, traverse les membranes lipidiques
beaucoup plus facilement et rapidement que le cholestérol. En effet, ’ajout du groupement
hydroxyle au bout de la chaine aliphatique permet une interaction plus favorable avec les
phospholipides membranaires. (Meaney et al., 2002). Le 240OHC est ainsi capable de franchir
rapidement les membranes lipidiques et par la suite la BHE. Il a ét¢ démontré chez le rat que
le passage du 240HC a travers la BHE est assuré par diffusion passive ou par I’intervention du
transporteur organic anion transporting polypeptide 2 (OATP2) (Ohtsuki et al., 2007). Ce
métabolite joue un role de détoxification du cerveau et prévient les I’exces de cholestérol.
L’efflux du 240HC dans un cerveau humain correspond a un taux de 2-7 mg/jour (Iuliano et

al., 2015; Lutjohann et al., 1996).

11. Elimination du cholestérol par des transporteurs

Une faible quantité du cholestérol libre est éliminée par I’intermédiaire du transporteur ABCA1

exprimé par les neurones et ensuite passe dans le liquide céphalo-rachidien (LCR) (Strazielle
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and Ghersi-Egea, 2013). La lipoprotéine excrétée par ’ABCA1 passe du LCR vers la
circulation a travers la BHE (dans ce sens la perméabilité est plus grande). Le passage a travers
la BHE est permis par des transporteurs ABCA1 exprimés par les cellules endothéliales des

capillaires cérébraux (Gosselet et al., 2009; Panzenboeck et al., 2002).

III. Roles du cholestérol dans le fonctionnement cérébral

Dans le cerveau, le cholestérol a des fonctions propres mais sa voie de synthése donne lieu a
plusieurs molécules, telles que les neurostéroides, les isoprenoides et les oxystérols, qui ont
une fonction propre au niveau du systeme nerveux central. Ces différentes fonctions sont

présentées dans ce qui suit.

1. Cholestérol : le constituant principal de la myéline
Comme déja mentionné, le cholestérol est le constituant principal de la gaine de myéline. Au
cours du développement cérébral, les oligodendrocytes assemblent la myéline compacte et
forment la gaine de myéline. La my¢line fournit une isolation électrique a l'axone et est
essentielle pour la conduction rapide des potentiels d’action par impulsion saltatoire. Le
cholestérol constitue plus de 25% de la teneur totale en lipides de la myéline, comparé a moins
de 20% dans les autres membranes plasmiques (Morell and Jurevics, 1996). Le réle du
cholestérol dans la myélinisation a été étudié¢ chez des souris ayant une mutation traduite par
une inactivation de 1’enzyme de biosynthése du cholestérol, la squaléne synthase (SQS; géne
Fdftl) (Saher et al., 2005). Cette inactivation influence ainsi la biosynthése du cholestérol
spécifiquement dans la glie myélinisante, les oligodendrocytes dans les cellules du SNC et de
Schwann dans le SNP. Dans ces souris mutées, au niveau de la substance blanche, une
diminution de la myélinisation est observée. De plus, les axones avaient une my¢line mince ou
n’était pas myélinisé. Ces résultats montrent que le cholestérol incorporé dans la myéline

provient exclusivement des oligodendrocytes (Saher et al., 2005).

2. Modulation de la fluidité et de la rigidit¢ membranaire par le

cholestérol.
Le positionnement du cholestérol dans la bicouche lipidique et son interaction avec d'autres
lipides jouent un role important dans la fluidité de la membrane. Le cholestérol est inséré dans
sa majeure partie dans la bicouche lipidique et seul le petit groupement hydroxyle fait face a
l'environnement extérieur. En conséquence, ses anneaux de stéroides sont a proximité et attiré

par les chaines hydrocarbonées des lipides voisins. Cela donne un effet de condensation dans
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les membranes cellulaires (Demel and De Kruyff, 1976). Comme la chaine hydrocarbonée du
cholestérol est rigide, elle a tendance a s’associer aux acides gras a longues chaines acyle
saturées, notamment de la sphingomyéline, conduisant a la formation de phases liquides
ordonnées et moins fluides (Ramstedt and Slotte, 2002; Silvius, 2003). Plusieurs expériences
ont permis de montrer que la concentration des membranes en cholestérol influe sur leur fluidité
et leur perméabilité aux molécules hydrophiles. En effet, I’¢limination du cholestérol de la
membrane plasmatique par un traitement avec la Beta-methyl-cyclodextrin augmente la fluidité
membranaire (Gimpl et al., 1997). Par ailleurs, une addition de cholestérol dans une culture de
neurones hippocampiques de rat rend la membrane plus rigide (Ferndndez-Pérez et al., 2018).
Levitan et ses collégues ont quant a eux montré que la concentration de cholestérol dans la
membrane plasmatique des cellules endothéliales affecte également I’interaction entre cette

membrane et le cytosquelette (Levitan, 2016).

3. Role du cholestérol dans la communication neuronale

a. Localisation dans les radeaux lipidiques

Dans la membrane des neurones, le cholestérol se trouve en forte concentration dans des
structures spécialisées appelées «radeaux lipidiques» (Figure 20). Ces derniers sont des
domaines membranaires spécialisés contenant du cholestérol, des glycosphingolipides et des
phospholipides avec des chaines d'hydrocarbures saturés (Lamaida et al., 1997). En plus de ces
lipides, se trouvent des protéines, ayant subi des modifications post-traductionnelles telles que
la palmitoylation. L'ancrage des protéines synaptiques dans les radeaux lipidiques permet de
contrdler leur distribution et leur disponibilité a la membrane ou elles exercent leur fonction.
Par conséquent, ces domaines constituent des zones privilégiées pour le contrdle de I'activité
de ces protéines. Ainsi, les radeaux lipidiques sont définis comme des plateformes de
signalisation essentielles a la transmission de signaux entre les neurones.

Les radeaux lipidiques peuvent prendre des formes particuli¢res appelées cavéoles (Figure 20).
Les cavéoles sont des invaginations membranaires en forme d'oméga (Q) impliquées dans la
signalisation cellulaire et 1'endocytose. Elles contiennent une couche de protéine appelée
cavéoline dans leur feuillet interne de la bicouche membranaire (Sebastido et al., 2013).La
formation de cavéoles a la surface des cellules et I'expression de la cavéoline sont modulées
par la teneur en cholestérol de la cellule. En effet, des augmentations du taux de cholestérol
cellulaire augmentent l'expression de la cavéoline, tandis que la déplétion en cholestérol

supprime sa production (Fielding and Fielding, 2004).
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A Figure 20 : Les différents types de radeaux

o
Extracellular
space 1
i

lipidiques.

A) Les radeaux lipidiques sont des microdomaines

membranaires étroitement liés, principalement en
raison de la présence (1) de cholestérol, (2) de
glycosphingolipides et (3) de phospholipides a
Cytoplasm R , , L.
chaine hydrocarbonée saturée. Les protéines

glycosylphosphatidylinositol (4) et les protéines

i ayant subi des modifications post-traductionnelles,
B Lipid Raft

telles que la palmitoylation et la myristoylation,

Extracellular
space

sont largement ancrées dans ces domaines (5).

B) Les cavéoles représentent un sous-ensemble de
radeaux lipidiques formant une courbure interne
induite par les protéines de cavéoline (6) (Sebastido

etal., 2013).
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b. Action du cholestérol dans les radeaux lipidiques.

Les radeaux lipidiques seraient essentiels au fonctionnement normal des neurones et des
circuits neuronaux (DeBruin and Harauz, 2007; Gielen et al., 2006; Tsui-Pierchala et al.,
2002). De facon intéressante, les régions pré- et post-synaptiques sont trés riches en radeaux
lipidiques, suggérant que ces composants pourraient affecter la fonction synaptique. Du coté
pré-synaptique, les radeaux lipidiques modulent l'exocytose des neurotransmetteurs et, du coté
post-synaptique, ils facilitent le regroupement des protéines telles que les récepteurs des
neurotransmetteurs (Allen et al., 2007; Sebastido et al., 2013). Ainsi, le taux de cholestérol
présent dans les radeaux lipidiques peuvent affecter la transmission neuronale ainsi que la

plasticité synaptique (Allen et al., 2007; Sebastido et al., 2013).

1. Role pré-synaptique du cholestérol et régulation de la libération des

neurotransmetteurs

La libération des neurotransmetteurs au niveau post-synaptique est régulée par (1) la
concentration des membranes en cholestérol sur la biophysique membranaire, (2) I’interaction
directe du cholestérol avec les protéines de contrdle de l'exocytose, et (3) la présence du

cholestérol dans les radeaux lipidiques. En effet, I'exocytose des vésicules synaptiques induit
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une courbure de la membrane dont 1'étendue est déterminée par la composition lipidique de la
membrane (Rosa and Fratangeli, 2010). Au niveau présynaptique, 1'étape critique de la
libération des neurotransmetteurs par exocytose est la création d'un pore de fusion qui relie
différents compartiments intracellulaires a la membrane et permet la libération du contenu des
vésicules (Lindau and Alvarez De Toledo, 2003). La diffusion rapide du cholestérol entre la
bicouche lipidique, appelé flipflop, contribue a la formation de pores de fusion. Ainsi, le
cholestérol est un modulateur clé de la dynamique des pores de fusion et des vitesses de fusion.
De plus, le cholestérol, constitue 40% des lipides totaux trouvés dans les vésicules synaptiques
et stabilise les domaines incurvés de la membrane qui se forment au cours de la fission des
vésicules et du bourgeonnement. En fait, la réduction pharmacologique du cholestérol (en
utilisant 1’acide zaragosique, un inhibiteur de la synthése du cholestérol) réduit les taux
d'exocytose dans les neurones de I'hippocampe (Linetti et al., 2010).

Au niveau pré-synaptique, le cholestérol jouerait aussi un réle dans le maintien de 1’intégrité
des radeaux lipidiques, notamment de sa composition en certaines protéines (Head etal., 2014).
En effet, il a été décrit que le cholestérol contrdlait le bon fonctionnement de protéines tels que
les transporteurs responsables de la recapture des neurotransmetteurs, et en particulier celui de
la dopamine (DAT). En effet, la localisation du DAT serait controlée par les lipides
membranaires et par la formation de complexes entre le DAT et des protéines associées aux
radeaux, telles que la flotilline (Cremona et al., 2011; Sorkina et al., 2013). Récemment, il a
¢té montré dans une étude en microscopie en super-résolution, que le DAT pourrait étre
séquestré dans des nanodomaines dépendants du cholestérol au niveau de la membrane pré-
synaptique des neurones et qu’une déplétion en cholestérol réduit la localisation de ce

transporteur dans ces domaines (Zeppelin et al., 2018).

il. Role du cholestérol au niveau post-synaptique

La plupart des récepteurs post-synaptiques sont trouvés dans les radeaux lipidiques (Anchisi et
al., 2013; Martin et al., 2014; Vance, 2012). Un des facteurs qui impactent la communication
neuronale est la composition et la quantité de récepteurs trouvés du coté post-synaptique des
synapses.(Petrov and Zefirov, 2013). L’activité du récepteur et la transduction du signal
dépendent également du contenu membranaire en cholestérol. Une déplétion aigué€ de
cholestérol inhibe la translocation des récepteurs AMPA conduisant une réduction de
I’expression de ces récepteurs au niveau de la surface membranaire (Hou et al., 2008). Une
déplétion chronique du cholestérol augmente I’internalisation de ces récepteurs (Hering et al.,

2003).
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1il. Ro6le du cholestérol dans la plasticité synaptique

Comme mentionné précédemment, la LTP ainsi que la LTD sont les formes durables de la
plasticité fonctionnelle des synapses qui dépendent en général du trafic des récepteurs AMPA
(AMPAR) en réponse a l'activation des récepteurs NMDA (Malinow and Malenka, 2002). Le
trafic des récepteurs des neurotransmetteurs pendant la plasticité synaptique nécessite de
multiples acteurs tels que les voies de signalisation et la machinerie de transport des protéines
(Huganir and Nicoll, 2013). L’altération du cholestérol pendant la plasticité synaptique et sa
contribution a la modification de la fonction synaptique ont été étudi¢es récemment (Brachet
et al., 2015). Brachet et collégues ont montré qu'une perte de cholestérol aigu€ peut affecter la
fonction synaptique. Les enregistrements €lectrophysiologiques ont montré que 1'élimination
du cholestérol potentialise la fonction postsynaptique au niveau des synapses excitatrices,
augmentant spécifiquement la transmission synaptique médiée par le récepteur AMPA
(AMPAR). De plus, un ajout de cholestérol diminue la LTP (Brachet et al., 2015).

Une diminution de la synthése du cholestérol par 1’administration de statines altére aussi la
plasticité synaptique. Une étude de Parent et al a montré que le traitement des coupes de
neurones hippocampiques par la simvastatine favorise la transmission synaptique médiée par
les récepteurs NMDA. Cette augmentation est associce a la distribution de sous-unité¢ GluN2B
du récepteur NMDA au niveau de la surface cellulaire. La teneur en cholestérol total reste
inchangée alors qu’une diminution des isoprénoides, intermédiaires de la synthése du
cholestérol était observée. A son tour, l'activation des récepteurs NMDA durant la plasticité
synaptique diminue le taux de cholestérol, suggérant que la plasticité synaptique et plus
spécifiquement la LTP provoque une perte rapide et durable du cholestérol dans les neurones
hippocampiques (Brachet et al., 2015; Sodero et al., 2012).

Ces données révelent I'existence d'une interaction dynamique entre les niveaux de cholestérol
dans les neurones hippocampiques et la plasticit¢é synaptique, et fournissent un lien
mécanistique entre les changements de cholestérol dépendants de l'activité, du trafic des

récepteurs AMPA et NMDA et la plasticité synaptique.
4. Synthése d’autres molécules actives grace a la voie du mévalonate

a. Neurostéroides

Le terme ‘neurostéroides’ a ét¢ introduit pour la premiére fois dans les années 1980 par Baulieu

pour décrire les stéroides produits de novo dans le cerveau a partir du cholestérol ; il a ensuite
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¢été ¢élargi pour inclure les dérivés stéroidiens du métabolisme périphérique, mais ayant une
action au niveau central.

Les neurostéroides tels que 1'alloprégnanolone (AlloP), le THDOC et l'androstanediol, sont
produits par une série de réduction stéroide impliquant la Sa-réductase et la 3a-hydroxystéroide
oxydoréductase (3a-HSOR) (Figure 21). Ces étapes de réduction se produisent dans les tissus
périphériques tels que les tissus endocriniens reproducteurs, le foie et la peau (Do Rego et al.,
2009). Les neurostéroides sont des molécules lipophiles et peuvent donc facilement traverser

la BHE et s'accumuler dans le cerveau pour affecter les fonctions cérébrales (Reddy, 2014).

1/ By i Al
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!
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Y Figure 21 : Structure et
synthése des neurostéroides
1 (Belelli  and  Lambert,

2005).

Les neurostéroides sont également produits localement dans le SNC (dans les cellules gliales
et les neurones du systéme nerveux central et périphérique) a partir de précurseurs d'hormones
stéroidiennes et de précurseurs stéroidiens comme le cholestérol ou la prégnénolone (Reddy
and Rogawski, 2012; Vallée, 2016). Cette stéroidogenese implique plusieurs enzymes. L'étape
initiale de cette voie est la conversion du cholestérol en pregnénolone par le P450scc (I'enzyme
de clivage de la chaine latérale du cholestérol du cytochrome P450, CYP11A) exprimée par les
astrocytes et les neurones du cerveau (Agis-Balboa et al., 2006) (Figure 21). Cette étape est
suivie par la conversion de prégnénolone en progestérone par la 3B-hydroxystéroide
déshydrogénase (Guennoun et al., 1995). La neurostéroidogenése a été¢ décrite dans différentes

régions du cerveau comme le cortex, I'hippocampe et I'amygdale (Agis-Balboa et al., 2006).
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Figure 22 : Les neurostéroides: modulateurs de la transmission GABA.
Une représentation schématique d'une synapse inhibitrice et de la modulation de l'inhibition neuronale par des
neurostéroides libérés localement. Le GABA (acide y-aminobutyrique) libéré, active rapidement les récepteurs
GABAA postsynaptiques donnant lieu & un courant post-synaptique inhibiteur. Les neurostéroides libérés
localement par les neurones prolongent la durée de telles réponses, renforgant ainsi l'inhibition synaptique

(Belelli and Lambert, 2005).

Les neurostéroides agissent comme des neuromodulateurs, et ciblent les récepteurs GABAA,
NMDA et sigma 1, et ont été localisés dans les neurones qui expriment ces cibles (Gunn et al.,
2015; Reddy and Estes, 2016). Plus particuliérement, les neurostéroides sont de puissants
agonistes allostériques des récepteurs GABA-A trouvés a la fois au niveau synaptique et au
niveau postsynaptique (Gunn et al., 2015; Reddy and Estes, 2016) (Figure 22). Le mode
d’action des neurostéroides dépend de leur concentration: a fortes concentrations, les
neurostéroides activent directement les récepteurs, et a faibles concentrations, ils potentialisent
allostériquement les courants des récepteurs GABA-A (Lambert et al, 1995). Les
neurostéroides pourraient participer a la physiopathologie de certaines maladies
neuropsychiatriques. En effet, des études cliniques chez I'homme ont associ¢ ces hormones a
la dépression et aux troubles de I'humeur post-partum (MacKenzie and Maguire, 2014; Strohle
etal., 1999). Chez les rongeurs, une étude menée par Rougé-Pont a montré que 1’ AlloP controle
la libération de dopamine dans le NAc en réponse a l'administration de morphine, suggérant
que ce neurosteroide a un effet stimulant sur le systéme mesocorticolimbique connu pour son
role dans les processus de récompense et de motivation (Rougé-Pont et al., 2002).En revanche,
une ¢étude de Vallée et collegues montre que I'administration aigu€ de différentes classes de
drogues, telles que la cocaine, la morphine, la nicotine, 1'alcool et la THC augmente
significativement le taux d’un autre neurosteroide ; le prégnénolone au niveau du cerveau.

L’augmentation observée par la THC était la plus importante, et était associé a une
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augmentation de l'expression de I'enzyme cytochrome P450scc, I’enzyme responsable de la
synthése du PREG a partir du cholestérol au niveau cérébral. De plus, I’injection de PREG
chez les rats ayant regu une injection aigué de THC diminue les symptomes d’intoxication de
la THC (Vallée et al., 2014). Ces résultats suggérent que les neurostéroides peuvent étre
médiateurs des réponses a certaines drogues d’abus ainsi que leur libération peut étre
protectrice dans d’autres cas.

Les neurostéroides sont considérés comme des nouvelles cibles dans la thérapie de certains
troubles du systéme nerveux central tels que 1'épilepsie (Reddy, 2014), la dépendance a 1'alcool,
la maladie d'Alzheimer, le trouble bipolaire, la migraine et le sevrage tabagique (Reddy and
Estes, 2016). Par exemple, dans le cadre de la dépendance a 1’alcool, des études précliniques
ont montré que la manipulation pharmacologique des niveaux de neurostéroides modulerait les
réponses comportementales induites par la prise d’alcool chez les rongeurs. Par exemple, une
¢tude a montré que la prégnénolone et le sulfate de prégnénolone a des doses extrémement
faibles (0,01—1 pg / kg) atténuaient ou bloquaient 1'effet anxiolytique de I'éthanol, évalué par
le test de labyrinthe en croix surélevé (Melchior and Ritzmann, 1994). Plus récemment, il a été
montré que 'inhibition de la synthése des neurostéroides par 1'administration du finastéride, un
inhibiteur de la 5-alpha réductase, retardait 1'établissement d'une préférence pour 1'éthanol

stable dans un mod¢le murin de prise d’alcool (Ford et al., 2008) .

b. Isoprénoides

Outre le cholestérol, la voie du mévalonate permet ¢galement la synthése en aval de plusieurs
intermédiaires non-stéroides appelés isoprénoides (Hooff et al., 2010) (Figure 13). Le farnesyl
pyrophosphate (FPP) et le géranylgéranyl pyrophosphate (GGPP) sont les principaux
intermédiaires isoprénoides synthétisés par la voie du mévalonate. Ils permettent la prénylation
des protéines, grace les enzymes farnesyl transférase (FTase) et géranylgéranyl transférase
(GGTase) -I et -1l (Zhang and Casey, 1996). Les taux de FPP et de GGPP sont beaucoup plus
¢levés dans le cerveau que dans les autres tissus de 1’organisme (Hooff et al., 2010), ce qui
refléte des besoins plus importants en prénylation des protéines dans ce tissu (Mohamed et al.,
2015).

Le plus grand groupe de protéines prénylées sont les petites protéines G qui sont des GTPases
(sGTPases) et lient le GTP. Elles sont classées en sous-familles (Ras, Rho et Rab) en fonction
de la séquence et la similarité de leurs fonctions (Rojas et al., 2012). Pour exercer leur fonction,
Les sGTPases doivent s'associer a la membrane cytoplasmique et pour ce faire établir une

liaison covalente avec un groupe lipidique. C'est pourquoi ces familles sGTPases subissent une
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modification post-traductionnelle par 'addition du groupe lipidique qui est la prénylation
(Moutinho et al., 2017).

La sous-famille des protéines Rho comprend de petites GTPases telles que RhoA, Racl et
Cdc42 qui jouent un role central dans la régulation du cytosquelette d'actine au niveau des
¢épines dendritiques, contrélant ainsi la plasticité structurale et fonctionnelle des épines
(Hedrick et al., 2016), mais aussi la migration des cellules neuronales, la croissance et le
guidage des axones, l'arborisation dendritique et la formation des synapses (Moutinho et al.,
2017; Song et al., 2018). Ainsi, il a ét¢ montré que Rac-1 est impliqué dans le remodelage
dendritique des neurones corticaux et hippocampiques a la fois in vitro (Hayashi-Takagi et al.,
2010; Tashiro, 2000; Tashiro and Yuste, 2004) et in vivo (Oh et al., 2010).

Une altération de la synthése du cholestérol peut affecter la formation des isoprénoides et ainsi
la prénylation de ces protéines. Par exemple, Ostrovski et al ont montré que 1’inhibition
pharmacologique de la voie du mévalonate par les statines, qui sont des inhibiteurs de
I'HMGCoA réductase, inhibe 1'isoprénylation des sGTPases dans le cerveau (Ostrowski et al.,
2016). Cette inhibition semble étre responsable de la diminution de la croissance des neurites
et de la réduction de la densité des épines dendritiques observées dans les neurones de rat ayant
eu une dose de statine par voie orale (Kim et al., 2009).

De fagon intéressante, une augmentation de la prénylation et de 1'activation des sGTPases de
la famille Rho et Rab a été observée chez des souris surexprimant CYP46A1 (Moutinho et al.,
2016). Cette augmentation induite de la prénylation des sGTPases entraine une augmentation
de la croissance dendritique neuronale et de la densité de protrusion dendritique, et provoque
une augmentation des protéines synaptiques dans les fractions synaptosomales brutes
(Moutinho et al., 2016). Cela peut souligner I'importance de la voie du mévalonate et de la

production d'isoprénoides dans le développement et la fonction neuronale.

IV. Implication du métabolisme du cholestérol dans le

comportement, la mémoire et ’apprentissage

Compte tenu de ses différents roles dans le fonctionnement des cellules, il a été suggéré que
des modulations des taux de cholestérol pourraient avoir des conséquences sur le
fonctionnement cérébral, et sur différents types de comportements. Il est d’ailleurs intéressant
de noter que des études en cliniques et précliniques indiquent une corrélation entre les taux de
cholestérol plasmatique et des changements de comportement (Pour revue Cartocci et al.,

2017). Cependant, puisque le métabolisme du cholestérol cérébral est séparé du reste du corps
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(Dietschy, 2009), il reste difficile d’établir un lien direct entre les taux de cholestérol cérébral,
le taux de cholestérol plasmatique et les troubles comportementaux. Une maniére indirecte
d'évaluer l'existence du lien entre le cholestérol cérébral et les troubles comportementaux,
consiste a étudier la conséquence de I’administration de statines lipophiles qui traversent la
barriére hémato-encéphalique et diminuent ainsi la synthése du cholestérol dans le cerveau et
de regarder les conséquences comportementales (Golomb and Evans, 2008). Une diminution
de la synthése endogéne du cholestérol induite par 'administration de statines favorise les
performances cognitives chez les rongeurs (Segatto et al., 2014). Dans une étude de Segatto,
un traitement chronique a la simvastatine a amélioré la mémoire lors de la tache d'évitement
passif chez le rat (Segatto et al., 2014). Plusieurs études ont montré que les statines facilitent
l'apprentissage et la mémoire chez les rongeurs et améliore les performances dans le test
d’apprentissage de la piscine de Morris (Li et al., 2006; Lu et al., 2007).

En plus d’un réle de la synthése du cholestérol sur les processus mnésiques, une altération du
transport du cholestérol pourrait aussi affecter ces processus (Gordon et al., 1995; Oitzl et al.,
1997). Ainsi, Gordon et ses collégues ont montré que des souris KO pour le géne ApoE présente
des déficits de la mémoire (Gordon et al., 1995). L'altération de I'apprentissage spatial et de la
mémoire chez ces souris dépourvues de I’ ApoE pourrait s'expliquer par des modifications
synaptiques comme par exemple une réduction de la LTP (Veinbergs et al., 1998). Pour finir,
une régulation de la dégradation du cholestérol peut aussi affecter I’apprentissage. Les souris
déficiente en CYP46A1 présente des troubles dans I’apprentissage spatial, moteur et
associative suite a un test dans la piscine de Morris, ainsi que des perturbations des phénoménes
de LTP (Kotti et al., 2006). De plus, I’incubation des coupes hippocampiques des souris
CYP46A1 KO avec du mévalonate ou du géranylgéraniol (produit intermédiaire de la voie de
mévalonate, participant a la premylation des protéines) rétablit la LTP, alors que 1’addition du
cholestérol n’a aucun effet (Kotti et al., 2006). De plus, un travail récent a montré que la
surexpression du CYP46A1 peut réellement augmenter 1'excroissance dendritique ainsi que la
densité en épines et provoque une augmentation des protéines synaptiques dans la fraction
synaptosomale in vivo et in vitro (Moutinho et al., 2016). Ces modifications morphologiques
et moléculaires observées seront responsable de l'amélioration de la fonction cognitive
observée in vivo chez la souris transgénique CYP46A1 (Maioli et al., 2013). Tous ces résultats
suggerent une implication du métabolisme du cholestérol dans les processus de mémoire et

d’apprentissage.
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V. Implication du métabolisme du cholestérol cérébral dans des

neuropathologies

Plusieurs arguments sont en faveur d’un role du cholestérol dans plusieurs maladies
neurodégénératives (tels que la maldie d’Alzheimer, la maladie de Huntington, la maladie de
Parkinson) (pour revue (Martin et al., 2014)), dans des maladies hypomy¢linisantes (tels que
le syndrome de Smith-Lemli-optiz, la maladie de Niemman Pick type C et la maladie de
Pelizaeus Merzbacher (pour revue (Saher and Stumpf, 2015)) ou encore dans les troubles du

spectre autistique (pour revue (Wang, 2014)) .

1. La maladie d’Alzheimer (MA)

La maladie d’Alzheimer (MA) est une maladie neurodégénérative multifactorielle progressive
qui touche prés de 50 millions de personnes dans le monde entier (Alzheimer’s-Disease-
International, 2015). Pendant des décennies, le dépdt du peptide béta-amyloide extracellulaire
(AP) a été considérée comme une caractéristique pathologique de la maladie (Sadigh-Eteghad
et al., 2015). La molécule AP provient de la protéolyse de la protéine précurseur d'amyloide
(APP) (Bolduc et al., 2016). Bien qu'une augmentation de I'A cérébrale puisse expliquer une
partie de la neurodégénérescence détectée dans le cerveau des patients atteints de la MA, des
travaux suggerent que le métabolisme du cholestérol pourrait aussi étre impliqué dans la
maladie d'Alzheimer. Par exemple, la présence de l'alléle €4 de I'APOE semble étre un facteur
de risque majeur pour cette maladie, en particulier dans la forme tardive de la MA (Roses,
1996; Tanzi and Bertram, 2005). Il a ¢galement ét¢ démontré que I'APOE joue un rdle dans la
dégradation (Jiang et al., 2008) et la clairance de I'Ap dans le cerveau (Xiong et al., 2009).

De plus, étant une enzyme essentielle de 'homéostasie du cholestérol du SNC, on devrait
s’attendre a ce que la CYP46A1 soit aussi impliquée dans la pathogenése de 1’AD. Plusieurs
¢tudes ont montré une expression anormale du CYP46A1 dans le tissu cérébral de patients
atteints de MA. Par exemple, une induction sélective de cette enzyme autour des plaques
neuritiques a été décrite, les cellules neuronales présentent des taux inférieurs de CYP46A1 et
son expression peut étre détectée dans les astrocytes (Bogdanovic et al., 2001). De plus, le
traitement des cellules de neuroblastomes exprimant 1’APP humain par le 240OHC est capable
de réduire la production de peptide béta-amyloide (Af) en inhibant le trafic de ’APP (Urano
et al., 2013) ce qui suggere qu'une augmentation de la production de cet oxystérol pourrait &tre
bénéfique dans le cadre de la MA. Pour finir, en utilisant une approche virale in vivo, plusieurs

¢tudes ont permis d’¢lucider le réle de la CYP46A1 dans la physiopathologie de la MA. En
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utilisant des souris APP23 (modéle murin de la MA), Hudry et al ont montré que la
surexpression de la CYP46A1 dans le cortex et I'hippocampe de ces souris réduit la pathologie
amyloide, avant et méme apres l'apparition de la maladie. Les auteurs ont suggéré que le
mécanisme sous-jacent de ’effet CYP46A1 ne semble pas étre médié par une production plus
¢levée de 240HC, mais plutot par la réduction des niveaux du cholestérol dans les radeaux
lipidiques pouvant modifier la protéolyse de 1’APP, entrainant une réduction production de
I’AB (Hudry et al., 2010). Plus récemment, Burlot e al. ont montré que l'injection du vecteur
viral CYP46A1 dans I'hippocampe dans des souris THY-Tau22, un autre modele murin de la
MA sans pathologie amyloide, a pu abolir les déficits cognitifs et I’altération de la LTD (Burlot
et al.,, 2015). Parallelement, Djelti et al ont indiqué qu’une inhibition du CYP46A1 dans
I'hippocampe des souris sauvages via l’injection d’un virus, induit une accumulation de
cholestérol, suivie d'une perte neuronale, une atrophie de I'hippocampe et des déficits cognitifs
(Djelti et al., 2015). De plus, cette inhibition engendre une accumulation significative de
cholestérol dans les cerveaux des souris traitées par rapport au control (Djelti et al., 2015). Tous
ces résultats montrent que l'inhibition de la CYP46A1 peut jouer un role dans la pathogenése
et progression de la MA et son augmentation pourrait étre considérée comme une nouvelle

stratégie thérapeutique de la MA.

2. La maladie de Huntington (MH)

La MH est une maladie neurodégénérative autosomale dominante, caractérisée par une
déficience motrice, un déclin cognitif, des troubles psychiatriques. L’estimation de vie est de
15-20 ans a partir du début des symptomes. La MH est causée par une expansion anormale du
trinucléotide CAG dans 'extrémité 5 'du géne IT15 (chromosome 4p16.3). Cette mutation code
pour une expansion de la glutamine dans la protéine huntingtine (HTT) (MacDonald et al.,
1993). L'atrophie progressive du striatum (noyau caudé et putamen) en association avec une
astrogliose (Vonsattel et al., 1985) sont les caractéristiques neuropathologies de la maladie.
Une atrophie corticale sévére associée a une dégénérescence au niveau du striatum a été aussi
observée dans les IRM des patients atteints de cette maladie (Aylward, 2007). La HTT est
largement exprimé dans tous les tissus, en particulier dans le cerveau et les testicules. Au sein
de la cellule, elle s'associe a divers organites et structures jouant un role dans les fonctions
intracellulaires, y compris le transport de protéines, le transport vésiculaire, I’endocytose, la
signalisation postsynaptique, la régulation transcriptionnelle (Gil and Rego, 2008).
L’expression des génes impliqués dans la synthése du cholestérol cérébrale tels que la HmgcoA

reductase et la Dhcr24 était réduite dans le striatum et dans le cortex de souris transgéniques
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ainsi que dans des coupes de cortex des patients atteints de la maladie en post mortem (Samara
et al., 2014; Valenza, 2005; Valenza et al., 2007).

Dans tous les modéles animaux de cette maladie, une réduction du 240HC dans le cerveau
entier, dans le striatum et dans le cortex a été observée (Valenza et al., 2010). Une altération
de la synthése correspond probablement a une altération parallele de 1'élimination du
cholestérol par les neurones métaboliquement actifs (Valenza et al., 2010). Les marqueurs de
la synthése, de I'accumulation et du turnover du cholestérol et de I'expression des génes
impliqués dans la synthése du cholestérol ont été réduits proportionnellement a la longueur des
répétitions CAG et a la charge de HTT mutant (N homozygote hétérozygote). Chez les souris
sauvages, la quantité de cholestérol augmente avec la maturation atteignant un plateau chez les
animaux adultes. Dans un modéle murin de MH, la quantité de cholestérol cérébral et de
précurseurs était inférieure a celle des animaux de méme age (Valenza et al., 2010). Ces
données suggerent que la HTT pourrait jouer un role spécifique dans I'homéostasie du
cholestérol et que le HTT mutant altére la synthése et le turnover du cholestérol dans le cerveau.
La synthése ainsi que la dégradation du cholestérol semble étre impliquées dans la MH. Dans
une étude en post-portem, une diminution de 1I’expression de la CYP46A1 était observée dans
des coupes de putamen des patients atteint de MH accompagnée par une augmentation du taux
du cholestérol et des intermédiaires de la voie du mévalonate dans cette structure (Kreilaus et
al., 2016). Dans une étude récente, Boussicault et al. ont montré qu’une diminution de
I’expression de cette enzyme dans le striatum de souris sauvage par shRNA produit une
dégénérescence des neurones striataux et les déficits moteurs rappelant le phénotype de la
maladie de HT (Boussicault et al., 2016). De plus, une injection de virus permettant la
surexpression de la CYP461 dans le striatum d’un modele murin de la MH (souris HT) réduit
I’atrophie neuronale ainsi que le nombre et la taille des agrégats de HTT mutant, améliore les
déficits moteurs, restaure les taux de cholestérol et de lanostérol et augmente le taux de
desmosterol (Boussicault et al., 2016). Ces ¢études suggerent que la diminution de la CYP
pourrait jouer un réle dans la pathogenese de la maladie et que la restauration de son expression

peut constituer une nouvelle approche thérapeutique dans le traitement de cette maladie.

3. L’addiction
Des études chez I’homme, ainsi que des études chez les rongeurs, ont montré un lien entre
I’addiction a la cocaine et le cholestérol. Premi¢rement, une étude réalisée post-mortem a
montré une altération dans I’expression des génes impliqués dans le métabolisme du

cholestérol dans le cortex des consommateurs de plusieurs drogues tels que la cocaine, la
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phencyclidine et le cannabis (Lehrmann et al., 2006). Ces auteurs ont montré une augmentation
de I’expression des génes Fdfil, Apol2 impliqués respectivement dans la synthése et le
transport du cholestérol dans le cortex frontal antérieur (Lehrmann et al., 2006). De plus, une
¢tude réalisée dans notre laboratoire suggeére qu’'un lien entre le cholestérol cérébral et
I’addiction a la cocaine pouvait exister dans un modele animal d’AA de cocaine puisque
I’administration de statines, inhibiteurs de la HMGCoA réductase ,qui traversent la BHE,
diminue le risque de rechute a la cocaine et a la nicotine chez les rats (Chauvet et al., 2016).
Plus récemment, Cotto et al. ont montré que des injections répétées de cocaine chez les souris
suivi par 24 heures d’abstinence diminue le taux de protéines de LXR, qui sont impliqués dans
la régulation de du métabolisme du cholestérol dans I’hippocampe de ces souris (Cotto et al.,
2018).

Des administrations d’alcool semblent également avoir des conséquences sur le
métabolisme cérébral du cholestérol. Des études chez des rats P-préférant 1’alcool (souches de
rats hybridés génétiquement pour leur préférence a I’alcool) montrent que 1’exposition
chronique a I’éthanol altére I’expression des génes codant les protéines impliquées dans le
métabolisme du cholestérol cérébrale dans différentes structures du cerveau de rats impliqués
dans 1’addiction tels que I’ATV (McBride et al., 2013), I’hippocampe ventral (McClintick et
al., 2018), le raphé nucleus (McClintick et al., 2015) et la substance grise périaqueducale
(Mcclintick et al., 2016) de fagon région-spécifique. Parmi les génes modulés on peut citer
I’Abcal et la HmgcoA réductase et synthase dans ’ATV et dans I’hippocampe ventral
(McBride et al., 2013; McClintick et al., 2018), la Srebf2 dans le noyau du raphé (McClintick
etal., 2015).
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Objectifs de la these

L’objectif principal de ma these était d’étudier I’effet des drogues d’abus sur le métabolisme cérébral
du cholestérol. En effet, il a été démontré que la consommation de drogues, qu’elle soit aigiic ou
chronique produit des neuroadaptations au sein du systéme mésocorticolimbique responsable de la
persistance du risque de rechute. Parallelement, le cholestérol joue un rdéle crucial dans plusieurs
fonctions cérébrales telles que la neurotransmission et les processus de plasticité synaptique, connues
pour étre impliqués dans I’addiction. L’objectif de ce travail de these consistait a élucider I’implication
potentielle du métabolisme du cholestérol dans 1’addiction et en particulier si ce métabolisme était
affecté par les drogues d’abus. Mon travail de thése est divisé en 3 parties.

Notre premier article, publié dans « Frontiers in Molecular Neurosciences », est intitulé «Persistent
neuroadaptations in the expression of genes involved in cholesterol homeostasis induced by
chronic, voluntary alcohol intake in rats ». Dans cette étude, nous avons évalué les effets de
I’exposition chronique a I’alcool sur I’expression des génes impliqués dans le métabolisme du
cholestérol.

Notre deuxiéme article, intitulé « Impact of acute and repeated cocaine administrations on the
expression of genes involved in cholesterol homeostasis in the rat brain » est en préparation. Dans
cette étude, nous nous sommes intéressés aux effets de 1’exposition aigué et chronique a la cocaine sur
I’expression des génes impliqués dans le métabolisme du cholestérol.

Une étude complémentaire a été réalisée visant a évaluer de 1’effet de ’altération du métabolisme du
cholestérol sur la rechute aux drogues était initi€. A cet égard, nous avons utilisé une approche virale
permettant de surexprimer la CYP46Al, I’enzyme de dégradation du cholestérol cérébral dans le

cortex préfrontal pour évaluer I’effet sur la recherche de cocaine dans un modele de rechute.
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Résultats
Article 1

Article 1: Persistent neuroadaptations in the
expression of genes involved in cholesterol
homeostasis induced by chronic, voluntary alcohol
intake in rats

L’addiction a I’alcool est associée a des neuroadaptations persistantes au niveau des différentes
structures cérébrales, supposées étre impliquée dans le risque persistant de rechute aprés une période
d’abstinence. Des études récentes ont montré que 1’exposition chronique a I’alcool pouvait engendrer
des changements au niveau de I’expression des génes impliqués dans le métabolisme de lipides et entre
autres le métabolisme du cholestérol cérébral. En général, ces études s’étaient focalisées sur les effets
d’un sevrage aigu. Pour notre part, nous étions intéressés par les adaptations durables induites par
I’exposition chronique a 1’alcool et susceptibles de participer a la rechute. Dans cette étude, nous avons
examiné si la consommation volontaire d'alcool dans un protocole de prise intermittente pouvait
modifier I'expression des génes codant pour les protéines impliquées dans I'homéostasie du cholestérol,
apres trois semaines d'abstinence. Ce travail a ét¢ mené dans des régions du cerveau impliquées dans

I’addiction, tels que le CPF, le NAc, le mésencéphale et I’amygdale.
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Alcohol use disorder (AUD) is associated with persistent adaptations in the brain that
are believed to participate in the long-lasting vulnerability to relapse after abstinence.
Cholesterol, the major sterol compound found in the central nervous system (CNS),
plays a major role in maintenance of neuronal morphology, synaptogenesis and synaptic
communication and may be involved in alcohol-induced neuroadaptations. In this study,
we investigated whether alcohol consumption in a two-bottle choice paradigm followed
by 3 weeks of abstinence could alter the expression of genes encoding proteins
involved in cholesterol homeostasis in brain regions involved in addiction and relapse,
namely the prefrontal cortex (PFC), the nucleus accumbens (NAc), the mesencephalon
and the amygdala. We found that voluntary alcohol intake followed by 3 weeks of
forced abstinence produces changes in the transcription of several genes encoding
proteins directly involved in cholesterol synthesis such as 3-hydroxyl-3-methylglutaryl-
coenzyme A (HMGCoA) reductase, farnesyl-diphosphate farnesyltransferase 1 (FDFT1)
and farnesyl diphosphate synthase (FDPS) and in its regulation such as sterol regulatory
element-binding factor-2 (SREBF2), in cholesterol transport such as ATP-binding
cassette subfamily A member 1 (ABCA1) and in cholesterol degradation such as
CYP46A1. Interestingly, these changes appeared to be region-specific and suggest that
previous chronic exposure to alcohol might durably increase cholesterol metabolism in
the PFC, the NAc and the mesencephalon and decrease cholesterol metabolism in the
amygdala. Altogether, these results suggest that alcohol consumption leads to durable
deregulations in cholesterol metabolism in key areas involved in loss of control over drug
use and addiction. These long-term neuroadaptations may participate in the changes in
brain structure and functioning that are responsible for the long-lasting risks of relapse
to alcohol.

Keywords: alcohol, addiction, cholesterol metabolism, gene expression, neuroadaptations
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INTRODUCTION

Alcohol use disorder (AUD) is a chronic relapsing brain disease
that represents an important health problem and a big economic
cost for our societies (Moss, 2013). AUD is characterized
by episodes of intoxication, use of alcohol despite negatives
consequences, compulsion to seek and consume alcohol and
negative emotional states when alcohol use is stopped (Gilpin
and Koob, 2008). As other drugs of abuse, alcohol produces
its rewarding effects by stimulating the dopaminergic neurons
of the mesocorticolimbic pathway that originates in the ventral
tegmental area and projects to the nucleus accumbens (NAc),
the prefrontal cortex (PFC) and the amygdala (Gessa et al.,
1985; Di Chiara and Imperato, 1988). Alcohol by acting
on ionotropic receptors physiologically targeted by glutamate,
GABA, acetylcholine and serotonin, increases the activity of
dopaminergic neurons leading to increases in dopamine levels in
targeted areas (Spanagel, 2009).

Chronic exposure to alcohol produces short-term, as well as
long-term neuroadaptations in the brain that could participate
to AUD (Most et al., 2014). Acute withdrawal from alcohol
produce many molecular, functional and behavioral alterations
that result in well-defined withdrawal symptoms (i.e., tremors,
risks of delirium tremens and seizures), these effects are
usually short lasting (1-3 days) and disappear over time (Heilig
et al., 2010). At the molecular level, acute withdrawal from
chronic exposure to alcohol has been shown to potentiate
glutamatergic neurotransmission by increasing the expression
of NMDA receptors (NMDARs). In fact, post-mortem studies
have described increased expression of the NMDA type 2B
subunit in the PFC and hippocampus of human alcoholics (Zhou
et al., 2011; Warden and Mayfield, 2017). These observations
have also been described in animal models (for review see
Roberto and Varodayan, 2017). In addition, adaptations in
GABAergic neurotransmission in a region-specific manner have
been described (for review see Roberto and Varodayan, 2017).
Other adaptations have been shown to take place after protracted
abstinence from alcohol (>3 weeks), when physical symptoms
of withdrawal have disappeared and other symptoms such as
elevated anxiety and dysphoria appear (Heilig et al, 2010).
These molecular long-term adaptations appear to reduce the
activity of the dopaminergic system which could be responsible
for the negative affect symptoms associated with abstinence
from alcohol and ultimately for the persistent risks of relapse
to alcohol consumption (Melis et al., 2005; Volkow et al,
2007).

Recent evidence indicates that in the brain, lipids in general
and sterols in particular, could play a role in neuronal
adaptations. Cholesterol is the major sterol found in the central
nervous system (CNS; Martin et al., 2014) and its homeostasis
depends on local synthesis and turnover since it does not cross
the brain blood barrier (Saeed et al., 2014). Cholesterol is mainly
present in the myelin sheath formed by oligodendrocytes to
insulate neurons (Dietschy and Turley, 2004; Saher and Stumpf,
2015); however neurons and other glial cells also contain large
amounts of cholesterol (Martin et al., 2014). In the adult brain,
cholesterol is produced in astrocytes by a multistep process

called the mevalonate pathway, in which the rate limiting step
is the activity of the hydroxymethylglutaryl-CoA (HMGCoA)
reductase (Rozman and Monostory, 2010). Cholesterol is then
exported from astrocytes after binding to lipoproteins (mainly
the apolipoprotein E, called APOE; Mahley, 2016) and passage
through membrane transporters, such as ATP-binding cassette
subfamily A member 1 (ABCA1; Dietschy and Turley, 2004;
Chen et al, 2013; Lecis and Segatto, 2014). Cholesterol is
imported in neurons by binding to low density lipoprotein
receptor (LDLr) and LDL-receptor like protein (Beffert et al.,
2004). Cholesterol in excess is then degraded by the enzyme
24S-cholesterol hydroxylase also named CYP46A1, which is
mostly expressed in neurons (Russell et al, 2009). Several
sterol compounds (oxysterols, isoprenoids, neurosteroids, etc.)
produced by the mevalonate pathway are known to have also
their own activity in the brain (Reddy, 2010; Sun et al., 2016b;
Moutinho et al., 2017). At the cellular level, cholesterol content
plays a role in maintaining neuronal membrane integrity and in
determining membrane permeability and fluidity (Korade and
Kenworthy, 2008; Egawa et al., 2016). In addition, cholesterol
has been shown to be involved in synaptogenesis, maintenance
of neuronal morphology and synaptic communication (Petrov
et al,, 2016). Importantly, recent studies suggest that cholesterol
plays a role in synaptic plasticity (Egawa et al, 2016).
For example, induction of long-term potentiation (LTP) in
the hippocampus produces a redistribution of intracellular
cholesterol, activation of cdc42 protein which finally results
in potentiation of AMPA currents (Brachet et al, 2015). In
addition, cholesterol depletion inhibits synaptic transmission
and synaptic plasticity and impairs NMDAR-mediated signaling
and LTP (Koudinov and Koudinova, 2001; Frank et al., 2008;
Korinek et al., 2015). Interestingly, synaptic plasticity processes
such as LTP have been proposed to participate in addiction
(Luscher and Malenka, 2011) and therefore, changes in the
cholesterol metabolism may results in altered synaptic plasticity
and participate in addiction processes.

Accumulating evidences suggest that brain cholesterol
homeostasis could play a role in drug addiction. First of all,
a transcriptomic post-mortem study in humans found that
genes involved in the synthesis and trafficking of cholesterol
are overexpressed in the cortex of individuals with a history
of cocaine, cannabis and phencyclidine abuse (Lehrmann et al,,
2006). Second, in animal models, studying the transcriptional
changes induced by alcohol exposure, McClintick et al.
(2016) found that the expression of genes implicated in
the cholesterol synthesis, such as HMGCoA reductase and
HMGCoA synthase, is altered by exposure to alcohol in the
periaqueductal gray. Finally, indirect evidence for the role of
cholesterol in addiction comes from a study showing that chronic
treatment with brain-penetrating statins, which are inhibitors
of the HMGCoA reductase enzyme (Law and Rudnicka, 2006;
Fracassi et al., 2017), reduces drug seeking for cocaine and
nicotine without affecting food-seeking behavior in a rodent
model of addiction (Chauvet et al, 2016). Altogether, these
evidences suggest that altered cholesterol homeostasis may
be a mechanism involved in addiction to drugs including
alcohol.
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The aim of our study was to investigate neuroadaptations in
cholesterol homeostasis induced by alcohol consumption that
persist after discontinuation of voluntary exposure to alcohol.
We used intermittent exposure to alcohol in a two-bottle choice
procedure followed by 3 weeks of abstinence. We chose this time
point because it corresponds to period of protracted abstinence
in rodents, a time when physical symptoms of withdrawal
have disappeared (Heilig et al., 2010). These neuroadaptations
are believed to be related to high risks of relapse to alcohol
and to the phenomenon of incubation of craving (Pickens
et al.,, 2011) that has been described for several drugs including
alcohol (Bienkowski et al., 2004). To screen for changes in
the expression of many of genes encoding proteins involved
in the brain cholesterol metabolism in several brain areas, we
chose to measure the mRNA levels of candidate genes by real
time PCR (RT-PCR). We focused our investigation on the
PFC, the NAc, the amygdala and the mesencephalon, which are
known to play a major role in alcohol addiction (Volkow et al.,
2016; Cooper et al.,, 2017). We investigated the expression of
genes encoding enzymes of the mevalonate pathway [HMGCoA
synthase, HMGCoA reductase, farnesyl diphosphate synthase
(FDPS), farnesyl diphosphate farnesyltransferase 1 (FDFT1) and
24-dehydrocholesterol reductase (DHCR24)], protein involved
in transport of cholesterol (APOE, LDLr and ABCA1), the
enzyme CYP46A1, responsible for the degradation of cholesterol,
as well as proteins implicated in the regulation of cholesterol
synthesis [sterol regulatory element-binding factor-2 (SREBF2),
Liver X receptor type Beta (LXR beta)].

MATERIALS AND METHODS

Animals

Twenty-four adult male Long-Evans rats weighing 300 g at
the beginning of the experiment (Janvier Labs, France) were
used in this study. After habituation to the animal facility, they
were individually housed in a controlled environment under a
12-h light/dark cycle (lights on at 8 a.m.) with food available
ad libitum. All experiments were conducted during the light
phase and in accordance with the European Union directives
(2010/63/EU) for the care of laboratory animals and approved
by the local ethics committee (COMETHEA).

Intermittent Exposure to Alcohol

Ethanol 96% (Cooper, France) was diluted with tap water to
obtain a final concentration of 20% (v/v). Fluids were presented
in glass bottles with stainless-steel drinking spouts inserted
through two grommets in front of their home cage, according
to a protocol similar to that used by Simms et al. (2008). Every
second days, “alcohol” rats (n = 14) had the access for 24 h
to two bottles, one containing the 20% ethanol solution or one
containing tap water, allowing voluntary alcohol intake. During
each exposure, the position of the ethanol bottle was changed to
avoid side preferences. More precisely, on Mondays, Wednesdays
and Fridays (10 a.m.), rats were given access to the two bottles,
and the day after (10 a.m.), the two bottles were weighed and
the bottle containing ethanol was replaced by a bottle containing
water. Control rats (n = 10) had continuous access only to two

bottles of water. We weighted the bottles and we measured
alcohol intake (= g of pure ethanol/kg bodyweight/24 h), the
preference for alcohol (= percentage of ethanol consumed over
total fluid intake), to compare the volume of alcohol solution and
water consumed, and the volume of fluid intake on “alcohol”
and “water” days. The alternate exposure to alcohol lasted for
47 days, leading to 21 sessions of intermittent exposure. Animals
were then exposed to two bottles of water for a 3-week abstinence
period.

Tissue Collection

Three weeks after the last exposure to ethanol, rats were
anesthetized with pentobarbital (120 mg/kg, Dolethal®
Vetoquinol France), decapitated and brains were removed, and
dissected using a rat matrix (WPI, London). Brain structures,
namely the PFC, the NAc, the mesencephalon and the amygdala,
were isolated by blunt dissection and stored at —80°C until used.

RNA Isolation and Reverse Transcription
Total RNA was isolated using TRIzol Reagent and chloroform
and then purified using Macherey Nagel kit (Macherey
Nagel, France). The RNA concentration was determined using
the NanoDrop ND-1000 spectrophotometer (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA) and the RNA integrity was
evaluated by the Agilent 2100 Bioanalyzer System (Agilent
2100 Bioanalyzer). All RNAs had a RIN (RNA integrity number)
above eight.

Reverse Transcription and Quantitative
Real Time PCR (RT-PCR)

Equal amounts of RNA input (1 pg) were reverse-transcripted
using Verso cDNA synthesis kit (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA; Dutscher, France). Real time qPCR was
performed using the LightCycler480 detection system (Roche,
France). Reaction mix was exposed to the amplification program
consisting in one cycle (95°C for 5 min), followed by 45 cycles,
including three phases (phase 1: 95°C for 20 s; phase 2: 64°C
for 15 s for all primers (except for hrptl = 60°C); phase 3:
72°C for 20 s).

The sequences of primers used (Supplementary Table S1)
were either designed using Primer-BLAST software!, or found
in previous publications. Results were normalized to three
housekeeping genes (gapdh, p-actin and hrptl) and reported

as RNA fold changes according to the AACT method
(ZAACT — ZACT sample — mean ACT “control animal”).

Statistical Analysis

Behavioral data were analyzed using one-way or two-way
ANOVA for repeated measures followed by Newman-Keuls
post hoc. For RT-PCR, we used a Student ¢-test to compare
ethanol-exposed rats (n = 14) and control rats (n = 10). The null
hypothesis was rejected at p < 0.05.

Uhttp://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/index.cgi?LINK_LOC=Blast
Home
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RESULTS

Rats Show Escalation of Alcohol Intake

and Preference Over Time

In a two-bottle-choice procedure, intermittent-access to the
20% ethanol solution resulted in a steady increase in ethanol
consumption (n = 14; Figure 1). Ethanol intake was 7 g/kg/24 h
at the beginning and over time it reached a mean of 9 g/kg/24 h
at the end of the study (Figure 1A). Statistical analysis revealed a
significant effect of sessions for ethanol intake (F(1320) = 9.99,
p < 0.0001). The preference for the bottle containing alcohol
was aproximately 45% at the beginning and it reached 70% at
the end of the study (Figure 1B). Statistical analysis revealed a
significant effect of sessions for alcohol preference (F(1320) = 6.56,
p < 0.0001). On the first day of exposure to alcohol, rats drank a
mean of 12.5 ml/24 h of alcohol and a mean of 16 ml/24 h of
water (Figure 1C). At the end of the study, rats drank a mean
of 19 ml/24 h of alcohol and a mean of 11 ml/24 h of water
(Figure 1C). Statistical analysis revealed a significant effect of
sessions (F(1320) = 16.90, p < 0.0001), of alcohol (F(1,13) = 26.54,
p < 0.0001) and a significant sessions x alcohol interaction
(F3,20) = 8.00, p < 0.0001). Fluid consumption (ml/24 h) of rats
exposed to the two-bottle choice on alcohol and water days was
similar and remained stable throughout the experiment (around
27 ml/24 h; data not shown).

Intermittent Alcohol Intake Induces
Persistent Modifications in the Expression
of Genes Involved in the Metabolism of

Cholesterol in the PFC

In the PFC (Figure 2), alcohol intake followed by 3 weeks
of abstinence produced an increase in the expression of the
gene encoding HMGCoA reductase, the rate limiting enzyme of
cholesterol synthesis (+30%, p < 0.001) and a decrease in the
expression of the gene encoding the enzyme FDPS, involved in
the intermediate steps of cholesterol synthesis (—17%, p < 0.05)
in rats exposed to alcohol (n = 14) compared to control group
(n = 10). Alcohol consumption also produced a decrease in the
expression of ABCA1 transporter, responsible for cholesterol
export from cells (—20%, p < 0.05). In addition, alcohol intake
produced a decrease in the expression of the enzyme CYP46A1,
which degrades cholesterol (—15%, p < 0.05). All the other genes
studied were not affected by exposure to alcohol.

Intermittent Alcohol Intake Induces
Persistent Modification in Genes Involved
in the Metabolism of Cholesterol in the
NAc

In the NAc (Figure 3), alcohol intake followed by 3 weeks of
abstinence produced an increase in the expression of the genes
encoding FDPS and FDFT1, involved in the intermediate steps
of cholesterol synthesis (+20%, p < 0.01 for FDPS and +20%,
p < 0.01 for FDFT1) in rats exposed to alcohol (n = 14) compared
to control group (n = 10). It also produced an increase in the
expression of the gene encoding ABCA1 (+70%, p < 0.001).
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FIGURE 1 | Alcohol intake and preference in rats exposed to an
intermittent-access to ethanol. Ethanol intake (A) and preference for ethanol
over water (B) in rat exposed to two bottle one containing water and one
containing ethanol 20% (n = 14). Volumes of ethanol (black curve) and water
(gray curve) consumed on alcohol days (C).

In addition, alcohol consumption produced a decrease in the
expression of the gene encoding SREBF2 (—12%, p < 0.05). All
the other genes studied were not affected by exposure to alcohol.

Intermittent Alcohol Intake Induces
Persistent Modification in Genes Involved
in the Metabolism of Cholesterol in the

Mesencephalon

In the mesencephalon (Figure 4), alcohol intake followed by
3 weeks of abstinence caused an increase in the expression of
the genes encoding FDPS and FDFT1, that are both involved
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FIGURE 2 | Changes in expression of genes involved in cholesterol metabolism in the PFC after exposure to alcohol. Expression of several genes involved in the
metabolism of cholesterol in rats exposed to a two-bottle choice paradigm and water controls. Values represent the means 4 SEM of 2~2ACT normalized to the
control group. White bars correspond to control animals (n = 10) and black bars correspond to ethanol animals (n = 14). Student t-test, *p < 0.05,

**p < 0.001 different from control group. Abbreviations: Amy, amygdala; PFC, prefrontal cortex; HMIGcoA, 3-hydroxyl-3-methylglutaryl-coenzyme A; Fdps, farnesyl
diphosphate synthase; Fdft1, farnesyl-diphosphate farnesyltransferase 1; Dhcr24, 24-dehydrocholesterol reductase; Abcal, ATP-binding cassette A1; ApoE,
apolipoprotein E; Ldlr, low density lipoprotein receptor; Cyp46al, 24S cholesterol hydroxylase; Srebf2, sterol-regulatory element-binding factor; Lxr beta, liver X
receptor type beta.
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FIGURE 3 | Changes in expression of genes involved in cholesterol metabolism in the NAC after exposure to alcohol. Expression of several genes involved in the
metabolism of cholesterol in rats exposed to a two-bottle choice paradigm and water controls. Values represent the means + SEM of 2-2ACT normalized to the
control group. White bars correspond to control animals (n = 10) and black bars correspond to ethanol animals (n = 14). Student t-test, *p < 0.05, **p < 0.01,

**p < 0.001 different from control group. Abbreviations: NAc, nucleus accumbens; HMGcoA, 3-hydroxyl-3-methylglutaryl-coenzyme A; Fdps, farnesy! diphosphate
synthase; Fdft1, farnesyl-diphosphate farnesyltransferase 1; Dhcr24, 24-dehydrocholesterol reductase; Abcal, ATP-binding cassette A1; ApoE, apolipoprotein E;
Ldlr, low density lipoprotein receptor; Cyp46at, 24S cholesterol hydroxylase; Srebf2, sterol-regulatory element-binding factor; Lxr beta, liver X receptor type beta.

in the cholesterol synthesis (+25%, p < 0.001 for FDPS and  encoding HMGCoA synthase and FDPS (—10%, p < 0.05 for

+15%, p < 0.05 for FDFT1) in rats exposed to alcohol (n = 14)
compared to control group (n = 10). In addition, alcohol
consumption produced a decrease in the expression of SREBF2
(—20%, p < 0.05). Alcohol intake also decreased the expression
of CYP46A1 (—20%, p < 0.01). All the other genes studied were
not affected by exposure to alcohol.

Intermittent Alcohol Intake Induces
Persistent Modification in Genes Involved
in the Metabolism of Cholesterol in the

Amygdala
In the amygdala (Figure 5), alcohol intake followed by 3 weeks
of abstinence produced a decrease in the expression of the genes

HMGCoA synthase and —15%, p < 0.05 for FDPS) in rats
exposed to alcohol (n = 14) when compared to control rats
(n=10). All the other genes studied were not affected by exposure
to alcohol.

DISCUSSION

In this study, we investigated the long-term changes in the
expression of genes involved in cerebral cholesterol homeostasis
induced by chronic alcohol exposure followed by a period
of protracted abstinence. These changes might participate in
the increased craving that appear during abstinence and in
the consequent relapse to alcohol (Bienkowski et al., 2004;
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FIGURE 4 | Changes in expression of genes involved in cholesterol metabolism in the mesencephalon after exposure to alcohol. Expression of several genes involved
in the metabolism of cholesterol in rats exposed to a two-bottle choice paradigm and water controls. Values represent the means + SEM of 2-2ACT normalized to
the control group. White bars correspond to control animals (n = 10) and black bars correspond to ethanol animals (n = 14). Student t-test, *p < 0.05, **p < 0.01,
**p < 0.001 different from control group. Abbreviations: Mes, mesencephalon; HMGcoA, 3-hydroxyl-3-methylglutaryl-coenzyme A; Fdps, farnesyl diphosphate
synthase; Fdft1, farnesyl-diphosphate farnesyltransferase 1; Dhcr24, 24-dehydrocholesterol reductase; Abcal, ATP-binding cassette A1; ApoE, apolipoprotein E;
Ldlr, low density lipoprotein receptor; Cyp46a1, 24S cholesterol hydroxylase; Srebf2, sterol-regulatory element-binding factor; Lxr beta, liver X receptor type beta.
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FIGURE 5 | Changes in expression of genes involved in cholesterol metabolism in the amygdala after exposure to alcohol. Expression of several genes involved in
the metabolism of cholesterol in rats exposed to a two-bottle choice paradigm and water controls. Values represent the means =+ SEM of 2-22CT normalized to the
control group. White bars correspond to control animals (n = 10) and black bars correspond to ethanol animals (n = 14). Student t-test, *p < 0.05 different from
control group. Abbreviations: Amy, amygdala; HMGcoA, 3-hydroxyl-3-methylglutaryl-coenzyme A; Fdps, farnesyl diphosphate synthase; Fdft1, farnesyl-diphosphate
farnesyltransferase 1; Dhcr24, 24-dehydrocholesterol reductase; Abcal, ATP-binding cassette A1; ApoE, apolipoprotein E; Ldlr, low density lipoprotein receptor;
Cyp46ai, 24S cholesterol hydroxylase; Srebf2, sterol-regulatory element-binding factor; Lxr beta, liver X receptor type beta.

Pickens et al., 2011). For this, we allowed rats to drink alcohol
intermittently for 47 days and, after a period of 3 weeks of
forced abstinence, we measured the expression of genes encoding
proteins involved in cholesterol metabolism in several brain
areas involved in addiction processes. We found persistent
modifications in the expression of several genes encoding
proteins involved in the synthesis, transport and degradation of
cholesterol in a region-specific manner. These changes might
participate in the long-term adaptations associated with alcohol
addiction and responsible for the high risks of relapse to
this drug.

In the PFC, after 3 weeks of discontinuation of chronic
intake of alcohol, we observed an increase in the expression of
HMGCoA reductase, the rate limiting enzyme in the mevalonate
pathway. In the NAc and the mesencephalon, the FDPS or
FDFT1 enzymes, that act downstream in this pathway also
showed increased expression levels. These results suggest that

exposure to alcohol followed by 3 weeks of abstinence could
result in increases in the production of cholesterol in these brain
regions. In the NAc and the mesencephalon, we also found
that alcohol exposure decreases the expression of SREBF2, a
regulator of the transcription of genes encoding proteins of the
mevalonate pathway. This effect could be a consequence of the
increased levels of cholesterol triggered by the higher expression
of enzymes responsible for its synthesis in these brain areas
(Horton et al., 2003; Adams et al.,, 2004). Finally, in the PFC
and the mesencephalon, we also observed a decrease in the
expression of CYP46A1, the main enzyme involved in brain
cholesterol catabolism, which could also lead to accumulation of
cholesterol in these brain regions. Conversely in the amygdala, we
mainly found a decreased expression of the enzyme HMGCoA
synthase and FDPS involved in cholesterol synthesis, which
suggests that alcohol exposure followed by 3 weeks of abstinence
could lead to long-lasting decreases in cholesterol levels in this
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brain area. All the changes observed have been summarized in
Figure 6.

Exposure to alcohol has been shown to lead to a great number
of neuroadaptations. Some of these changes appear rapidly after
the interruption of the alcohol intake and disappear within
a few days (for review see Heilig et al, 2010; Roberto and
Varodayan, 2017). Other adaptations could persist long after
discontinuation of alcohol intake (Heilig et al., 2010) and be
responsible for the incubation of craving that has been described
after abstinence from alcohol consumption (Bienkowski et al.,
2004; Pickens et al, 2011). Our study mainly focused on
these changes because they are thought to play a critical role
in relapse to alcohol use (Gilpin and Koob, 2008; Spanagel,
2009). Changes in the cerebral metabolism of cholesterol could
participate in these neuroadaptations. For example, cholesterol
could affect synaptic communication at the presynaptic level
by modulating neurotransmitter uptake or release and also
at the post-synaptic level by acting on the quantity of
receptors expressed at the membrane. Concerning dopamine
neurotransmission, using super-resolution microscopy, it has
been shown that the dopaminergic transporter (DAT) may
be sequestrated in cholesterol-dependent nanodomains in
the membrane of presynaptic neurons and that cholesterol
depletion reduces localization of the DAT in these nanodomains
(Rahbek-Clemmensen et al., 2017). Other evidences suggest that
cholesterol dysregulation may alter the DAT functioning (Jones
et al., 2012; Luessen and Chen, 2016; Zeppelin et al., 2018).
Thus, it is possible that if cholesterol homeostasis is dysregulated,
the functioning of the dopamine system and eventually the

response to future exposure to drugs may be changed, which
may in turn increase the risks of addiction. Indeed, the
activity of the dopaminergic neurotransmission was shown to
be decreased after acute withdrawal (Carroll et al., 2006; Czoty,
2015; Karkhanis et al., 2015) and increased after protracted
abstinence from alcohol (Hirth et al, 2016). Interestingly,
changes in cholesterol content that might result from the changes
we observed could participate in these effects observed after
alcohol withdrawal. In addition, cholesterol homeostasis can
participate in addiction processes by altering synaptic plasticity.
For example, in culture of hippocampal neurons, cholesterol
depletion by use of inhibitors of the HMGCoA reductase has
been shown to impair synaptic vesicles exocytosis (Linetti et al.,
2010) and, in cortical synaptosomes, cholesterol removal from
the plasma membrane increases spontaneous glutamate release
and reduced the evoked release (Teixeira et al., 2012). Also, in the
hippocampus, activation of post-synaptic NMDARs during LTP
is associated with a reduction in intracellular cholesterol content
in neurons, which seems to facilitate the redistribution of AMPA
receptor to the membrane (Brachet et al, 2015) and dietary
cholesterol has been shown to affect synaptic plasticity (Wang
and Zheng, 2015). Finally, endogenous 24S-hydroxycholesterol,
the main metabolite of cholesterol in the brain, has been shown
to modulate NMDAR-mediated function (Sun et al., 2016a).
Altogether, these studies indicate that cholesterol may play a role
in modulating neurotransmission and that changes in cholesterol
metabolism induced by alcohol exposure followed by a 3-week
period of abstinence reported in our study may participate in
such neuroadaptations and in the long-term effects of alcohol
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that drive the addiction cycle (Koob and Le Moal, 2001; Sommer
and Spanagel, 2013).

A few studies investigated the effects of alcohol exposure,
followed or not by a withdrawal periods, on the expression
of genes involved in cholesterol metabolism both in humans
post-mortem tissues (Lewohl et al., 2000; Mayfield et al., 2002;
Flatscher-Bader et al., 2008, 2010) and in animal models (for
example see McBride et al., 2013; McClintick et al., 2016). Some
of these studies targeted the same brain areas we investigated,
namely the NAc (Bell et al., 2009), the ventral tegmental area
(McBride et al., 2013), the amygdala (McBride et al., 2014) or
the PFC (McClintick et al., 2018), and some have focused on
other structures such as the dorsal raphe nucleus (McClintick
et al,, 2015) or the periaqueductal gray (McClintick et al., 2016).
These studies mostly used large-scale transcriptomic analysis and
some of them, but not all, also found that cerebral cholesterol
metabolism is affected by alcohol consumption. Interestingly,
some of the alterations reported in these studies are similar
to the ones found in our study. For example, McBride et al.
(2013) observed a decreased expression of SREBF1 in the
ventral tegmental area of alcohol-preferring (P) rats following
repeated excessive binge-like alcohol drinking followed by
protracted abstinence, an effect similar to what we observed
in the mesencephalon for SREBF2. In the periaqueductal gray,
binge-like alcohol consumption produced a rapid decrease in the
expression of the HMGCoA reductase and synthase, FDFT1 and
FDPS (McClintick et al., 2016). These results (even if they
were obtained after acute withdrawal from alcohol) are similar
to those we found in the amygdala. Interestingly, these two
structures both control emotional processes like fear and anxiety
and interact strongly with each other (Graeff et al, 1993;
Johansen et al., 2010). It is to note that, the expression of the
HMGCoA reductase and SREBF2 genes were also decreased in
the ventral hippocampus, also involved in anxiety-like behavior,
of adolescent rat exposed to alcohol and sacrificed rapidly at
the end of the exposure to alcohol (McClintick et al., 2018). It
could be speculated that the transcriptional changes we observed,
if they are translated in protein changes and modulation of
cholesterol levels, can contribute to functional plasticity and,
consequently, to the long-term increase in anxiety-like behavior
following chronic ethanol exposure (Lick et al., 2005; Gilpin
et al., 2015).

It is to note that some discrepancies also exist between our
results and those previously reported. The differences between
these studies and ours could be due to several methodological
differences such as animal species used (mice vs. rats), the
genetic background of rats used (selected alcohol-preferring
vs. Long-Evans), the type of alcohol exposure (administered
by the experimenter, forced or voluntary intake), the age of
the rats (adolescence vs. adulthood), the sensitivity of the
approach used to evaluate the gene expression (qQPCR vs.
large-scale analysis) and also the time of abstinence (from no
abstinence to short-term and long-term abstinence). In fact,
acute withdrawal from alcohol has been shown to produce
behavioral and neurobiological effects that are the consequence
of homeostatic adaptation associated with chronic exposure
to alcohol (Koob and Le Moal, 2001; Sommer and Spanagel,

2013). On the other hand, the behavioral effects and most of
the neurobiological effects disappear within a few days whereas
some may persist and other may develop over time (Heilig
et al,, 2010). Interestingly, exposure to alcohol was reported
to produce little changes in gene expression in the NAc in
animal sacrificed immediately after the end of ethanol exposure
(Morud et al.,, 2017), when changes have been described after
protracted abstinence (Hirth et al, 2016). Importantly, brain
cholesterol homeostasis is a very tightly regulated phenomenon
and several redundant mechanisms exist to maintain cholesterol
levels within the appropriated physiological range. Therefore, it
is possible that the brain could find several different strategies to
react to changes in cholesterol levels associated with drug and
alcohol use and that, conversely, changes in different proteins
involved in cholesterol homeostasis could ultimately produce
similar changes in cholesterol levels.

It is important to notice that this is an exploratory study
aiming at looking for evidence that alcohol may produce
neuroadaptations in cholesterol homeostasis in regions involved
in addiction processes. For this, we chose to focus on changes
in gene expression as measured by RT-PCR techniques, which
allows screening a large number of genes in several brain
areas. On the other hand, this study does not provide direct
information concerning the levels of proteins that are encoded
by those genes and the levels of cholesterol, its precursors and
its metabolites. Future studies are needed to determine the exact
changes produced by chronic voluntary alcohol exposure and
their functional consequences. Notwithstanding these limitations
our study clearly show that the cholesterol system reacts to
chronic administration of alcohol and that neurobiological traces
of alcohol exposure could be found in this system even after
several weeks of discontinuation of alcohol intake, a period when
craving for alcohol and risks of relapse are high (Bienkowski
et al., 2004; Pickens et al., 2011).

CONCLUSION

In conclusion, in this explorative study, we show that voluntary
intake of alcohol followed by protracted abstinence produces
long-lasting changes in the expression of genes involved in
cholesterol homeostasis in brain regions involved in addiction.
Although further investigation is needed to determine the
functional consequences of these alterations our results suggest
that cholesterol homeostasis may be involved in development
and maintenance of addiction to alcohol.
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Genes Accession number Primers Ref

HMGCoA synthase For :ATCGCGTTTGGTGCCTGAAG
NM_017268.1
Hydroxymethylglutaryl-CoA synthase - Rev: AAGGGCAACGATTCCCACAT
For: GGTGCATCGCCATCCTGTAC
HMGCOoA reductase NM 013134.2
Hydroxymethylglutaryl-CoA reductase - Rev: GCTGACGCAGGTTCTGGAA
Fdft1 For: ACCAACGCCCTACAACACAT
. NM_019238.2 A
Farnesyl diphosphate farnesyl transferase - Rev: GTAACTGCTTGCCCCTTCC
For: TCAGTGTCTGCTACGAGCC
_ Fdps NM_031840.1 B
Farnesyl diphosphate synthase - Rev: TCGTACTTGAAGAACACACTCC
For: GGTAGTGTGGCCACTTTCGT
_ Abcat NM_178095.2 C
ATP binding cassette A1 - Rev: TCTGGGCCTGATGAAAAATC
For: TCCATTGCCTCCACCACAGT
ApoE J00705
Apolipoprotein E Rev: GGGCGTAGGTGAGGGATGA
Ldir For: TTCTTCAGGTTGGGGATCAG
- . NM_175762.2 C
Low Density lipoprotein receptor - Rev: CAGCTCTGTGTGAACCTGGA
Dhcr24 For: TAGAGCCCAGCAAGCTGAAT
24-Dehydrocholesterol reductase NM_001080148.1
Rev: ATCCAGCCAAAGAGGTAGCG
CYP46A1 For: GTGCCACCATCGACATCCTG
248 cholesterol hydroxylase NM_001108723.1 D
Rev: GGTGTTACGGGACGCACTGATAC
For: GTCCTCACCTTCCTGGGTCT
Srebf2 . NM_001033694.1 A
Sterol regulatory element-binding protein-2 Rev: CAGCAGTAGAGTCGGCATCA
For: TGAAGGCATCCACCATCGAG
_ LxrBeta NM_031626.1
Liver X receptor beta - Rev: CGTGATGCACTCTGTCTCGT
For: ATGGGAAGGTCGGTGTGAAC
o Gapdh NM_017008.4
lyceraldehyde-3-Phosphate Dehydrogenase Rev: ACTCCACGACATACTCAGCAC
For: GGAGAAGATTTGGCACCAC
ActB NM_031144.3
Actin beta - Rev: AGGCATACAGGGACAACAC
Hort1 For: TGGTCAAGCAGTACAGCCCC
. prtt. NM_012583.2
Hypoxanthine Phosphoribosyltransferase 1 - Rev: TAGTGGCCACATCAACAGGA

Table : Primer sequences used for RT-qPCR (For: Forward primers; Rev: Reverse primers)
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Article 2: Impact of acute and repeated cocaine
administrations on the expression of genes involved
in cholesterol homeostasis in the rat brain.

Plusieurs études suggerent qu'une altération de I'homéostasie du cholestérol cérébral pourrait étre
impliquée dans les neuroadaptations responsables de I’addiction. Dans la premiére étude de ma these,
nous avons montré que I’exposition chronique a 1’alcool, suivi d’une longue période d’abstinence,
engendre des altérations au niveau de I’expression des génes codant les protéines impliquées dans le
métabolisme du cholestérol cérébral dans plusieurs structures cérébrales impliquées dans I’addiction
et la rechute. De plus, notre équipe a ¢galement montré qu'un traitement chronique avec des statines,
qui inhibent la synthése du cholestérol, réduit la recherche de cocaine et de nicotine dans un modele
d’addiction chez les rongeurs. Par conséquent, nous avons émis 1’hypothése que des administrations
de cocaine perturbent aussi 1’homéostasie du cholestérol dans le cerveau et conduisent a des
neuroadaptations responsables de la persistance de 1’addiction. Pour tester cette hypothése, nous avons
étudié les effets de I’exposition aigué ou chronique de cocaine sur l'expression de génes impliquées
dans I'homéostasie du cholestérol dans le CPF et le NAc, des structures cérébrales impliquées dans
I’addiction et la rechute. Nous avons plus spécifiquement étudié 1’expression des génes codant des
protéines impliquées dans la synthése du cholestérol (HMGCoA réductase), impliquées dans le
transport du cholestérol (ApoE et le transporteur Abcal), régulation du métabolisme du cholestérol

(LXR béta) et de la dégradation du cholestérol cérébral (Cyp46Al).
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ABSTRACT

Cholesterol is involved in the maintenance of neuronal morphology, synaptogenesis and synaptic
communication. Each of these mechanisms are known to be modulated by chronic cocaine exposure
and to participate in addiction. We hypothesized that 1) cocaine could acutely alter cholesterol
homeostasis and 2) this alteration would become persistent after chronic administration. To test this,
first we administered cocaine acutely and, 1, 3, and 6 h after the injection, we investigated the
expression of genes involved in cholesterol homeostasis in the prefrontal cortex (PFC), the nucleus
accumbens (NAc), two of the main terminals of the dopaminergic system. Then, we repeatedly injected
cocaine and, after 3 weeks of abstinence, we investigated gene expression in a network of regions
involved in relapse which includes the PFC, the NAc, the dorsal and ventral hippocampus, the
amygdala and the caudate putamen. We targeted genes encoding proteins directly involved in
cholesterol synthesis, transport and degradation. We found that acute injections of cocaine induce
time-dependent and region specific changes in the in genes expression in the PFC and the NAc. In
addition, we found that chronic administration of cocaine changes in gene expression that persist after
3 weeks of abstinence. These changes were also region specific but were different from those produced
by acute administration. Altogether these results demonstrate that cocaine produce alterations in
cholesterol homeostasis in several brain areas and after repeated administration some of these effects
may become persistent. These neuroadaptations could participate in the long-lasting risks of relapse to

cocaine addiction.

Keywords: Addiction, Cocaine, Cholesterol metabolism, Gene expression, Neuroadaptations
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Introduction:

Acute cocaine administration, by inhibiting dopamine transporter, increases dopamine concentration
within the mesocorticolimbic system (Brodie and Dunwiddie, 1990; Di Chiara and Imperato, 1988),
which corresponds to neurons that originates in the ventral tegmental area and projects to a number of
cortical and limbic regions such as the nucleus accumbens (NAc) and the prefrontal cortex (PFC)
(Brodie and Dunwiddie, 1990; Di Chiara and Imperato, 1988). The increased dopamine level is
associated with an increase in locomotor activity in rodents (Kalivas and Stewart, 1991). When cocaine
is administered repeatedly, the locomotor effect of cocaine increases and is associated with an
enhanced dopaminergic transmission in the mesocorticolimbic system. Other than its effect on
dopaminergic system, chronic cocaine injections is associated with long-term neuroadaptations in the
brain (Pierce and Kalivas, 1997). On the morphological level, repeated injections of cocaine increase
the density of dendritic spines in the NAc (MacAskill et al., 2014) and in the the PFC of rats (Robinson
et al., 2001). In addition, synaptic plasticity has been described after chronic exposure to cocaine like
a decrease in the AMPAR / NMDAR ratio in the NAc shell is observed 24 hours after the last exposure
to cocaine (Kourrich et al.,, 2007). The reduced AMPAR/NMDAR ratio observed after chronic
exposure to cocaine in the NAc was replaced by an increase of this ratio after a long period of
abstinence (Kourrich et al., 2007), showing that cocaine withdrawal also produces many alterations

within dopaminergic circuits as well as in other monoaminergic systems .

The human brain contains 20-25% of the body’s total cholesterol (Bjorkhem et al., 2004; Dietschy,
2009) and requires a well-balanced cholesterol homeostasis to assure the high metabolic requirements
of neurons and to maintain neuronal connectivity (Goritz et al., 2005; Pfenninger, 2009). At the cellular
level, cholesterol plays a role in maintaining neuronal membrane integrity and in determining
membrane permeability and fluidity (Egawa et al., 2016; Korade and Kenworthy, 2008). Cholesterol
has been shown to be involved in synaptogenesis, maintenance of neuronal morphology and synaptic
communication (Petrov et al., 2016). Therefore, alteration in cellular cholesterol (depletion or surplus)
can affect the neuronal functioning (Ko et al., 2005; Linetti et al., 2010). Cholesterol is produced by a
multistep process called the mevalonate pathway, in which the rate limiting step is the activity of the
hydroxymethylglutaryl-CoA (HMGCoA) reductase (Rozman and Monostory, 2010). Then,
cholesterol binds to lipoproteins (mainly the apolipoprotein E, APOE) (Mahley, 2016) and is exported
through membrane transporters, such as ATP-binding cassette subfamily A member 1 (ABCA1) (Chen
et al., 2013; Dietschy and Turley, 2004; Lecis and Segatto, 2014). At the membrane of neuron,
cholesterol is taken by low density lipoprotein receptor (LDLr) and LDL-receptor like protein and
internalized into the neurons (Beffert et al., 2004). Cholesterol in excess is then degraded by the
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enzyme 24S-cholesterol hydroxylase also named CYP46A1. This metabolism is very strictly regulated
and alterations of several enzymes is implicated in several brain diseases such as Alzheimer’s disease
and Huntington’s disease.

Emerging evidences suggest that brain cholesterol homeostasis could play a role in drug addiction.
First of all, a transcriptomic post-mortem study in humans found that genes involved in the synthesis
and trafficking of cholesterol are overexpressed in the cortex of individuals with a history of cocaine,
cannabis and phencyclidine abuse (Lehrmann et al., 2006). Secondly, in animal models, a recent study
has shown that repeated exposure to cocaine can affect levels of proteins involved in cholesterol
metabolism in mice hippocampus (Cotto et al., 2018). Finally, indirect evidence for the role of
cholesterol in addiction comes from a study showing that chronic treatment with brain-penetrating
statins, which are inhibitors of the HMGCoA reductase enzyme (Fracassi et al., 2019; Law and
Rudnicka, 2006), reduces drug seeking for cocaine and nicotine without affecting food-seeking
behavior in a rodent model of addiction (Chauvet et al., 2016). Altogether, these evidences suggest
that altered cholesterol homeostasis may be a mechanism involved in addiction to drugs including
cocaine.

The aim of our study is to investigate the neuroadaptations in cholesterol homeostasis induced (1) by
acute injection of cocaine and (2) by repeated injections followed by a long period of abstinence in
different brain structures such as the prefrontal cortex (PFC), the nucleus accumbens (NAc), the dorsal
(DHipp) and ventral hippocampus (VHipp), the amygdala and the caudate putamen (Cpu), involved in
cocaine addiction. Concerning the first part, the aim was investigating if cocaine does acutely alter this
metabolic pathway. The purpose of the second part was to investigate if these alterations are long
lasting and find their potential implication in neuroadaptations found after a long period of abstinence.
For this, we investigated the expression of genes encoding enzymes involved in cholesterol synthesis,
in transport of cholesterol, in the degradation of cholesterol, as well as in the regulation of cholesterol

synthesis.
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Materials and Methods

Animals

Sprague Dawley rats, weighing 300 g at the beginning of the experiment (Janvier labs, France), were
used in this study. After habituation to the animal facility, they were housed two by two in a controlled
environment under a 12-h light/dark cycle (lights on at 8 a.m.) with food available ad libitum. All
experiments were conducted during the light phase and in accordance with the European Union
directives (2010/63/EU) for the care of laboratory animals and approved by the local ethics committee
(COMETHEA).

Drug treatment

Acute treatment: Rats were first placed for 15 minutes in the open field for habituation. After this
period, rats were injected with either cocaine (15 mg/kg, i.p.) (n=30) or saline (n=10) (NaCl 0.9 g/1,
1.p.), and they were immediately placed back in the open field arena for one hour and were sacrificed
at 1h, 3h or 6h after the injection of cocaine or saline.

Chronic treatment: Twenty-four male Sprague-Dawley rats received ten injections of cocaine or
saline. After each injection, rats were put in the open field arena and locomotor activity was assessed.
They were sacrificed 21 days after the last injection. The timeline of this chronic treatment is found in
Figure 1.

Locomotor activity measurement

Motor activity was measured in Plexiglas cages (50x50x50 cm) placed in frames mounted with
computer-monitored infrared photocell beams (Videotrack from ViewPoint France). Horizontal
locomotion was measured by the number of beam crossings in the open field connected to a computer.
Rats were first habituated to the open field room for 60 min before the experiment. Rats were then
placed for 15 min in the open field for habituation to the system before being injected and replaced in
the system. Locomotor activity was measured in the open field 60 min after each saline or cocaine
injections.

Tissue collection and RNA isolation

Rats were anesthetized with pentobarbital (120 mg/kg, Dolethal® Vetoquinol France), decapitated and
brains were removed and dissected using a rat matrix (WPI, London). Brain structures were isolated
by blunt dissection and stored at -80°C until used. Total RNA was isolated using TRIzol Reagent and
chloroform and then purified using Macherey Nagel kit (Macherey Nagel, France). The RNA
concentration was determined using the NanoDrop ND-1000 spectrophotometer (Thermo Fisher
scientific, Waltham, USA) and the RNA integrity was evaluated by the Agilent 2100 Bioanalyzer
System (Agilent 2100 bioanalyzer). All RNAs had a RIN (RNA integrity number) above eight.

Reverse Transcription and quantitative PCR

105



Résultats
Article 2

Equal amounts of RNA input (1 pg) were reverse-transcripted using Verso cDNA synthesis kit
(Thermo Fisher scientific, Waltham, USA; Dutscher, France). Real time qPCR was performed using
the LightCycler480 detection system (Roche, France). Reaction mix was exposed to the amplification
program consisting in one cycle (95°C for 5 min), followed by 45 cycles, including 3 phases (phase 1:
95°C for 20 s; phase 2: 64°C for 15 s for all primers except for hrptl = 60°C); phase 3: 72°C for 20 s).
The sequences of primers used (Supplementary Table S1) were either designed using Primer-BLAST
software, or found in previous publications. Results were normalized to three housekeeping genes
(gapdh, actin and hrptl) and reported as RNA fold changes according to the AACT method (2AACT =

2ACT sample - mean ACT “control animal”)

Statistical analysis

Statistical analyses were performed with GraphPad Prism 5. All data are represented as mean SEM.
For the study on the effect of acute injection of cocaine on gene expression a non-parametric one way-
ANOVA corrected by the post hoc Dunnett was performed. For the study on the effect of repeated
injection of cocaine on gene expression an unpaired Student’s t-test was performed. For behavioral
measures, a two-way ANOVA analysis corrected by the post hoc Bonferroni was performed with time

and treatment as independent factors. Differences were considered significant when P<.05.
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Results

Acute injection of cocaine alters in the expression of genes involved in the metabolism of
cholesterol in the PFC and in the NAc

In the PFC (Figure 2), one hour after an acute injection of cocaine we observed an increased mRNA
levels of the gene encoding the HmgcoA synthase (p<0.01), which belong to the mevalonate pathway,
and the gene encoding LXR beta (p<0.01), a negative regulator of cholesterol synthesis. The levels of
these mRNAs returned to control levels at later time points. Levels of mRNA coding for the enzyme
responsible for cholesterol degradation, CYP46A41, were increased 1 and 3 hours after cocaine exposure
(p<0.001). All the other genes studied were not affected by acute exposure to cocaine in this brain
area.

In the NAc (Figure 3), one hour after an acute injection of cocaine the only gene whose expression
was altered was Ldlr, which is involved in cholesterol transport. mRNA levels for this gene returned
to control levels at later time points (p<<0.01). Three hours and six hours after acute injection of cocaine,
we observed a decreased expression of the gene encoding HmgcoA reductase, the rate limiting enzyme
in the mevalonate pathway (p<0.001). Levels of mRNA levels of Fdps and LXR beta, which are
involved in cholesterol synthesis and regulation respectively, were increased 6 hours after cocaine
exposure (p<0.01 for Fdps and p<0.05 for LXR beta). Levels of mRNA coding caveolin 1, involved in
the formation of lipid rafts, were increased 3 hours and 6 hours after cocaine exposure ( p<0.01). All
the other genes studied were not affected by exposure to cocaine.

Chronic cocaine treatment induces persistent modifications in expression of genes involved in
the metabolism of cholesterol in the several brain structures

At the behavioral level, repeated administrations of cocaine produce an increase in locomotor activity
between day 1 and day 10 whereas locomotor activity decreased over time. In addition, we observed
an increase in locomotor activity in cocaine group compared to saline group. Statistical analysis
revealed a significant effect of (F(o378y=2.33, p<0.05), a significant effect of treatment (F1,373= 366,5,
p<0.0001) and a significant Time X Treatment interaction (F378= 8,14, p<0.0001) (Figure 4).

At the molecular level, in the PFC (Figure 5), repeated cocaine exposure followed by 3 weeks of
abstinence decreased the expression of the genes encoding for Fdft! (-25%, p<0.05) and increased the
expression of Dhcr24 (70%, p<0.001), both involved in cholesterol synthesis. Levels of mRNA of
genes Abcal and ApoE (-30%, p<0.05 for Abcal; -40 %, p<0.01 for ApoE), encoding proteins involved
in cholesterol transport, were decreased. Interestingly, the expression of regulators of the mevalonate
pathway, the Srebf2 and LXR beta, were both decreased (-35 %, p<0.05 for Srebf2; -30 %, p<0.01 for

LXR beta) suggesting a decrease in the cholesterol turnover. All the other genes studied were not
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affected by exposure to cocaine followed by 3 weeks of abstinence. For CYP46A1, we confirmed that
there were no changes in the protein level (Supplementary data).

In the Nac (Figure 6), repeated cocaine exposure increased the mRNA levels of HmgcoA reductase
and Cyp46al (30%, p<0.01 for HmgcoA reductase and 35%, p<0.001 for Cyp46al). For CYP46Al,
we also found an increased protein level (Supplementary data). All the other genes studied were not
affected by exposure to cocaine.

In the ventral hippocampus (VHipp) (Figure 7), repeated cocaine exposure decreased Abcal mRNA
levels (30%, p<0.01). All the other genes studied were not affected by exposure to cocaine followed
by 3 weeks of abstinence.

In the dorsal hippocampus (DHipp) (Figure 8), repeated cocaine exposure increased HmgcoA
synthase (20%, p<0.01), Dhcr24 (20%, p<0.05) and caveolin 1 (10%, p<0.01) mRNA levels. All the
other genes studied were not affected by exposure to cocaine followed by 3 weeks of abstinence.

In the amygdala (Figure 9), repeated cocaine exposure decreased Ldlr (-30%, p<0.05) mRNA levels.
All the other genes studied were not affected by exposure to cocaine followed by 3 weeks of
abstinence.

In the caudate putamen (CPu) (Figure 10), repeated cocaine exposure produced no changes in the

cholesterol metabolism.
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DISCUSSION

In this study, we investigated the effect of acute and repeated administration of cocaine on the
expression of genes involved in the metabolism of cerebral cholesterol.

For acute administration, attention was focused on two brain areas, the PFC and the NAc, which are
the main terminals of the dopaminergic mesocorticolimbic system. Acute cocaine is known to increase
dopamine neurotransmission in these brain regions as measured by microdialysis (Kalivas and Duffy,
1990, 1993) and to activate neurons as measured by induction of immediate early genes such as c-FOS
(Thiriet et al., 2000). Therefore, we hypothesized that the effects of acute cocaine on cholesterol
homeostasis would be more pronounced in these regions and would have followed a time course that
parallel increases in dopamine release. In the PFC, acute cocaine administration increased after one
hour the expression of genes encoding HmgcoA synthase and LXR beta involved in cholesterol
synthesis and the regulation of this synthesis respectively. In addition, acute cocaine increased the
expression of Cyp46al encoding the enzyme responsible for brain cholesterol degradation 1 and 3
hours after cocaine exposure in the PFC. These results suggest that acute cocaine exposure increase
both the synthesis and the degradation of cholesterol 1 hour after acute exposure. Increased expression
of Cyp46al persisted after 3 hours. Conversely, in the NAe, acute cocaine increases mRNA levels of
Ldlr, known to be responsible for the endocytosis of cholesterol enriched ApoE by neurons (Beffert et
al., 2004), one hour after cocaine exposure. In addition, acute cocaine decreased the expression of the
genes encoding HmgcoA reductase, the rate limiting enzyme of cholesterol synthesis, three hours after
the injection, suggesting a reduction in the synthesis of cholesterol. Also, acute cocaine reduced
HmgcoA reductase and increased Fdps and LXR beta mRNA levels, respectively implicated in
cholesterol synthesis and regulation 6 hours later. Globally, acute cocaine injection reduces cholesterol
synthesis in the NAc.

Acute cocaine injection causes structural changes within the brain. These alterations are supposed to
be responsible for the installation of drug addiction. For example, acute cocaine exposure led to the
formation of new dendritic spines one hour later in the NAc (Dos Santos et al., 2017) and 6 hours later
in the CPF (Mufioz-Cuevas et al., 2013). Since cholesterol is considered to be involved in the formation
of new dendritic spines (Hering et al., 2003), the alterations in cerebral cholesterol metabolism could
participate in these neuroadaptations.

In this study, acute cocaine exposure activates cholesterol trafficking 1 hour after cocaine exposure
and reduce cholesterol synthesis later on in the NAc. This phenomenon could be put in link with
molecular and cellular changes in the dopaminergic neurotransmission produced by an acute injection

of cocaine. For example, acute injection of cocaine (15 mg/kg, ip) produced an elevation in
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extracellular dopamine concentration in the NAc (Kalivas and Dufty, 1990). This elevation is maximal
after 40 minutes is accompanied with a maximal response in the locomotor activity (Kalivas and Duffy,
1990). In fact, it has been shown that reduced cholesterol can reduce the exocytosis of
neurotransmitters (Linetti et al., 2010). Therefore, the reduction in cholesterol synthesis observed after
3 hours of acute cocaine injection can be involved in the reduction in dopamine levels.

Caveolin 1 is known to regulate the dopamine receptor D1R turnover and signaling in brain (Kong et
al., 2007). DIR internalization depends on the integrity of caveolae, because disruption of caveolae
strongly reduced agonist-mediated receptor sequestration (Kong et al., 2007). We observed an increase
in caveolin 1 expression, 3 hours after acute cocaine injection persisted 6 hours later. Therefore, this
increase can be link to the increase of internalization of D1R after acute exposure to cocaine.

Acute cocaine exposure alters the expression of genes encoding proteins involved in cerebral
cholesterol metabolism in a region and time dependent manner. These alterations can be involved in
the synaptic neuroadaptations as well as in the alteration in dopaminergic changes observed after acute
cocaine injection and responsible for the increased risk of addiction.

This study also investigated whether the expression of genes involved in cholesterol metabolism would
be durably altered after a chronic cocaine treatment. To investigate neuroadaptations involved in long-
term risks of relapse, we measured the gene expression after a 3 weeks period of abstinence (Lu et al.,
2004). In the PFC, repeated cocaine injections resulted in persistent decrease in the expression of
Abcal and ApoE, which are involved in cholesterol transport from astrocytes to neurons. A decrease
in the expression of Srebf2 and LXR beta, regulators of cholesterol metabolism, were also observed in
this brain area. These results may indicate that cocaine treatment could lead to a reduction in the
intercellular exchange of cholesterol in this structure Interestingly, a study conducted post-mortem in
brains of human addicts has previously shown that the exposure to drug of abuse such as cocaine,
cannabis and phencyclidine was associated with alterations in the expression of genes implicated in
cholesterol metabolism in the same brain area (Lehrmann et al., 2006).

Our results suggest that chronic cocaine treatment might lead to reduced cholesterol levels in neurons.
In fact, repeated cocaine exposure facilitates long-term potentiation (LTP) induction in mPFC
pyramidal neurons (Lu et al., 2010), a phenomena that could be facilitated by less cholesterol in
neurons and increased receptors at the membrane (Brachet et al., 2015). Altogether, these results
suggest that reduced cholesterol metabolism could be altered by chronic cocaine treatment and could
participate in functional changes observed after chronic cocaine treatment.

In the NAc, repeated cocaine injections increased the expression of HMGcoA reductase. In addition,
repeated cocaine injections increased the expression of CYP46A41, the main enzyme involved in brain

cholesterol catabolism. Globally, this suggest that the metabolism is more active in this brain area.
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Some studies have shown alterations in the glutamatergic system, in the NAc, 21 days after repeated
cocaine injection. For example, Boudreau et al found that such treatment produce an increase in the
expression of AMPA receptor at the cellular surface (Boudreau and Wolf, 2005).This may correspond
to a LTP due to the increased insertion of AMPA receptor (Malinow and Malenka, 2002). Brachet et
al found that LTP is associated with a loss of cholesterol (Brachet et al., 2015). This loss would activate
the cholesterol synthesis in this area. The increased expression of HMGcoA reductase could be an
indicator for this activation.

In the vHipp, repeated cocaine injections decreased the expression of 4bcal, involved in cholesterol
transport from astrocytes to neurons. In addition, the dHipp, repeated cocaine injections increased
HMGcoA synthase and Dhcr24. Both of these enzymes acts downstream in the mevalonate pathway
and regulate cholesterol synthesis. Recently, Cotto et al. showed that chronic cocaine exposure affect
cholesterol metabolism in mice hippocampus after 24 hours of abstinence (Cotto et al., 2018). They
observed a reduction in LXR beta and Cyp46al protein levels in the hippocampus of treated mice
compared to control (Cotto et al., 2018). The difference observed in these results and ours can be due
to the duration of the abstinence period. Hippocampal functioning is altered with chronic
administration of cocaine (Beveridge et al., 2006; Gu et al., 2010; London et al., 1990), an effect that
may contribute to the cognitive and emotional alterations frequently observed following exposure to
cocaine such as impaired spatial learning in rodents exposed to cocaine (Mendez et al., 2008). These
chronic cocaine-induced deficits persist during cocaine withdrawal (Kelley et al., 2005) up to 3 months
of abstinence (Mendez et al., 2008). Impaired brain metabolism of cholesterol has also been associated
with impaired cognitive processes such as learning (Schreurs, 2010) and with neuroplastic changes.
Alteration in cholesterol levels was found to alter LTP (Brachet et al., 2015) which is considered as
one of the most important cellular mechanism of learning (Disterhoft and De Jonge, 1987). Altogether,
it could be suggested that altered expression in cholesterol metabolism can be implicated in the altered
learning observed during cocaine withdrawal.

In the amygdala, repeated cocaine injections followed by 3 weeks of abstinence decreased the
expression of Ld/r involved in cholesterol internalization in the neurons. This result suggests that
repeated cocaine treatment could result in a decrease in the internalization of cholesterol to neurons in
the amygdala. An anxiety-like negative emotional state is often present during cocaine withdrawal and
may contribute to the high risk of relapse. The amygdala plays a crucial role not only in anxiety
behavior, but also in the reinstatement of cocaine use. Alteration of cholesterol level may also play a
role in the anxiety-like negative emotional state (Cartocci et al., 2017). Anxiety observed during
withdrawal is associated with an enhancement of induction of LTP (Pollandt et al., 2006), which can

be caused by the reduced amount of cholesterol in the neurons. This reduction in cholesterol
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metabolism was also observed after a chronic exposure to alcohol (Alsebaaly et al., 2018). Hence, it
could be speculated the changes we have observed in these genes may contribute to the anxiety
behavior observed during abstinence following chronic exposure to the drugs of abuse.

Our previous results showed that statins given during abstinence reduce cocaine seeking after a period
of withdrawal (Chauvet et al., 2016). In fact, statins, other than its effect on reducing the protein levels
of HMGCoA reductase, was shown to increase the protein levels of several proteins such as Srebf2
and LDLr, related to the brain cholesterol metabolism in different brain structures such as the prefrontal
cortex, the amygdala, the ventral striatum and the hippocampus without affecting cholesterol levels in
these brain areas (Segatto et al., 2014). Interestingly, these effects could invert the changes observed
in the gene expression observed in this current study in the PFC (the reduction in the mRNA levels of
Srebf?), the Nac (the increase in mRNA levels of HmgcoA reductase) and the amygdala (the reduction
in mRNA levels of Ldlr). These regions, which belong to the mesocorticolimbic system, are known to
be involved in cocaine addiction and relapse. Therefore, chronic statin injection during withdrawal,
may restore the alterations observed after chronic cocaine treatment, which may be responsible for the

statin effect in reducing cocaine seeking.

In conclusion, this study shows that acute and chronic cocaine alter the expression of genes implicated
in cholesterol metabolism. These alterations are persistent after 21 days of withdrawal from repeated
treatment. Alterations in the cholesterol metabolism are region specific and treatment specific (acute
vs. chronic). This study provides some possible explanations for the beneficial effects of statins against
drug seeking. Future studies are needed to explore the effect cocaine exposure on the cholesterol levels
and their functional consequences in these regions. This study is the first to investigate the effect of
acute and chronic cocaine on cholesterol metabolism in several brain regions involved in addiction

and and highlight the potential role of the cholesterol metabolism in addiction and relapse.
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Cocaine (15mg/kg)
Repeated cocaine injections
1 inj /day - 10days
Abstinence (21 days) I
Saline I.
Sacrifice

Fig 1. Schematic representation of the experimental design used for the repeated injections protocol.
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Fig 2. Changes in expression of genes involved in cholesterol metabolism in the PFC in response
to acute cocaine injection. Expression of several genes involved in the metabolism of cholesterol in
rats that received an acute injection of cocaine or saline. Values represent the means +SEM of 2-
AACThormalized to the control group. White bars correspond to saline injected animals (n=10) and
patterned bars correspond to cocaine injected animals (n=10 per group). Student #-test, *p < 0.05, **p
<0.01, ***p < 0.001 different from saline group. Abbreviations: PFC: Prefrontal cortex, HMGCoA:
3-hydroxyl-3-methylglutaryl- coenzyme A, Fdps: farnesyl diphosphate synthase, Fdftl: Farnesyl-
Diphosphate Farnesyltransferase 1, Dhcr24: 24-dehydrocholesterol reductase, Abcal: ATP-binding
cassette Al, ApoE: Apolipoprotein E, Ldlr: Low density lipoprotein receptor, Cyp46al: 24S

cholesterol hydroxylase, Srebf2: sterol-regulatory element-binding factor, Lxr beta: liver X receptor

type beta.
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Fig 3. Changes in expression of genes involved in cholesterol metabolism in the NAc in response
to acute cocaine injection. Expression of several genes involved in the metabolism of cholesterol in
rats that received an acute injection of cocaine or saline. Values represent the means =SEM of 2-44¢T
normalized to the control group. White bars correspond to saline injected animals (n=10) and patterned
bars correspond to cocaine injected animals (n=10 per group). Student t-test, *p < 0.05, **p <
0.01,***p < 0.001 different from saline group. Abbreviations: NAc: Nucleus accumbens, HMGCoA:
3-hydroxyl-3-methylglutaryl- coenzyme A, Fdps: farnesyl diphosphate synthase, Fdftl: Farnesyl-
Diphosphate Farnesyltransferase 1, Dhcr24: 24-dehydrocholesterol reductase, Abcal: ATP-binding
cassette Al, ApoE: Apolipoprotein E, Ldlr: Low density lipoprotein receptor, Cyp46al: 24S
cholesterol hydroxylase, Srebf2: sterol-regulatory element-binding factor, Lxr beta: liver X receptor
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Fig 4. Repeated cocaine administrations (15 mg/kg, i.p.) induce an increase in locomotor activity.
Mean = SEM locomotor activity in response to saline and cocaine injections is shown. Locomotor

activity was monitored for one hour immediately after each injection.
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Fig 5. Changes in expression of genes involved in cholesterol metabolism in the PFC in response
to chronic treatment with cocaine. Expression of several genes involved in the metabolism of
cholesterol in rats exposed to repeated injections of cocaine or saline. Values represent the means
+SEM of 24T normalized to the control group. White bars correspond to saline injected animals
(n=15) and black bars correspond to cocaine injected animals (n=15). Student ¢-test, *p < 0.05, **p <
0.01, ***p <0.001 different from saline group. Dotted lines separate different group of genes by their

functions.

Abbreviations: PFC: Prefrontal cortex, HMGCoA: 3-hydroxyl-3-methylglutaryl- coenzyme A, Fdps:
farnesyl diphosphate synthase, Fdftl: Farnesyl-Diphosphate Farnesyltransferase 1, Dhcr24: 24-
dehydrocholesterol reductase, Abcal: ATP-binding cassette A1, ApoE: Apolipoprotein E, Ldlr: Low
density lipoprotein receptor, Cyp46al: 24S cholesterol hydroxylase, Srebf2: sterol-regulatory element-

binding factor, Lxr beta: liver X receptor type beta.
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Fig 6. Changes in expression of genes involved in cholesterol metabolism in the NAc in response
to chronic treatment with cocaine. Expression of several genes involved in the metabolism of
cholesterol in rats exposed to repeated injections of cocaine or saline. Values represent the means
+SEM of 24T normalized to the control group. White bars correspond to saline injected animals
(n=15) and black bars correspond to cocaine injected animals (n=15). Student #-test, **p < 0.01, ***p

< 0.001 different from saline group. Dotted lines separate different group of genes by their functions.

Abbreviations: NAc: Nucleus accumbens, HMGCoA: 3-hydroxyl-3-methylglutaryl- coenzyme A,
Fdps: farnesyl diphosphate synthase, Fdftl: Farnesyl-Diphosphate Farnesyltransferase 1, Dhcr24: 24-
dehydrocholesterol reductase, Abcal: ATP-binding cassette A1, ApoE: Apolipoprotein E, Ldlr: Low
density lipoprotein receptor, Cyp46al: 24S cholesterol hydroxylase, Srebf2: sterol-regulatory element-
binding factor, Lxr beta: liver X receptor type beta.
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Fig 7. Changes in expression of genes involved in cholesterol metabolism in the ventral
hippocampus in response to chronic treatment with cocaine. Expression of several genes involved
in the metabolism of cholesterol in rats exposed to repeated injections of cocaine or saline. Values
represent the means =SEM of 2-*ACT normalized to the control group. White bars correspond to saline
injected animals (n=15) and black bars correspond to cocaine injected animals (n=15). Student #-test,

*p <0.05 different from saline group. Dotted lines separate different group of genes by their functions.

Abbreviations: Vhipp: ventral hippocampus, HMGCoA: 3-hydroxyl-3-methylglutaryl- coenzyme A,
Fdps: farnesyl diphosphate synthase, Fdftl: Farnesyl-Diphosphate Farnesyltransferase 1, Dhcr24: 24-
dehydrocholesterol reductase, Abcal: ATP-binding cassette A1, ApoE: Apolipoprotein E, Ldlr: Low
density lipoprotein receptor, Cyp46al: 24S cholesterol hydroxylase, Srebf2: sterol-regulatory element-
binding factor, Lxr beta: liver X receptor type beta.

119



Résultats
Article 2

[ saline
Il Cocaine

[
?

p=0.06

0.0- I

]

-
5]
1

p=0.07

o
5]
1

Level of mRNA in the DHipp
(Fold Change)
o

Fig 8. Changes in expression of genes involved in cholesterol metabolism in the dorsal
hippocampus in response to chronic treatment with cocaine. Expression of several genes involved
in the metabolism of cholesterol in rats exposed to repeated injections of cocaine or saline. Values
represent the means =SEM of 2-24CT normalized to the control group. White bars correspond to saline
injected animals (n=15) and black bars correspond to cocaine injected animals (n=15). Student #-test,
*p < 0.05, ¥*p < 0.01 different from saline group. Dotted lines separate different group of genes by

their functions.

Abbreviations: Dhipp: dorsal hippocampus, HMGCoA: 3-hydroxyl-3-methylglutaryl- coenzyme A,
Fdps: farnesyl diphosphate synthase, Fdftl: Farnesyl-Diphosphate Farnesyltransferase 1, Dhcr24: 24-
dehydrocholesterol reductase, Abcal: ATP-binding cassette A1, ApoE: Apolipoprotein E, Ldlr: Low
density lipoprotein receptor, Cyp46al: 24S cholesterol hydroxylase, Srebf2: sterol-regulatory element-
binding factor, Lxr beta: liver X receptor type beta.
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Fig 9. Changes in expression of genes involved in cholesterol metabolism in the amygdala in
response to chronic treatment with cocaine. Expression of several genes involved in the metabolism
of cholesterol in rats exposed to repeated injections of cocaine or saline. Values represent the means
+SEM of 24T normalized to the control group. White bars correspond to saline injected animals
(n=15) and black bars correspond to cocaine injected animals (n=15). Student #-test, *p < 0.05, **p <
0.01, ***p <0.001 different from saline group. Dotted lines separate different group of genes by their

functions.

Abbreviations: HMGCoA: 3-hydroxyl-3-methylglutaryl- coenzyme A, Fdps: farnesyl diphosphate
synthase, Fdftl: Farnesyl-Diphosphate Farnesyltransferase 1, Dhcr24: 24-dehydrocholesterol
reductase, Abcal: ATP-binding cassette A1, ApoE: Apolipoprotein E, Ldlr: Low density lipoprotein
receptor, Cyp46al: 24S cholesterol hydroxylase, Srebf2: sterol-regulatory element-binding factor, Lxr
beta: liver X receptor type beta.
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Fig 10. Changes in expression of genes involved in cholesterol metabolism in the caudate
putamen in response to chronic treatment with cocaine. Expression of several genes involved in
the metabolism of cholesterol in rats exposed to repeated injections of cocaine or saline. Values
represent the means =SEM of 2-*4CT normalized to the control group. White bars correspond to saline
injected animals (n=15) and black bars correspond to cocaine injected animals (n=15). Student #-test,
*p <0.05, **p <0.01, ***p <0.001 different from saline group. Dotted lines separate different group

of genes by their functions.

Abbreviations: Cpu: caudate putamen, HMGCoA: 3-hydroxyl-3-methylglutaryl- coenzyme A, Fdps:
farnesyl diphosphate synthase, Fdftl: Farnesyl-Diphosphate Farnesyltransferase 1, Dhcr24: 24-
dehydrocholesterol reductase, Abcal: ATP-binding cassette A1, ApoE: Apolipoprotein E, Ldlr: Low
density lipoprotein receptor, Cyp46al: 24S cholesterol hydroxylase, Srebf2: sterol-regulatory element-
binding factor, Lxr beta: liver X receptor type beta.

122



Résultats
Article 2

Supplementary data

Western blotting/Immunoblotting

Rat brain samples were homogenized by ultra-sonication in a 3-(N-morpholino) propanesulfonic acid
(MOPS) lysis solution (MOPS pH= 8.6, NP40 70%, Sodium pyrophosphate 100mM, NaCL 250mM,
EGTA 3mM with PMSF 100x, NaF 1M, Na orthovanadate 0.2M, Protease inhibitors 100x). Samples
were then heated to 90 °C for 5 min and centrifuged at 4 °C for 5 min (1000 g). Supernatants were
collected and analyzed using a RC-DC protein assay kit (BioRad, France). Fifteen mg of proteins per
sample were loaded on a pre-prepared SDS-page gel (BioRad, France), and then gels were transferred
onto PVDF membrane using Transblot turbo transfer pack (BioRad, France) that were blocked with
chemical blocking using iD blocking kit for western blot membrane (Eurogentec, France) for 5
minutes. Membranes were incubated with primary antibodies: rabbit polyclonal anti-CYP46Al
(1:1000) (Abcam), and mouse monoclonal anti-GAPDH 1:1000 (Millipore) diluted in a buffer
containing Tris-Buffered Saline (TBS) solution containing 0.1% Tween-20 and 5% milk) for 2 h at
room temperature. Several rinses were made (3 x 10 min) with TBS containing 0.1% Tween-20 before
incubation for 1 h with appropriate secondary antibodies anti-rabbit or anti-mouse peroxidase
conjugated diluted in the same buffer. Membranes were revealed using the ECL chemiluminescent
reaction (Millipore). Membranes analyzed using Genesys Imaging system (Syngene). Genetools for
Syngene software was used for quantification. GAPDH signal was used to normalize CYP46A1 signal,

in order to avoid loading artifacts.
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Supplementary figure 1. Changes in protein levels of CYP46A1 in the PFC and NAc in response
to chronic treatment with cocaine. Values represent the means £SEM the ratio CYP46A1/GAPDH
normalized to the control group. White bars correspond to saline injected animals (n=15) and black

bars correspond to cocaine treated animals (n=15). Student #-test, * p <0.05 different from saline group.

Abbreviations: PFC: Prefrontal cortex, Nac: Nucleus accumbens, Cyp46al: 24S cholesterol
hydroxylase, GAPDH: glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase.
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Supplementary Table 1. Primer sequences used for RT-qPCR (for, forward primers; rev, reverse

primers).
Accession
Genes number Primers Ref used
HMGCoA synthase NM_017268.1 For :ATCGCGTTTGGTGCCTGAAG
Hydroxymethylglutaryl-CoA Rev: AAGGGCAACGATTCCCACAT
synthase
HMGCoA reductase NM_013134.2 For: GGTGCATCGCCATCCTGTAC
Hydroxymethylglutaryl-CoA Rev: GCTGACGCAGGTTCTGGAA
reductase
Fdftl NM_019238.2 For: ACCAACGCCCTACAACACAT
Farnesyl diphosphate farnesyl Rev: GTAACTGCTTGCCCCTTCC
transferase Caimari et al., 2010
Fdps NM_031840.1 For: TCAGTGTCTGCTACGAGCC
Farnesyl diphosphate Rev: TCGTACTTGAAGAACACACTCC
synthase Yuan et al., 2016
Abcal NM_178095.2 For: GGTAGTGTGGCCACTTTCGT Fernandez-Pérez et
ATP binding cassette A1 Rev: TCTGGGCCTGATGAAAAATC al., 2014
ApoE JO0705 For: TCCATTGCCTCCACCACAGT
Apolipoprotein E Rev: GGGCGTAGGTGAGGGATGA
Ldir NM_175762.2 For: TTCTTCAGGTTGGGGATCAG Fernandez-Pérez et
Low Density lipoprotein receptor Rev: CAGCTCTGTGTGAACCTGGA al., 2014
Dhcr24 NM_00108014 For: TAGAGCCCAGCAAGCTGAAT

24-Dehydrocholesterol reductase

8.1

Rev: ATCCAGCCAAAGAGGTAGCG

CYP46A1
24S cholesterol hydroxylase

NM_00110872
3.1

For: GTGCCACCATCGACATCCTG

Rev: GGTGTTACGGGACGCACTGATAC

Ishikawa et al., 2016

Srebf2 NM_00103369 For: GTCCTCACCTTCCTGGGTCT
Sterol regulatory element-binding 4.1 Rev: CAGCAGTAGAGTCGGCATCA
protein-2 Caimari et al., 2010
Lxr Beta NM_031626.1 For: TGAAGGCATCCACCATCGAG
Liver X receptor beta Rev: CGTGATGCACTCTGTCTCGT
Caveolin 1 NM_031556.3 For: GCTTCACCACCTTCACTG
Rev: GATGCACGGTACAACTGC Xuetal, 2016
Gapdh NM_017008.4 For: ATGGGAAGGTCGGTGTGAAC
Glyceraldehyde-3-Phosphate Rev: ACTCCACGACATACTCAGCAC
Dehydrogenase
ActB NM_031144.3 For: GGAGAAGATTTGGCACCAC
Actin beta Rev: AGGCATACAGGGACAACAC
Hprtl NM_012583.2 For: TGGTCAAGCAGTACAGCCCC

Hypoxanthine
Phosphoribosyltransferase 1

Rev: TAGTGGCCACATCAACAGGA
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Tableau résumant les différents résultats
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Résultats supplémentaires

Supplementary results: Effect of the modulation of
the enzyme CYP46A1 in the prefrontal cortex on
relapse to cocaine.

Introduction

The experiments performed in the first part of my thesis clearly show that administration of drugs of
abuse alter the expression of genes involved in cholesterol metabolism in brain regions involved in
addiction and relapse. Whereas these results support the idea that cholesterol may play a role in
addiction, this support is only indirect. Thus, in the last part of my thesis, I have investigated the causal
role between cholesterol metabolism and drug-related behavior. To this end, I have decided to use viral
vector approaches to modulate the expression of genes involved in cholesterol metabolism directly in
the brain during the abstinence phase and looked at the consequences of this manipulation on relapse
test.

Choice of the region to be targeted

The anterior cingulate cortex is one of the main brain regions involved in addiction (Garavan and
Hester, 2007; Kalivas and Volkow, 2005; Schoenbaum and Shaham, 2008). This structure is known
to mediate cognitive function related to goal-directed behavior (Rushworth et al., 2007) and is reactive
to drug cues in animals (McLaughlin and See, 2003; Neisewander et al., 2000). In addition, cognitive
functions that are mediated by this region appear to be impaired in addicts (Aron and Paulus, 2007;
Garavan and Hester, 2007). Importantly, misuse of cocaine, cannabis and phencyclidine have been
found to be associated with alterations in the expression of genes implicated in cholesterol metabolism
in the cortex of cocaine abusers (Lehrmann et al., 2006). These results suggest that cholesterol
metabolism in the prefrontal cortex may be particularly important in addiction.

Choice of the gene to be targeted

A previous study found that brain-penetrating statins reduce drug seeking to cocaine (Chauvet et al.,
2016). Since statins blocks the main enzyme responsible for cholesterol synthesis, these results suggest
that decreasing cholesterol in the brain may have beneficial effects in cocaine addiction and relapse.
We hypothesized that reducing cholesterol levels in the brain by enhancing its degradation, by
overexpressing the CYP46A1, the main enzyme involved brain degradation would also have beneficial
effects on relapse to addiction.

CYP46A1 is a microsomal enzyme expressed almost exclusively in the brain in rats, but is also found
in low levels in the liver and testes in mice (Lund et al., 1999). In the brain, this enzyme is localized

at the membrane of the endoplasmic reticulum in cell bodies and dendrites of neurons, and is absent
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from axons (Ramirez et al., 2008). CYP46A1 is strongly expressed in pyramidal neurons of the
hippocampus and cortex, in Purkinje cells of the cerebellum, as well as in hippocampal and cerebellar
interneurons (Ramirez et al., 2008).

The advantage of choosing CYP46A1 is that this gene has been already targeted in the context of brain
disorder and therefore, quite a lot of practical and theoretical information about manipulation of this
gene in vivo has been gathered. At the cellular level, overexpression of CYP46A1 increases dendritic
outgrowth and density in spines and cause an increase in the expression of synaptic proteins in the
synaptosomal fraction in vivo and in vitro (Moutinho et al., 2016). These morphological and molecular
modifications are thought to be responsible for the improvement in the cognitive function observed in
vivo in the CYP46A1 transgenic mouse (Maioli et al., 2013). At the functional level, decreases in
CYP46A1 may play a role in the pathogenesis of neurodegenerative diseases such as Alzheimer’s and
Huntington’s disease and overexpression of this enzyme has been proposed as a new therapeutic
approach for these diseases. Indeed, Burlot et al. have shown that the injection of a viral vector
encoding CYP46A1 into the hippocampus in a mouse model of Alzheimer’s disease (THY-Tau22
mice) is able to rescue cognitive deficits, as well as the alterations of the LTD (such as the attenuated
late-phase long term depression) (Burlot et al., 2015). In addition, Boussicault et al. have shown that
overexpression of CYP461 in the striatum reduces cholesterol content in lipid rafts in WT animals
(Boussicault et al., 2018) and restore cholesterol and lanosterol levels in a murine model of HT (HT
mouse). Such treatment produce a reduction of neuronal atrophy as well as of the number and size of
mutant HTT aggregate and also an improvement of motor deficits (Boussicault et al., 2016) .

Choice of the time window to be targeted

In our study, we used a self-administration protocol followed by an injection of an AAV virus
expressing the CYP46A1 in the anterior cingulate cortex and a 6-week period of abstinence, before
rats were tested to relapse (see Figure 1 for schematic representation of the experimental protocol).
This period correspond to a period in which incubation of craving is maximal (Lu et al., 2004). This
period is also the same abstinence period during which statins where injected in our previous study
(Chauvet et al., 2016). In addition, this time frame was expected to allow maximal expression of the

gene after viral injection, which we confirmed in pilot experiments (data not shown).
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Materials and methods

Animals

Male adult Sprague Dawley rats weighing 300 g at the beginning of the experiment (Janvier labs,
France) were used in this study. All experiments were conducted during the light phase and in
accordance with the European Union directives (2010/63/EU) for the care of laboratory animals and
approved by the local ethics committee (COMETHEA). Upon arrival, rats were housed two by two in
a controlled environment under a 12-h light/dark cycle (lights on at 8 a.m.) with food available ad
libitum.

Self-administration protocol

After habituation to the animal facility (for one week), rats underwent intra-jugular vein catheterization
surgery as previously described (Chauvet et al., 2009). After surgery, rats were housed individually
for the rest of the study.

For operant behavior, we used MedAssociates experimental chambers equipped with retractable levers
as operanda and controlled by Med PC IV software (MedAssociates Inc, www. med-associates.com).
In these cages, retractable levers were placed on the same wall and were separated by a food tray.
[llumination was provided by a white house light at all times, except during drug delivery and time-
out periods. Rats were allowed to self-administer cocaine according to an FR1 schedule of
reinforcement. Upon completion of the FR, rats received immediately intravenous injections of the
drugs associated with the retraction of both levers, the light up of the cue light above the active lever,
the blinking of the house light for 3s followed by an 8-s time-out. Rats were allowed to self-administer
cocaine for 10 sessions (1 session of 6 hours per day).

Stereotaxic injection of AAVrh10- GFP and AAVrh10-CYP46A1

One-two days after the last self-administration session, rats were subjected to stereotaxic surgeries. All
AAYV vectors were produced and purified by Atlantic Gene therapies (Inserm U1089, Nantes, France).
The viral constructs for AAVrh10-GFP and AAVrh10-CYP46A1-HA contained the expression
cassette consisting of either the GFP or the human CYP46A1, driven by a CMV/b-actin hybrid
promoter (CAG) surrounded by inverted terminal repeats of AAV2. The stereotaxic coordinates for
the prefrontal cortex were: 1.2 and 1.7 mm rostral to the bregma, +/- 0.3 mm lateral to midline and 2.7
mm ventral to the skull surface. The overall number of injections was 4 injections, two injections in
each hemisphere. The rate of injection was 0.1 microl/min with a total volume of 0.5 microl per

injection (equivalent to 0.9 X 10° genomic particles/injection).
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Test for relapse

After the stereotaxic injections, rats underwent forced abstinence in the animal facility. 6 weeks later,
rats were tested for cocaine seeking during an extinction session divided in 6 intervals of 1-h. In this
session, active lever presses produced the same stimuli (light and noise of the pump) that were
previously associated with cocaine during self-administration sessions but reinforcers were not
delivered. The number of active lever presses was used as a measure of cocaine seeking. The timeline

of the experiment is represented in Figure 23.

Cocaine self administration training
(10 sessions) | Viral expression (6 weeks)
1 i
1

Test for relapse

Viral injection

Figure 23 : Timeline of the experiment.

Tissue preparation for immunohistochemistry

One day after the test for relapse, rats were rapidly and deeply anaesthetized with pentobarbital (120
mg/kg, Dolethal® Vetoquinol France). Rats were then transcardially perfused with 4%
paraformaldehyde dissolved in 0.1 M sodium phosphate buffer (pH 7.4). Brains were then removed
and stored in 30% sucrose at 4°C until sectioning. All serial brain sections (40 um) were then cut using
a freezing microtome (Leica RM2145, www.leica-microsystems.com) and stored in cryo-protective

solution (glycerol 20%, DMSO 2%, NaCl 0.9%, PB 0.1 M) at —20°C until processed for

immunohistochemistry.

Immunohistochemistry

Free-floating sections obtained from injected rats were processed for HA and GFP protein detection.
Sections taken for the prefrontal cortex from +2.7 to +0.2 mm from bregma were submitted to
immunolabeling. Sections were initially washed extensively in phosphate buffered saline (PBS) (3% 10
minutes), incubated for 30 min with oxygen peroxidase (0,3%) then washed again in phosphate
buffered saline (PBS) (3% 10 minutes), then incubated for 2 hours in blocking solution (PBS containing
3% bovine serum albumin [Sigma-Aldrich] and 0.3% Triton X-100). Subsequently, sections were
incubated for 24 hours at room temperature with primary antibodies diluted in the blocking solution:
a rabbit polyclonal anti-HA antibody (1:1000, H6908, Sigma-Aldrich) or a rabbit polyclonal anti-GFP
antibody (1:1000, A6455, Thermofisher). For 3,3’ diaminobenzidine staining, the sections were then
incubated with goat anti-rabbit biotinylated antibody (1:400, BA1000, Vector Laboratories Inc.) for
one hour and visualized by the ABC amplification system (Vectastain ABC kit, Vector Laboratories)

and 3,3’-diaminobenzidine tetrahydrochloride (peroxidase substrate kit, DAB, Vector Laboratories) as
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the substrate. Finally, sections were mounted onto gelatin-coated slides, dried, and dehydrated before
cover slipping.

Immunofluorescence

Free-floating sections obtained from injected rats were processed for HA and GFP protein detection.
Sections were initially washed extensively in phosphate buffered saline (PBS) (3% 10 minutes) then
incubated for 2 hours in blocking solution (PBS containing 3% bovine serum albumin [Sigma-Aldrich]
and 0.3% Triton X-100). Subsequently, sections were incubated for 24 hours at room temperature with
primary antibodies diluted in the blocking solution: a rat monoclonal anti-HA antibody (1:1000,
11867423001, Roche), a rabbit polyclonal anti-CYP antibody (1:200, 82814, Abcam), a mouse anti-
NeuN antibody (1:1000, MAB377, Millipore). Sections were then washed in PBS (3% 10 minutes) and
incubated for one hour at room temperature with secondary antibodies diluted in the blocking solution:
donkey anti-rat coupled to AlexaFluor488 (1:500, A21208, Thermofisher) , donkey anti-rabbit coupled
to AlexaFluor 568 (1:500, A10042, Thermofisher), donkey anti-mouse coupled to AlexaFluor 647
(1:500, A31571, Thermofisher). Sections were rinsed in PBS (3x10 minutes) then incubated with
DAPI (1/1000, Sigma D09542) for 10 minutes. Sections were rinsed in PBS (2% 10 minutes) and with
a phosphate buffer (0.1 M, 10 minutes). Finally, sections were mounted onto gelatin-coated slides,
dried, and dehydrated before cover slipping.

Image acquisition

Immunofluorescent images were acquired with the Axio Imager M2 microscope with Apotome.2 (Carl
Zeiss) (x20). DAB images were acquired with Zeiss Axio Zoom.V16-Stereo Zoom microscope.
Statistical analysis

Statistical analyses were performed with GraphPad Prism 5. All data are represented as mean SEM.
For behavioral studies, a two-way ANOVA analysis corrected by the post hoc Bonferroni was
performed with time and treatment as independent factors. Differences were considered significant

when P<.05
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Results

Cocaine training
During self-administration training, rats increased the number of cocaine injections from 24 at day 1
to 88 injections per session at day 10 (Figure 24 a-b). Active lever presses also increased, whereas

inactive lever presses rapidly decreased (Figure 24 a).
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Figure 24 : Injection of AAVrh10-CYP46A1-HA in the Ant Cing cortex during the withdrawal period does
not affect cocaine-seeking behavior.
(a) Cocaine self-administration training. Data are expressed as mean+SEM of active lever presses during the 6 h of daily
self-administration sessions (N=5). During training, active lever presses were reinforced according to an FR1 schedule.
(b) Cocaine self-administration training. Data are expressed as mean+SEM of injections during the 6 h of daily self-
administration sessions (N=5). (c) DAB staining from Ant Cing cortex injected with AAVrh10-CYP46A1-HA (top) and
AAVrh10-GFP (bottom). (d) Drug seeking after viral injection of AAVrh10-CYP46A1-HA. Tests were performed 6
weeks after viral injection. Data are expressed as mean £SEM of the total responses on the active lever during the six

1h extinction sessions.

Overexpression of CYP46A1 in the PFC does not affect relapse in rats.

There was no significant difference in the number of injections between the group injected with
AAVth10 encoding CYP46A1-HA and the control GFP group (Figure 24 a). Six weeks after the viral
injections, drug seeking was measured as the numbers of active levers presses during the 6h of drug
seeking. There was no significant difference between the number of active lever presses in the CYP

animals compared to the GFP control animals (Figure 24 d).
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Viral expression placement was assessed using DAB immunostaining. As shown in figure 24, the virus
encoding CYP or GFP was in the right place in the anterior cingular cortex. Co-labelling of HA (used
as a tag for the CYP virus) and NeuN immunostaining shows a co-localization (merge panel) in CYP
injected neurons (Figure 25). This shows that the virus is expressed in neurons of the anterior cingular

cortex.
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NeulN

DAPI Merge

Figure 25:Representative examples of immunostaining obtained at the level of the anterior cingulate
cortex of rats injected with the virus AAVrh10-CYP46A41-HA.

HA Immunolabeling (green); NeuN immunolabeling (red), DAPI(blue). White arrows indicate neurons that

express both the HA and NeuN. Scale bars = 50 um.
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Discussion

In this work, we investigated the effect of overexpressing CYP46A 1 in the anterior cingulate on relapse
to cocaine addiction. We found no significant difference in drug seeking between the animals injected
with CYP46A1 compared to control GFP animals.

The reasons for the lack of effect of CYP46A1 overexpression on cocaine seeking in a relapse test
could be multiple. First of all, the region that we targeted may not be the most relevant. We chose the
anterior cingulate cortex (ACC) as the first target of our investigation based on two main elements
known in the literature: 1) alterations in genes expressions in cholesterol metabolisms have been shown
in this region in human addicts (Lehrmann et al., 2006) and 2) the ACC is one of main regions involved
in relapse processes (Lasseter et al., 2010a). Concerning the first point, it should be noted that the study
of Lehrmann et al only investigated gene expression in cortical regions (Lehrmann et al., 2006) which
leaves it open the possibility that abnormal expression of genes implicated in cholesterol metabolism
could also be found in other non-cortical regions. Importantly, we have found that cocaine
administration alters the expression of genes involved in cholesterol homeostasis not only in the cortex
but also in the NAc (see study 2). Concerning the second point, it should be noticed that relapse
depends on the activity of several interconnected regions including other parts of the prefrontal cortex
(notably the prelimbic and infralimbic cortex) and other subcortical regions such as the nucleus
accumbens (Rebec and Sun, 2005). Therefore, it is possible that cholesterol metabolism in these
regions may be more important for relapse. Indeed, we are currently investigating the effects of
CYP46A1 overexpression in the NAc to determine whether manipulations of cholesterol metabolism
in this limbic area could have anti-craving effects.

Another possibility is that overexpression in CYP46A1 does not alter the levels of cholesterol and its
metabolites in a manner that leads to behavioral effects. As a matter of fact, cholesterol homeostasis is
very tightly regulated and complex phenomenon and changes in the levels or in the activity of one
enzyme could results in different and even opposite effects depending on the initial conditions. For
example, Boussicault et al. have shown that overexpression of CYP461 produces different effects on
cholesterol levels in the striatum of WT mice and of R6/2 Huntington's disease model mice
(Boussicault et al., 2016). Indeed, in WT animals overexpression of CYP461 didn’t reduce cholesterol
levels in the striatum (Boussicault et al., 2016), but reduced cholesterol content in lipid rafts
(Boussicault et al., 2018). Conversely, in R6/2 Huntington mice (showing increased levels of
cholesterol), overexpression of CYP461 normalized cholesterol levels (Boussicault et al., 2016). At
the present moment, we do not know whereas levels of cholesterol are actually changed in cocaine

exposed rats and we do not know if and how overexpression of CYP461 in the ACC alters the levels
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of cholesterol and its metabolites. Indeed, the measures of cholesterol levels are planned in the future.
If overexpression of CYP461 does not produce behavioral effects and does not alter cholesterol levels
in the brain, we plan to target other genes in cholesterol metabolism.

Whereas we generally speak about cholesterol levels, in reality, functional changes could be obtained
without overall changes in cholesterol levels. Indeed, cholesterol redistribution, rearrangement of lipid
rafts and levels of active precursors and metabolites could all lead to functional neuroadapations and
changes in behavior. For example, the anti-craving effects of statins (Chauvet et al., 2016) could be
explained not only by reduction in cholesterol levels but also by reduction in the levels of isoprenoids
such as farnesyl-PP and geranyl-PP, whose synthesis depends on the activity of HMGCo-A reductase,
which is inhibited by statins. These compounds bind to small GTP-binding proteins and regulate their
membrane anchoring and activation, and consequently processes such as cell signaling, receptors
activity and spine formation (Hooff et al., 2010). Indeed, knocking out HmgcoA reductase in the brain
would allow producing a statin-like effect and would allow testing this hypothesis. In addition, the
effects of farnesylation could also be tested by using farnesyl transferase inhibitors that have been
developed especially for cancer therapy (Appels, 2005). However, the limited information about the
safety profile of these compounds may limit their translational interest.

In conclusion, although our first attempt to reduce relapse to cocaine by manipulation of brain
cholesterol has failed, there are several experiments that we have planned and will produce a more

complete understanding of the role of cholesterol in drug addiction.
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L’addiction est une maladie neuropsychiatrique caractérisée par des neuroadaptations persistantes
pouvant Etre responsable de I’apparition des épisodes de rechute (Shaham and Hope, 2005). Plusicurs
arguments sont en faveur d’un réle du cholestérol dans ces adaptations. Tout d’abord, comme exposé
dans I’introduction, un réle du cholestérol dans les processus neuroadaptatifs cérébraux a ét¢ démontré
dans plusieurs pathologies cérébrales (Petrov et al., 2016) ou encore dans le cadre de processus de
plasticité synaptique (Koudinov and Koudinova, 2001). Dans le cas de 1’addiction, notre laboratoire a
aussi mis en lumiére une potentielle implication du cholestérol. En effet, une étude antérieure utilisant
les statines a permis de montrer que ces derniéres lorsqu’elles sont administrées pendant 1’abstinence,
pouvaient prévenir le phénoméne de rechute chez des rats rendus dépendants a la cocaine et a la
nicotine (Chauvet et al., 2016). Les statines présentent plusieurs mécanismes d’action mais 1’une de
leur cible principale est la HMGCoA réductase, qu’elles inhibent (Rozman and Monostory, 2010).
L’ensemble de ces résultats nous a conduit a proposer que le cholestérol pourrait jouer un réle dans les
neuroadaptations induites par les drogues et conduisant a I’addiction. Pour étudier cette hypothése,
nous avons développé deux approches. Dans un premier temps, nous avons utilisé une approche de
transcriptomique (RT-PCR) afin de déterminer si des changements d’expression de certaines protéines
impliquées dans le métabolisme du cholestérol dans le cerveau pouvaient étre induits par deux
drogues : I’alcool et la cocaine. Cette é¢tude a été menée dans plusieurs structures cérébrales impliquées
dans I’addiction. Dans un deuxiéme temps, nous avons utilis¢ une approche virale, permettant de sur-
exprimer la CYP46A1, et avons étudié¢ I’impact de cette sur-expression dans le cortex préfrontal, et
plus précisément dans le cortex cingulaire antérieur (ACC) sur la recherche de drogue et la rechute
chez des rats s’étant auto-administrés de la cocaine.

Notons tout d’abord que, comme détaillé¢ dans I’introduction de cette these (cf chapitre 2), 1’alcool et
la cocaine ont des mécanismes d’action trés différents. L’alcool agit principalement au niveau des
systémes glutamatergiques et gabaergiques, ce qui entrainent des conséquences dans le systéme
dopaminergique, telles qu’une augmentation de la neurotransmission dopaminergique au sein de
différentes structures du systéme mésocorticolimbique (Gilpin and Koob, 2008). L’action indirecte de
I’alcool sur le systétme dopaminergique serait responsable des effets récompensants de cette drogue.
La cocaine, quant a elle, agit directement sur le syst¢éme dopaminergique en bloquant la recapture de
la dopamine (Hall et al., 2004). Cette différence dans leur mécanisme d’action pourrait en partie
expliquer les différences d’expression des geénes impliqués dans le métabolisme du cholestérol
obtenues De plus, I’exposition a 1’alcool était une exposition volontaire car les rats avaient le choix
entre deux bouteilles (alcool et eau), alors que 1’exposition chronique a la cocaine était une exposition

imposée par ’expérimentateur (administration répétée par voie intra-péritonéale). Cette différence
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dans les protocoles d’exposition pourrait également expliquer les différences obtenus dans les résultats
(Jacobs et al., 2003).

Notons également que deux protocoles différents ont été utilis€s pour la cocaine, un traitement aigu
d’une part et un traitement chronique d’autre part. Le traitement aigu avait pour but principal d’établir
une « time-course » des effets directs et pharmacologiques de la cocaine. Ainsi, nous avons montré
que la cocaine a des conséquences rapides sur le métabolisme du cholestérol, potentiellement
directement stimulées par 1’action de la cocaine au sein des systémes de neurotransmetteurs (ces
aspects ont été discutés dans 1’article 2 de la thése et ne seront pas repris ici). Le traitement chronique
associé a une période de sevrage avait pour but quant a lui, d’étudier les effets durables induits par la
cocaine sur ce métabolisme et susceptible de participer a 1’addiction et en particulier a la rechute. Ce

sont ces derniers qui seront comparés avec ceux de 1’alcool et discutés dans ce qui suit.

I. Modulation du métabolisme du cholestérol par les drogues d’abus

dans le CPF et implication possible dans I’addiction
1. Régulation de I’expression de génes codant des protéines impliquées dans

le métabolisme du cholestérol par la cocaine et I’alcool dans le CPF

Au niveau du CPF, une diminution de 1’expression du geéne du transporteur du cholestérol Abcal a été
montrée suite a des expositions chroniques a ’alcool et & la cocaine, chacune suivie de 3 semaines
d’abstinence (Figure 25). L’exposition chronique a la cocaine a aussi induit une diminution de
I’expression de I’ApoE, une protéine qui lie le cholestérol et le transporte vers les neurones suite a son
passage a travers le transporteur ABCA1. Nos résultats indiquent alors que les drogues d’abus
diminueraient globalement les échanges cellulaires de cholestérol dans cette structure.

Dans notre étude, I’exposition chronique a 1’alcool a aussi augmenté I’expression de la HmgcoA
réductase, enzyme qui appartient a la voie du mévalonate et a diminué I’expression de I’enzyme de
dégradation du cholestérol, la CYP46A41 (Figure 26). Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus
dans une étude post- mortem réalisée chez ’homme, qui montre que I’exposition chronique a plusieurs
drogues d’abus tels que la cocaine, le cannabis et la phencyclidine conduit a des adaptations
transcriptionnelles dans le métabolisme du cholestérol dans le cortex (Lehrmann et al., 2006).
Notamment, ces travaux ont montré une augmentation de I’expression de la Fdftl, I’Apol2 et la Scarbl
impliqués respectivement dans la synthése, le transport et la régulation du cholestérol (Lehrmann et
al., 2006). Bien que les génes spécifiquement altérés chez I’Homme et chez le rat soient différents. Ces

résultats confirment 1’idée que 1’exposition chronique aux drogues d’abus altére 1’expression des génes
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impliqués dans la voie du métabolisme cholestérol cérébral au niveau du CPF. Cette altération est

spécifique de la drogue en question et peut persister méme apres une longue période d’abstinence.

2. Role potentiel du cholestérol dans les neuroadaptations observées dans le

CPF

Le CPF est une structure appartenant au systéme mésocorticolimbique et recevant des afférences
dopaminergiques (Goldstein and Volkow, 2011). Cette structure joue un réle dans la régulation des
processus cognitifs, émotionnels et motivationnels (Granon and Poucet, 2000). En effet, la transition
vers 1’addiction serait liée a des neuroadaptations induites par les drogues dans cette structure, qui
produiraient une perte de controle de la consommation de la substance et des déficits dans la prise de
décision (Goldstein and Volkow, 2011). Il est important de noter que la rechute dépend de 1’activité
de plusieurs régions interconnectées, notamment des parties du cortex préfrontal (le cortex pré-limique
et infralimbique) et des régions sous-corticales comme le NAc (Rebec and Sun, 2005). Les
changements observés dans le cortex peuvent étre dus a I’incubation du craving, phénomene qui
apparait apres le sevrage et responsable de 1’apparition d’épisodes de rechute (Grimm et al., 2001). Ce
phénomeéne serait accompagné par une augmentation de 1’expression du transporteur DAT dans cette
structure aprés une période d’abstinence faisant suite a une exposition chronique a la cocaine (Grimm
et al., 2002). L’expression du DAT au niveau membranaire est conditionnée par le taux de cholestérol
au niveau membrannaire (Jones et al., 2012; Zeppelin et al., 2018). Ceci pourrait alors nous amener a
déduire que le cholestérol pourrait jouer un réle dans 1’incubation du craving au niveau de cortex
préfrontal observé suite a 1’exposition chronique aux drogues d’abus. Par ailleurs, une exposition
chronique a 1’alcool induit une LTP au niveau du CPFm (Kroener et al., 2012). Une étude de Brachet
et al a montré que lors d’une LTP, une perte du cholestérol globalement ou dans la membrane est
observée. Cette perte au niveau du cholestérol pourrait activer sa synthése (Burg and Espenshade,
2011). Dans nos résultats, au niveau du CPFm, une augmentation de I’expression de la HmgcoA
réductase dans le CPFm est observée suite a une exposition chronique a 1’alcool (article 1). Cette
augmentation pourrait étre 1’indicateur de I’activation de la synthése du cholestérol au niveau de cette
structure.

Tous ces résultats montrent que le cholestérol pourrait étre impliqué dans les neuroadaptations au
niveau du systéeme dopaminergique et glutamatergique observées durant [’abstinence suite a

I’exposition chronique aux drogues d’abus.
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Figure 26 : Schéma résumant les effets de [’exposition chronique a l’alcool et a la cocaine sur
[’expression des génes codant les protéines impliquées dans le métabolisme du cholestérol au niveau du
CPF.

L’exposition chronique a 1’alcool et a la cocaine réduit 1’expression du transporteur Abcal au niveau du
CPF. Globalement, 1I’exposition chronique a ces deux drogues les drogues d’abus diminuent les échanges

cellulaires de cholestérol dans cette structure.

3. Effet potentiel de I’altération du métabolisme du cholestérol au niveau du

CPF sur ’addiction a la cocaine et a I’alcool

Comme nous avons observés des adaptations transcriptionnelles au sein du métabolisme du
cholestérol, nous avons recherché si la modulation de ce métabolisme pouvait avoir des conséquences
sur I’addiction. Dans le cadre de notre étude, nous n’avons pas trouvé d’effet de la surexpression de la
CYP46A1 au niveau de I’ACC sur le comportement de recherche de drogues (résultats
supplémentaires). Ces résultats étaient discutés en détails dans la partie 3 des résultats de la thése, donc
nous nous focaliserons ici sur les implications potentielles dans 1’addiction a 1’alcool.

Plusieurs études sont envisagées pour évaluer I’effet de la surexpression de la CYP46A1 sur

I’addiction a I’alcool.
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a. Est-ce qu’une surexpression de la CYP46A1 avant ’exposition a 1’alcool pourrait

altérer la prise d’alcool ?

Comme nous avons observés une diminution de I’expression de la CYP46A1 au niveau du CPF en
réponse a 1’alcool (Figure 26), nous allons étudier le réle du cholestérol dans 1’addiction a 1’alcool
plus directement. Dans ce but ; nous allons sur-exprimer la CYP46A1 dans I’ACC de rats avant toute
exposition a I’alcool, et rechercher I’impact de cette surexpression sur la mise en place de la
consommation excessive d’alcool. En effet, nos résultats indiquent que la mise en place de la
consommation croissante d’alcool serait associée a une augmentation de la production de cholestérol
via une augmentation de 1’expression de I’enzyme le synthétisant. Ainsi, la surexpression de la

CYP46A1 devrait contre-carrer ces effets en facilitant la dégradation du cholestérol néo-synthétisé.

b. Est-ce qu’une surexpression de la CYP46A1 durant la période d’abstinence pourrait

altérer la recherche de la drogue dans un protocole d’AA ?

Comme I’exposition chronique a I’alcool engendre une diminution de I’expression de la Cyp46A4 1 dans
le CPF, sa surexpression suite a 1’exposition a 1’alcool devrait ramener son expression a un niveau
supérieur. Ainsi, en envisageant un protocole comportant 1) une exposition intermittente a I’alcool, 2)
une abstinence pendant laquelle le virus surexprimant la CYP46A1 sera injecté et 3) une administration
opérante de I’alcool dans un protocole d’AA, il serait intéressant de déterminer si la modulation de la
CYP46A1 et donc du métabolisme du cholestérol pendant 1’abstinence pourrait conduire a des

comportements de recherche de drogues différents chez les rats CYP par rapport au rats controles.

II. Modulation du métabolisme du cholestérol par les drogues dans le

NAc et implication possible dans I’addiction

1. Régulation de I’expression de génes codant des protéines impliquées dans

le métabolisme du cholestérol par la cocaine et I’alcool dans le NAc
Au niveau du NAc, nos résultats obtenus en réponse aux deux drogues sont plus ou moins similaires.
En effet, ’exposition chronique a 1’alcool suivie de 3 semaines d’abstinence a conduit & une
augmentation de 1’expression du transporteur Abcal ainsi qu’a une diminution de celle de la protéine
régulatrice Srebf2. Suite a ce traitement, nous avons aussi observé une augmentation de 1’expression
de la Fdftl et de la Fdps, codant deux enzymes qui participent a la voie de synthése du cholestérol.
Dans le cas de la cocaine, nous avons observé une augmentation de 1’expression de la HmgcoA
réductase, étape limitante de la voie de synthése du cholestérol, et de I’expression de la Cyp46A41,

responsable de sa dégradation (Figure 27). Une augmentation de I’expression de la HmgcoA réductase
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a aussi été décrite dans le cadre de I’exposition chronique a 1’alcool (Bell et al., 2009) dans le NAc.
Globalement, ces études montrent que I’exposition aux drogues d’abus pourrait activer durablement

la synthése du cholestérol dans cette structure.
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Figure 27 : Schéma résumant les effets de I’exposition chronique a l’alcool et a la cocaine sur
[’expression des génes codant les protéines impliquées dans le métabolisme du cholestérol au niveau du
NAc.
De fagon globale, 1’exposition chronique aux drogues d’abus pourrait activer la synthése du cholestérol
au niveau de cette structure

2. Role potentiel du cholestérol dans les neuroadaptations observées dans le

NAc

Le NAc intégre les informations des structures corticales et limbiques afin de déclencher les
comportements orientés vers un objectif (Di Chiara, 2002). L'exposition chronique a plusieurs classes
de drogues d'abus entraine une plasticité dans cette région, permettant aux signaux associés a la drogue
d'engendrer une motivation pathologique a rechercher les drogues (cf chapitre 2). Un certain nombre
d'altérations de la transmission dopaminergique et glutamatergique ont été décrites dans le Nac apres
une longue période d’abstinence, comme par exemple une potentialisation de la transmission
glutamatergique apres des expositions chroniques a 1’alcool ou a la cocaine (Cf chapitre 2 )(D’Souza,
2015). Ces neuroadaptations joueraient un role crucial dans la vulnérabilité a rechercher la drogue et

donc a rechuter.
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L’exposition chronique a la cocaine affecte les niveaux du DAT dans différentes structures du systéme
mésocorticolimbique, dont le NAc (Crits-Christoph et al., 2008). Des études montrent par ailleurs que
les altérations au niveau d’expression des protéines du métabolisme du cholestérol pourraient étre
impliquées dans I’altération de la neurotransmission DA, en agissant sur la conformation et le
fonctionnement du DAT (Vaughan and Foster, 2013). 1 a ainsi été montré qu’une diminution du taux
de cholestérol membrannaire (par traitement a la beta méthyl cyclo dextrine) diminue la capacité du
DAT a capter la dopamine (Jones et al., 2012). De plus, une étude de microscopie en super résolution
a montré que ce transporteur est séquestré au niveau des domaines riches en cholestérol au niveau pré
synaptique et qu’une altération du taux de cholestérol peut affecter le recyclage de ce transporteur
(Rahbek-Clemmensen et al., 2017). Une étude plus récente a montré qu’une diminution du cholestérol
engendre une inactivation du transporteur par changement de sa conformation spatiale, et en présence
du cholestérol, cette inactivation est inhibée (Zeppelin et al., 2018) par la suite affecter la transmission
dopaminergique. De telles adaptations impliquant le cholestérol sont susceptibles de participer a la
persistance du risque de rechute a la drogue en agissant sur le niveau d’activit¢ du DAT. Toutes ces
évidences suggérent que les altérations de 1’expression des génes du métabolisme du cholestérol
observées dans nos études, pourrait participer a la mise en place des adaptations durables au sein la
transmission dopaminergique induites par les drogues d’abus.

Pour ce qui concerne la neurotransmission glutamatergique, suite a des expositions chroniques a la
cocaine couplées une période d’abstinence, une augmentation du ratio AMPA/NMDA a été observée
au niveau du NAc (Kourrich et al., 2007). Cette augmentation serait liée a une insertion de récepteurs
AMPA du c6té post synaptique (Boudreau and Wolf, 2005; Malinow and Malenka, 2002). Brachet et
al. ont par ailleurs montré qu’une stimulation de type LTP induit une redistribution du cholestérol au
niveau membranaire dans I’hippocampe, et il est envisageable que des mécanismes similaires se
produisent dans le Nac. L.’augmentation de I’expression du géne de I’HmgcoA réductase, que nous
avons observée dans le Nac, pourrait étre en lien avec une redistribution membranaire du cholestérol
dans cette structure, qui conduirait a I’activation de la voie de synthése par activation de la transcription
de cette enzyme clé.

Pour répondre a certaines des questions soulevées par nos résultats, nous envisageons de compléter ce
travail par des mesures des taux de cholestérol et ces métabolites dans les différentes structures en
réponse & des expositions chroniques a des drogues, comme la cocaine dans un premier temps. Ces
mesures faisaient partie intégrante de mon projet de thése et devaient étre faites dans le cadre d’une
collaboration qui n’a malheureusement pas été fructueuse, mais ces analyses devraient étre réalisées

dans le cadre d’un projet ANR qui sera resoumis dans les mois a venir.
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3. Effet de I’altération du métabolisme du cholestérol au niveau du NAc sur

I’addiction a la cocaine et a I’alcool
Comme des expositions aux drogues a conduit a une activation durable de la syntheése du cholestérol,
on peut alors se demander si 1’altération du métabolisme du cholestérol au niveau du NAc, pourrait
affecter 1’addiction a la cocaine. Dans cette étude, j’ai observé une augmentation de I’expression de la
CYP46A1 suite a I’exposition chronique a la cocaine. Ainsi une surexpression de la CYP46A1 au
niveau du NAc pourrait mimer I’effet de 1’exposition chronique a la cocaine sur le métabolisme du
cholestérol et potentialiser 1’effet de la cocaine dans un protocole d’auto-administration. Ainsi, nous
sommes actuellement en train d’étudier les effets de la surexpression de la CYP46A1 dans le NAc sur
la recherche de drogue dans un protocole de rechute afin de déterminer si les manipulations du
métabolisme du cholestérol dans cette région limbique pourraient moduler la recherche de drogue et

le risque de rechute a la drogue.

III. Modulation du métabolisme du cholestérol dans d’autres

structures et implication possible dans I’addiction

1. L’amygdale

L’amygdale est une structure qui participe au contrdle des processus émotionnels comme la peur et
l'anxiété (Ressler, 2010). Un état émotionnel négatif de type anxiety-like est souvent décrit durant le
sevrage suite a des expositions a la cocaine et a l'alcool. Par exemple, dans le cas de I’alcool, cet état
émotionnel négatif pourrait contribuer a stimuler la rechute de I'alcool chez les alcooliques (Willinger,
2002). L'amygdale joue également un rdle crucial dans la promotion de la consommation d'alcool
(Koob, 2004).

Une altération du niveau de cholestérol pourrait jouer un réle dans 1’installation d’un état émotionnel
négatif de type anxiety- like (Cartocci et al., 2017). L anxiété observée durant ’abstinence , suite a des
expositions chroniques a la cocaine, est associée a une altération de la LTP au niveau de cette structure
(Pollandt et al., 2006), qui pourrait étre causée par une diminution des taux de cholestérol neuronaux.
Dans I’amygdale, nos résultats suggérent que les drogues d’abus diminuent le métabolisme de
cholestérol en diminuant la synthése dans le cas de I’alcool et en diminuant 1’internalisation dans le
cas de la cocaine (Figure 28). Ainsi, si les changements que nous avons observés au niveau de ces
génes se traduisent par des modifications au niveau protéique, ils pourraient contribuer au

comportement anxieux observé durant 1’abstinence suite a I’exposition chronique aux drogues d’abus.
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Figure 28 : Schéma résumant les effets de ’exposition chronique a l’alcool et a la cocaine sur
[’expression des genes codant les protéines impliquées dans le métabolisme du cholestérol au niveau de
[’amygdale.

De facon globale, I’exposition chronique a ces deux drogues d’abus diminue le métabolisme du

cholestérol au niveau de I’amygdale.

2. L’hippocampe
L'hippocampe a été associ¢ a la fois au craving pour la cocaine induit par le contexte (cue-induced
cocaine craving (Atkins et al., 2008) et a I'acquisition et au traitement ultérieur de mémoires liées a la
drogue (Kutlu and Gould, 2016). L'activation répétée de I'hippocampe induite par la cocaine réduirait
son activité et sa connectivité fonctionnelle a la fois en conditions basales, mais aussi lors de
régulations cognitives et émotionnelles (Castilla-Ortega et al., 2016). Cette fonction hippocampique
altérée pourrait alors contribuer aux altérations cognitives et émotionnelles fréquemment observées
suite a D’exposition a la cocaine, notamment les déficits de mémoire déclaratifs dépendant de
I'hippocampe et 1’anxiété accrue observée lors de I’abstinence (Castilla-Ortega et al., 2016).
L'administration chronique de cocaine entraine également une altération de I'apprentissage spatial chez
les rongeurs exposés a la cocaine (Mendez et al., 2008). Les déficits d'apprentissage chroniques induits
par la cocaine semblent également étre durables. Des études suggerent que ces déficits induits par
I'exposition chronique a la cocaine persistent pendant une période de sevrage pouvant aller jusqu’a 3

mois (Kelley et al., 2005; Mendez et al., 2008). Dans la littérature, des études indiquent que, 1’altération
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du métabolisme cérébral du cholestérol serait associée a une altération des processus cognitifs tels que
I’apprentissage (chapitre 3, partie III). En particulier, les processus de LTP impliqueraient des
altérations du cholestérol dans cette structure (Brachet et al., 2015). Ceci pourrait indiquer que les
changements que nous avons observés au niveau du métabolisme du cholestérol (Figure 29) peuvent
étre impliqués dans les processus cognitifs et surtout I’apprentissage. Tous ces résultats suggérent que
les changements du cholestérol observés peuvent étre impliqués dans I’altération de 1’apprentissage

suite a des expositions chroniques aux drogues d’abus ainsi que durant I’abstinence.
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Figure 29 : Schéma résumant les effets de [’exposition chronique a la cocaine sur [’expression des
genes codant les protéines impliquées dans le métabolisme du cholestérol au niveau de [’hippocampe.
Le traitement chronique a la cocaine cause des altérations persistantes au niveau de I’hippocampe. Ces

altérations sont spécifiques de chaque région de I’hippocampe.

3. L’aire tegmentale ventrale
L’ATV est I’aire cérébrale dans laquelle se trouvent les corps cellulaires des neurones DA, dont la
stimulation conduirait a déclencher les neuroadaptations induites par les drogues d’abus dans des
structures cibles. Cette structure est elle-méme la cible d’un certain nombre de processus de la plasticité
synaptique apres des expositions chroniques a des drogues d’abus. A ce jour, nous n’avons étudi¢ que
les changements induits par ’alcool dans cette structure. Nos résultats montrent que 1’exposition
chronique a I’alcool suivi de 3 semaines d’abstinence produit une augmentation de I’expression des

genes codant deux protéines de la voie de synthése du cholestérol (Fdps et Fdft1) et une diminution de
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I’expression du geéne codant 1I’enzyme de dégradation, la cyp46A41 (Figure 30). Cela pourrait
globalement conduire a une augmentation des taux de cholestérol dans cette structure. En revanche,
une diminution dans le métabolisme est observée dans une étude McBride et al, qui ont retrouvé une
diminution de I’expression de I’ HmgcoA réductase et synthase suite a une exposition chronique a
I’alcool (McBride et al., 2013). Une diminution de 1’expression de la SrebfI a été observée dans la

méme étude, ce méme effet est observé dans notre étude dans I’expression de la Srebf2.
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Figure 30 : Schéma résumant les effets de [’exposition chronique a [’alcool sur [’expression des génes
codant les protéines impliquées dans le métabolisme du cholestérol au niveau de I’ATV.
L’exposition chronique a 1’alcool engendre une augmentation de la synthése du cholestérol et une
diminution de sa dégradation, qui pourrait engendrer une accumulation du cholestérol au niveau de cette
structure.

Encore une fois, ces modifications du métabolisme du cholestérol pourraient contribuer aux
adaptations durables induites par les drogues dans cette structure. En effet, ’ATV est la cible de
phénoménes de plasticité synaptique, notamment entre les afférences glutamatergiques et les neurones
dopaminergiques de I’ATV. Suite a I’exposition chronique a 1’alcool, une LTP est observée au niveau
de ATV (Bernier et al., 2011), qui sera perdue aprés une période d’abstinence. Ces effets transitoires
de la plasticité sont en accord avec ceux obtenus dans notre étude au niveau du métabolisme du
cholestérol. En effet, une exposition chronique a I’alcool engendre une diminution du cholestérol et

par la suite sera impliquée dans 1’induction de la LTP. Suite a une période d’abstinence, une
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augmentation du métabolisme est observée qui pourrait alors étre également la disparition de cette

LTP, observée au niveau de cette structure apres une période d’abstinence.
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L’exposition aux drogues d’abus, tels que ’alcool et la cocaine engendre des neuroadaptations dans
les structures cérébrales (voir chapitre 2). Dans la 1ére partie de notre étude, nous avons pu montrer
que 1’alcool et la cocaine provoquent des altérations au niveau de 1’expression des génes impliqués
dans le métabolisme du cholestérol cérébral et cela de fagon drogue spécifique et région spécifique.
Ces altérations sont persistantes méme apres une période d’abstinence de 3 semaines, et pourraient
étre impliquées dans les neuroadpatations fonctionnelles et structurales induites par les drogues d’abus,
et responsables de la persistance du risque de rechute aux drogues.

Dans la 2¢me partie de la thése, nous avons étudié 1’effet de 1’altération de la voie du métabolisme du
cholestérol sur la recherche de drogue dans un protocole d’auto-administration permettant de
modéliser la rechute chez les rats. La modulation de la dégradation du cholestérol par la sur-expression
de la CYP46A1 dans cette structure n’a pas d’effet sur le risque de rechute.

Cette ¢tude est une étude exploratrice s’intéressant au réle dans 1’addiction du métabolisme du
cholestérol dans les structures du systeme mésocorticolimbique. Des travaux supplémentaires sont
encore nécessaires pour poursuivre la caractérisation, et aussi pour établir un lien direct entre le
métabolisme du cholestérol et 1’addiction mais ces recherches consistant a rechercher de nouveaux
mécanismes impliqués dans 1’addiction permettent de mettre en lumieére de nouvelles approches

thérapeutiques pour diminuer le taux élevé de rechute.
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