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RESUME

L'étude de l'impact des facteurs environnementaux sur les effets a long-terme des
psychostimulants a montré que des facteurs négatifs, comme le stress, augmentent le risque
de développer une addiction, alors que des facteurs positifs, comme I’exposition a des
conditions stimulantes, le réduisent. Une partie de cette thése a consisté a rechercher les
mécanismes neurobiologiques et cellulaires qui sous tendent cette influence
environnementale. Ainsi, I'exposition d’animaux a un environnement enrichi (EE), qui
procure des conditions stimulantes, diminue leur niveau d’anxiété, un effet qui serait en
partie lié a la régulation de genes appartenant au systeme cannabinoide endogéne (SCE)
dans des régions impliquées dans la réactivité au stress (Article 1). Par ailleurs, nos travaux
ont mis en évidence des limites de |'exposition a I'EE : quand celle-ci est interrompue, ses
effets bénéfiques sont perdus et la vulnérabilité a la cocaine est méme augmentée. Ceci
s’expliquerait par I'apparition d’un état émotionnel négatif, associé a une activation du
facteur CREB dans I'amygdale étendue, une région carrefour entre la récompense et le
stress (Article 2). Nous nous sommes également intéressés a la toxicité de la
méthamphétamine (METH) et a sa modulation par le SCE, pour lequel des propriétés
neuroprotectives avaient déja été suggérées. Ainsi, une stimulation pharmacologique du SCE
permet de prévenir la neurotoxicité dopaminergique induite par la METH (Article 3). Nos
résultats soulignent la complexité d’utilisation des manipulations environnementales et
mettent en lumiére les capacités protectrices du SCE contre la dépendance et la

neurotoxicité engendrées par les psychostimulants.

Mots clés: addiction; psychostimulants; environnement enrichi; stress; systeme

cannabinoide endogene ; neurotoxicité
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SUMMARY

Studies of the impact of environmental factors on the long-term effects of psychostimulants
have shown that negative factors, such as stress, increase the risk of developing drug
addiction, while positive factors, such as exposure to stimulating conditions, reduce it. The
first aim of this work was to look for the neurobiological and cellular mechanisms that
underlie this environmental influence. We found that exposure of animals to stimulating
enriched environments (EE) reduces anxiety levels, an effect that may be partly related to
the regulation of genes belonging to the endogenous cannabinoid system (ECS) in regions
involved in stress reactivity (Article 1). In addition, our work has highlighted some limitations
of the exposure to EE since discontinuation of enrichment results not only in the loss of its
beneficial effects but also in increased vulnerability to cocaine. This effect is associated with
emotional distress and changes in the activity of the transcription factor CREB in the
extended amygdala, an interface region between reward and stress processes (Article 2). We
also investigated whether ECS, for which neuroprotective properties have already been
suggested, could reduce the brain toxicity induced by methamphetamine (METH). We
found that pharmacological stimulation of ECS provides protection against the METH-
induced dopaminergic neurotoxicity (Article 3). Our results highlight the complex
consequences of environmental conditions on brain and behavior, and highlight the

protective role of ECS against both addiction and neurotoxicity induced by psychostimulants.

Keywords: addiction; psychostimulants; enriched environment; stress; endogenous

cannabinoid system; neurotoxicity.
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16



Structure générale du manuscrit

Ce travail de thése a consisté a rechercher des outils de protection contre les effets
addictifs et toxiques des psychostimulants. Dans la premiére partie de ce manuscrit, une
analyse bibliographique décrit le contexte scientifique de ces travaux de thése. Cette partie
est divisée en trois chapitres. Dans le premier, je présenterai les deux psychostimulants
utilisés lors de mes travaux de thése, la cocaine et la méthamphétamine. J'expliquerai leurs
mécanismes d’action et je décrirai, plus spécifiguement, des mécanismes sous-tendant la
neurotoxicité induite par la méthamphétamine qui, en comparaison avec les autres
psychostimulants, a la particularité d’induire une forte toxicité neuronale. Le deuxiéme
chapitre traitera des facteurs environnementaux supposés avoir un impact sur les effets a
long terme induits par les psychostimulants, comme le démontrent les résultats récemment
obtenus dans notre équipe. Enfin, le troisieme chapitre sera consacré a la présentation du
systéme cannabinoide endogéne que nous avons ciblé, en vue de réduire la toxicité de la
méthamphétamine. Dans la deuxiéme partie du manuscrit seront présentés les principaux
résultats obtenus et qui ont fait I'objet de deux articles scientifiques publiés et d’'un
troisieme, en cours de préparation. Une discussion générale des résultats obtenus et les

perspectives  envisagées sont présentées a la fin de ce document.
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Chapitre 1 - Les psychostimulants

Dans ce chapitre, je présenterai (1) les deux psychostimulants, la cocaine et la
méthamphétamine (METH), utilisés pendant ma theése ; (2) les adaptations cellulaires et
moléculaires induites par ces deux psychostimulants, ainsi que (3) les mécanismes de

neurotoxicité induits dans le cadre de la consommation de METH.
A- Généralités
1. La Cocaine

La cocaine est un alcaloide extrait a partir des feuilles de deux cocaiers : Erythroxylum
coca et Erythroxylum novogranatense. Ces arbustes poussent a |'état sauvage en Amérique
du Sud, dans la cordillere des Andes. L'usage de cette plante remonte a plus de 5000 ans, ou
les peuples Amérindiens la considéraient comme plante sacrée et l'utilisaient lors de
cérémonies religieuses. Pendant longtemps, la coca fut utilisée, sous forme de tisane ou de
pate masticatoire, pour bloquer la faim et la fatigue, et pour se protéger contre le froid en
altitude. Les premieres feuilles de coca n’arrivérent en Europe qu’en 1750, grace au
botaniste francais Joseph de Jussieu, mais I'intérét scientifique pour cette plante ne débuta
qu’au XIX®™ siecle avec I'extraction de la cocaine et la détermination de sa formule chimique
C17H2:NO,4 (Figure 1). Elle fut notamment utilisée comme anesthésique locale lors des
chirurgies, comme substitut pour traiter les addictions a I’alcool, a I'opium et a la morphine,
et dans le traitement des maladies respiratoires et des troubles gastriques. Vers la fin du
XIX®™ siecle la cocaine fut incorporée dans différentes boissons telles que le Coca-Cola. A la
méme époque se répandit un nouveau procédé de consommation, plus simple et beaucoup
plus efficace : I'inhalation de la poudre de cocaine. Et au début du XX*™ siécle, plusieurs cas
de dépendance furent décrits. Commenca alors la lutte contre la consommation de la
cocaine. L'adoption du « Harrison Narcotic Act » aux Etats-Unis en 1914 a permis de
réglementer l'usage et la distribution de la cocaine et a interdire, progressivement, son

usage non-médical. En 1916, la France publia une liste de stupéfiants et une loi interdisant la

consommation des drogues. En 1961, I'ONU signa la « convention unique sur les
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stupéfiants » visant a limiter la production et le commerce de ces substances. Dans les
années 70-80, une nouvelle épidémie de consommation de cocaine s’installa, avec
I'apparition d’une forme de cocaine insoluble dans I'eau, le « crack », moins chére et plus
efficace que la cocaine en poudre. Depuis, le trafic, la consommation et les déceés liés a la

cocaine ne cessent d’augmenter (OEDT, 2006).

CH,
0

Figure 1. Structure du chlorhydrate de cocaine.

La cocaine est la deuxieme drogue la plus consommée dans le monde, apres le
cannabis et une hausse globale de sa consommation a été observée au sein de I'Union
Européenne lors de la derniere décennie (OEDT, 2006) (Figure 2). Cette augmentation est
notamment associée a la baisse de son prix, la hausse de sa disponibilité sur le marché, la
baisse de I'age de premiére prise et la diversification des modes de consommation (OEDT,
2006). Sous forme de poudre, elle peut étre inhalée directement ou chauffée afin d’inhaler
ses vapeurs. L'effet se fait sentir au bout de 2 minutes et dure environ 1 heure. Elle peut étre
aussi fumée, ingérée ou injectée en intraveineuse. Ce dernier mode d’administration permet
de sentir rapidement les effets de la drogue (environ 10 secondes).

En fonction du mode d’administration, de la dose consommée et du sujet lui-méme,
la demi-vie de la cocaine peut s’élever jusqu’a 90 minutes. Une grande partie de la drogue
est métabolisée dans le foie dans les 2 heures qui suivent sa prise, et ceci selon 3 voies de

dégradation (Fleming et al., 1990) :
(1) Celle des estérases hépatiques produisant I'ester de méthylecgonine ;

(2) L'hydrolyse spontanée, sans intervention enzymatique, produisant la

benzylecgonine ;
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(3) La N-déméthylation de la cocaine produisant un produit actif, la
norcocaine.
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Figure 2. Usage au cours de la vie de substances psychoactives (hors alcool, tabac et

cannabis) parmi les 18-44 ans. Evolution en France, entre 1992 et 2010. Amphé : amphétamines ;
XTC : extasy. Source : Baromeétre Santé 1992, 1995, 2000, 2005, 2010, INPES exploitation OFDT www.ofdt.fr

Selon la voie d’administration utilisée, I'élimination des métabolites de la cocaine se
fait en proportions variables (Ambre et al., 1988). Ils peuvent étre détectés dans |'urine
jusqu’a 4h apres la prise de cocaine, dans le lait maternel jusqu’a 36h apres la prise de la
drogue, ainsi que dans les cheveux et les ongles apres de longues périodes, puisqu’ils

gardent une trace des produits consommeés au moment ou ils poussent.

2. La Méthamphétamine

La METH est un psychostimulant appartenant a la famille des phénéthylamines
substitués. Sa structure est apparentée a 'amphétamine (AMPH) et, ensemble, font partie
d’un groupe de composés couramment désigné comme amphétamines (Fleckenstein et al.,

2007) (Figure 3).
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2T

CHj

CH4

Figure 3.Structure de la méthamphétamine.

Largement distribuée pendant la deuxieme guerre mondiale, la METH fut prescrite
aux Etats-Unis contre diverses maladies, comme la dépression et |'obésité, avant d’étre
classée comme stupéfiant en 1970 (pour revue (Chiadmi and Schlatter, 2009)). Au début des
années 2000, cette drogue traverse |’Atlantique pour apparaitre dans le marché des drogues
britanniques (Schifano et al., 2007), puis en France. La majeure partie de la production
européenne est localisée en Europe de I'Est, notamment en République Tchéque, en
Slovaquie et en Bulgarie (Chiadmi and Schlatter, 2009). Connues sous diverses appellations
(crank, speed, pilule thai, crystal, ice, crystal meth...), la consommation de la METH a
rapidement augmenté au cours de la derniére décennie puisque, sur le marché illicite, la
METH, avec une pureté moyenne de 43 a 50%, fait partie des drogues les moins chéres : un
gramme de METH colite en moyenne 17€ contre 60€ pour le gramme de cocaine (OEDT,
2006).

La synthése de la METH est facile et peut étre réalisée a partir de produits chimiques
et de médicaments relativement courants mais de plus en plus controlés. Les principaux
précurseurs sont des médicaments délivrés en pharmacie sans ordonnance comme
décongestionnants nasaux: la pseudoéphédrine, I'éphédrine et la noréphédrine ou
phénylpropanolamine (Barr et al., 2006). La synthése de la METH nécessite aussi des
produits chimiques secondaires tels que le phosphore rouge, I'iode, le lithium, 'ammoniac
anhydre, le toluéne et autres solvants bases et acides. L'acces facile a ces produits a permis
le développement de nombreux laboratoires artisanaux de production de METH (Barr et al.,

2006).

La METH se présente essentiellement sous forme de poudre blanche et cristalline,

inodore, pouvant étre dissoute facilement dans I'eau ou l'alcool. Elle peut étre fumée,
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aspirée par voie nasale ou injectée par voie intraveineuse. Elle peut méme étre compressée
sous forme de comprimés et ingérée. Sa dégradation a lieu dans le foie et produit différents
métabolites, dont ’AMPH et le 4-hydroxyméthamphétamine, tous les deux éliminés par voie

rénale (Caldwell et al., 1972).

B- Effets psychologiques et somatiques des psychostimulants

1. Effets psychologiques

i. Administration aigue

L’administration aigue de cocaine est généralement accompagnée d’un sentiment de
puissance et de maitrise de soi. Le sujet se sent confiant, tres énergique et euphorique.
Cette phase est appelée « rush » ou « flash » et est de type orgasmique. L’effet de la drogue
dure quelques heures et son intensité varie en fonction de la dose administrée, du mode de
consommation ainsi que de la fréquence de la prise. Une fois les premiers effets disparus, le
sujet se retrouve face a une fatigue intense et I'euphorie est remplacée par une dépression.

C’est la phase dite de « crash ».
ii. Administration chronique

L'effet plaisant ressenti lors des premieres prises de drogue pousse certains individus
a en reprendre, de fagon controlée au départ puis de maniére excessive et compulsive. On
parle alors de dépendance aux drogues. Cette consommation excessive induit des
dommages physiologiques et psychoaffectifs, aussi bien pour le sujet que pour son
environnement. La consommation chronique de psychostimulants est notamment associée a
des troubles de la mémoire, de I’humeur ainsi qu’a des hallucinations et des délires de type

paranoide (Koob et le Moal, 2006).
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2. Effets somatiques

Chez 'Homme, quelque soit la voie d’administration, les psychostimulants induisent
plusieurs manifestations somatiques. lls stimulent le systéme nerveux sympathique
provoquant une hausse du rythme cardiaque et respiratoire, une augmentation de la
pression sanguine, une augmentation de la température et une dilatation des pupilles (pour
revue : METH (Chiadmi and Schlatter, 2009) ; Cocaine (Johanson and Fischman, 1989)). La
cocaine est connue pour son activité anesthésique locale puisqu’elle est capable d’inhiber
les canaux sodiques dépendants du voltage, de facon rapide et réversible. Elle produit ainsi
une insensibilisation temporaire des terminaisons nerveuses. A plus long terme, la METH
peut provoquer la mort en induisant des hémorragies cérébrales, des infarctus du myocarde,
des ruptures hépatiques et rénales ainsi qu’une forte hyperthermie (pour revue (Albertson
et al.,, 1999)). Enfin, La METH et la cocaine sont aussi des substances anorexigenes et

provoquent des troubles du sommeil, ainsi que des sudations et des douleurs musculaires.

C- Effets neurobiologiques

1. Cibles moléculaires

En absence de toutes drogues, les transporteurs membranaires permettent aux
monoamines extracellulaires de réintégrer la terminaison présynaptique ou elles seront soit
dégradées par les monoamines oxydases A et B, soit a nouveau stockées dans des vésicules
de sécrétion dans le but d’une prochaine utilisation. Dans les deux cas, le neurone se
retrouve protégé contre les effets toxiques induits par l'oxydation des monoamines
présentes en grande quantité dans I'espace synaptique. Cet équilibre est perturbé par les

psychostimulants.
i. Mode d’action de la cocaine

La cocaine agit principalement en se fixant sur les transporteurs membranaires de

monoamines, inhibant leur fonctionnement et empéchant ainsi la recapture de la dopamine
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(DA), de la sérotonine et de la noradrénaline par le neurone présynaptique. Par conséquent,
il y a une augmentation des neurotransmissions dopaminergique, noradrénergique et
sérotoninergique (Ritz et al, 1987 ; Giros et al, 1996 ; Broderick et al, 2003). Cette
augmentation a notamment été observée, par microdialyse chez le rat, dans le cortex
préfrontal (CPF), le noyau caudé putamen (CPu), le noyau accumbens (NAc) et l'aire
tegmentale ventrale (ATV) (Di Chiara and Imperato, 1988; Maisonneuve et al., 1990; Reith et
al., 1997). De plus, il a été montré que I'administration aigue de cocaine chez le rat diminuait
la synthése de la DA et de la sérotonine dans plusieurs régions cérébrales telles que le CPF,

le NAc, le CPu et 'amygdale basolatérale (BLA) (Baumann et al., 1993).

ii. Mode d’action de la METH

Comme la cocaine, la METH induit une augmentation des concentrations extracellulaires
de la DA et de la sérotonine (Seiden et al., 1993). Mais, contrairement a la cocaine qui agit
principalement en blogquant les transporteurs membranaires de recapture de monoamines,
la METH peut pénétrer dans la terminaison présynaptique soit par diffusion passive a travers
la membrane plasmique grdce a son caractére lipophile, soit par transport actif en se liant
aux transporteurs membranaires notamment les transporteurs de DA (DAT) (Giros et al,
1996). Elle induit alors une augmentation de la libération de monoamines dans la fente
synaptique. Plusieurs modeles permettent d’expliquer le mécanisme d’inversion du
transport de la DA par le DAT. En 1979, et grace a des études visant a identifier les
mécanismes d’action de ’AMPH, Fischer et collaborateurs ont établi un modele « d’échange
par diffusion » selon lequel le transport de 'AMPH a lintérieur de la terminaison
présynaptique par le DAT favorise la liaison de la DA intracellulaire a ces transporteurs et, en
conséquence, la sortie extracellulaire de DA (Fischer and Cho, 1979). Selon un autre modele,
dit modéle « de déplétion vésiculaire », la concentration intracellulaire de DA serait a
I'origine du transport inverse assuré par les DATs (Sulzer et al., 1995). Une fois dans le
cytosol, et grace a sa similarité structurale avec la DA, 'AMPH pénetre dans les vésicules
synaptiques, ou elle modifie le gradient de concentration. Aussi la METH modifie la
distribution des transporteurs vésiculaires de monoamines de type 2 (VMAT-2) de facon a

diminuer leur disponibilité pour stocker les monoamines dans les vésicules de stockage
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(Fumagalli et al., 1999; Hogan et al., 2000; Riddle et al., 2002). Ces phénoménes induisent
une diminution de la recapture vésiculaire et favorisent une accumulation cytoplasmique de
DA. Fonctionnant selon un gradient de concentration, les DATs assurent alors la libération de
la DA dans la fente synaptique. C’est ainsi que la METH induit une augmentation directe des
concentrations extracellulaires de DA. Cet effet est responsable de [Iimportante

neurotoxicité provoquée par la METH (cf. chapitre 1-1l. Toxicité de la METH).

2. Circuits neuronaux impliqués dans les effets récompensants des

psychostimulants

Bien qu’elles varient en fonction des effets comportementaux et pharmacologiques
gu’elles engendrent, les drogues d’abus ont en commun la capacité d’induire une sensation
de plaisir (Robinson et Berridge, 2003). Ces effets sont aussi observés dans le cadre de
renforcateurs naturels tels que la nourriture. En partant de cette observation, il a été
suggéré que les drogues d’abus affectent un systeme de récompense, normalement
impliqué dans le controle de la motivation pour les récompenses naturelles telles que la
nutrition et I'activité sexuelle (Robinson et Berridge, 2003). Ce systeme présente des
neuroadaptations induites par une prise chronique de drogues qui pourraient fournir I'état
motivationnel nécessaire pour la mise en place de I'addiction. Il regroupe deux circuits
majeurs : le systéme dopaminergique mésocorticolimbique et le circuit de I'amygdale

étendue (Figure 4).
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 Systéme dopaminergique mésocorticolimblgue
Emm Clreuit de 'amygdale étendue

Figure 4. Schéma représentatif des circuits neuronaux impliqués dans les effets renforgants
des psychostimulants chez les rongeurs.

La cocaine et la METH induisent la libération de DA dans le noyau accumbens, le cortex et 'amygdale
via une action directe sur les terminaisons dopaminergiques. En rouge est représenté le systeme
dopaminergique mésocorticolimbique. En bleu est représenté le circuit de I'amygdale étendue.
(modifiée d’apreés (Koob and Le Moal, 2006))

FC: cortex frontal; C-P: noyau caudé putamen; N Acc.: noyau accumbens; VP : Pallidum ventral; AC:

commissure antérieure; AMG : amygdale ; Hippo: hippocampe; VTA: aire tegmentale ventrale; SNr:
substance noire pars reticulata ; LC : locus coeruleus ; Cer : cervelet.

i. Description du systeme dopaminergique

mésocorticolimbique

Le systeme dopaminergique mésocorticolimbique est constitué des neurones issus de
I’ATV et qui projettent vers (i) des structures télencéphaliques notamment le NAc, (ii) des
régions corticales comme le CPF, et (iii) des structures du systéme limbique telles que
I’'amygdale (Figure 5). Du fait de ces projections, cette voie est impliquée dans la régulation
des processus moteurs, affectifs, cognitifs, attentionnels et mnésiques (pour revue
(Feltenstein and See, 2008)). Elle est aussi impliguée dans la motivation pour les
récompenses naturelles comme la nutrition, la vie socio-affective et I'activité sexuelle

(Robinson and Berridge, 2003).
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L'ATV sous-tend l'effet des renforgateurs naturels ainsi que les propriétés renforcantes
des drogues d’abus (Robbins and Everitt, 1996; Koob and Le Moal, 1997). Elle est constituée
principalement des neurones dopaminergiques qui projettent vers le NAc et le CPF. L'activité
de ces neurones est régulée par (1) les neurones GABAergiques présents dans I'ATV, (2) les
afférences excitatrices glutamatergiques en provenance du CPF, et (3) les afférences

inhibitrices GABAergiques en provenance du NAc (pour revue : (White, 1996)).

CPF
HippoCampus

VTA)

Figure 5. Schéma simplifié de la voie mésocorticolimbique chez les rongeurs.

Les neurones dopaminergiques issus de l'aire tegmentale ventrale (ATV) projettent vers le noyau
accumbens (Nac) et le cortex préfrontal (CPF) (rouge). Ces neurones sont controlés par les systémes
glutamatergiques (bleu) et GABAergiques (orange). Les neurones glutamatergiques proviennent du
CPF, de I'amygdale, de I’hippocampe et du Bed Nucleus of the Stria Terminalis (BNST), et projettent
notamment vers le Nac et ’ATV. Les neurones GABAergiques sont issus du NAc et projettent vers

I’ATV. (Kauer and Malenka, 2007)).
CPF : cortex préfrontal; NAc: noyau accumbens; VP : pallidum ventral; BNST : bed nucleus of the stria

terminalis ; LH : hypothalamus latéral ; VTA : aire tegmentale ventrale.

Le NAc est une structure cérébrale située dans la partie ventrale du striatum. Sur les
plans morphologique et fonctionnel, il peut étre divisé en deux sous-régions : le core et le
shell (Di Chiara, 2002). Il recoit majoritairement des afférences dopaminergiques provenant
de I'ATV, des afférences excitatrices glutamatergiques provenant du CPF, du cortex
cingulaire antérieur, de 'amygdale et de I'hippocampe et envoie des projections inhibitrices
GABAergiques vers la substance noire et 'ATV (pour revue : (White, 1996)). Ces connexions
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lui conférent le role d’intégrateur des informations sensorielles, affectives et cognitives
associées a la prise de drogue, lui permettant d’évaluer les effets renforcants et de

déclencher les réponses locomotrices (Koob and Le Moal, 1997).
ii. Description du circuit de 'amygdale étendue

Il existe un substrat anatomique commun aux effets récompensants induits par les
drogues et les affects négatifs impliqués dans la mise en place d’une consommation
compulsive de drogues. Cette entité neuroanatomique est I'« amygdale étendue ». Elle est
constituée d’un continuum de structures télencéphaliques regroupant le Shell du NAc, le
noyau du lit de la strie terminale (BNST : Bed Nucleus of the Stria Terminalis) et le noyau
central de I'amygdale (CeA) (pour revue (Alheid, 2003)). Ces trois régions partagent des
similarités au niveau architecture et connectivité. L'amygdale étendue recoit des afférences
provenant des structures limbiques telles que I'hippocampe et la BLA, et envoie des
efférences vers la partie médiane du pallidum ventral, 'ATV et I’"hypothalamus latéral (pour
revue (Alheid, 2003)). Grace a ces connections, I'amygdale étendue constitue une interface
entre les structures limbiques impliquées dans la régulation des émotions et le systeme
moteur extrapyramidal. Par ailleurs, I'amygdale étendue contient plusieurs systémes
neurochimiques associés aux effets renforcants des drogues d’abus (ex. dopamine et
peptides opioides), ainsi que des composants de I'axe HPA et des systémes du stress (ex.
GABA, CRF et dynorphine) (Koob and Le Moal, 2005). Ainsi, elle représente un centre
d’intégration des processus hédoniques et des processus du stress, produisant un état
émotionnel sous-tendant le renforcement négatif induit par les drogues d’abus (Koob and

Volkow, 2010).

iii. Interactions des psychostimulants avec le circuit de la

récompense

Les neurones dopaminergiques situés dans I'ATV et projetant vers le NAc, en
particulier le Shell, sont activés par I'administration de drogues d’abus et leur activation
sous-tend les effets récompensants de ces drogues. Premiérement, durant [|'auto-

administration de cocaine, une augmentation de la libération de DA est détectée dans le NAc
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grace a la microdialyse in vivo (Di Chiara and Imperato, 1988). Deuxiémement, une
destruction sélective des neurones dopaminergiques mésocorticolimbiques ou une lésion
spécifique des fibres dopaminergiques dans le NAc, induites par la toxine 6-
hydroxydopamine (6-OHDA), éliminent le comportement d’auto-administration de cocaine
(Roberts et al., 1980). Par ailleurs, il a été montré que les rats s’autoadministrent I’AMPH
(Ikemoto et al., 2005) et la cocaine (lkemoto, 2003) dans le Shell, et non dans le core, du
NAc. L'administration aigue de la plupart des drogues d’abus induit également une
augmentation des concentrations extracellulaires de DA dans le Shell du NAc (Pontieri et al.,
1995). Le Shell semble donc étre plus important que le core dans la récompense aux
drogues. Des études pharmacologiques ont permis de démontrer que les effets
récompensants induits par la cocaine font intervenir les récepteurs dopaminergiques D1 et
D2, puisque (1) 'administration d’antagonistes du récepteur D1 directement dans le Shell du
NAc diminue le comportement d’auto-administration de cocaine (Caine et al., 1995) et (2)
I'administration de [I'eticlopride, un antagoniste du récepteur D2, diminue [|‘auto-

administration de cocaine chez le singe (Bergman et al., 1990).

3. Interactions des psychostimulants avec les systémes neuronaux

impligués dans la réponse au stress

Pour un grand nombre de personnes dépendantes, |'addiction peut ne pas étre la
seule pathologie engendrée par la consommation de drogues. En effet, des syndromes de
dépression et d’anxiété y sont le plus fréquemment associés. Selon les études
épidémiologiques, 20 a 50% des personnes dépendantes a |'alcool, la cocaine et les autres
psychostimulants présentent aussi des symptomes dépressifs et/ou anxieux (Kreek et al.,
2005). En partant de ce constat, de nombreuses études se sont intéressées a l'interaction
entre la consommation de cocaine et I’état de stress des individus, et ont permis de mettre
en évidence que la cocaine et le stress font intervenir les mémes systemes hormonaux et
neurochimiques. Je présenterai, dans cette partie, I'effet des psychostimulants sur deux

systemes majeurs impliqués dans la réponse au stress : (1) I'axe hypothalamo-hypophyso-
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surrénalien, plus couramment connu sous le nom d’axe HPA, et (2) le neuropeptide

corticotropin releasing factor (CRF).

i. L’axe HPA : principal systeme physiologique de réponse au

stress.

L'axe HPA est le principal systéme physiologique de réponse au stress et de régulation
de I'homéostasie de l'organisme. Comme son nom lindique, il est constitué de trois
niveaux (Figure 6): (1) le noyau paraventriculaire de I’hypothalamus (PVN : paraventricular
nucleus), qui contient des neurones exprimant le CRF, et forme un lien entre le systéme
nerveux et le systeme endocrinien grace aux projections qu’il envoie vers I'hypophyse ; (2)
I'hypophyse, qui est située a la base du cerveau et est divisée en deux lobes:
I'adénohypophyse (hypophyse antérieure) et la neurohypophyse (hypophyse postérieure) ;
(3) les glandes surrénales, situées au-dessus des reins, et divisées en médullosurrénale et
corticosurrénale. Quand un élément stressant survient, le PVN libére le CRF dans le systeme
porte hypothalamo-hypophysaire. Cette neurohormone atteint I’hypophyse, ou elle induit la
synthese et la sécrétion de I'lhormone corticotrope (ACTH, Adreno CorticoTropic Hormone).
L'ACTH est véhiculée par le sang jusqu’aux glandes corticosurrénales ou elle induit la
libération de glucocorticoides (cortisol chez les primates et corticostérone chez les
rongeurs). A leur tour, ces hormones ont la capacité de réguler I'activité de I'axe HPA , par
rétrocontrole négatif, au niveau de différentes structures cérébrales, telles que

I"hippocampe et 'amygdale (pour revue (Nestler et al., 2002)).
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'
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Figure 6. L’axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien (axe HPA) chez 'THomme.
Les glucocorticoides contrélent I'activité de I'axe HPA grace aux afférences neuronales excitatrices,
provenant de I'amygdale, et inhibitrices, provenant de I'hippocampe. (d’aprés Nestler et al., 2002)

Dans le cadre de la recherche sur la dépendance aux drogues, il a été montré que
I'administration aigue de psychostimulants, chez 'Homme et les rongeurs, produit une
activation de I'axe HPA semblable a celle induite par le stress (pour revue (Sarnyai et al.,
2001)). En effet, chez 'Homme, I'administration aigue de cocaine par voie intraveineuse
induit une augmentation du taux sanguin de cortisol chez des sujets ayant déja consommé la

drogue (Baumann et al., 1995), ainsi que chez des sujets naifs (Heesch et al., 1995). Chez les

32



Revue de la littérature

rongeurs, une injection locale de cocaine au niveau de I'hypothalamus (Saphier et al., 1993)
ou du striatum (lkemoto and Goeders, 1998) induit une activation de I'axe HPA, mesurée par
une augmentation des niveaux sanguins de corticostérone. Cette activation dépend des
récepteurs du CRF, puisque I'administration centrale d’antagoniste du récepteur CRF bloque
I'augmentation de corticostérone chez des rats ayant recu de la cocaine (Sarnyai et al.,
1992). Par ailleurs, I'administration chronique de psychostimulants induit une hyperactivité
soutenue de I'axe HPA méme apres l'arrét des prises de drogue : comparés a des rats naifs,
des rats ayant subi 3 a 6 semaines de « binge » (c'est-a-dire des épisodes de prise, répétés et
rapprochés) de cocaine présentent une augmentation du poids des glandes surrénales et du
taux basal de corticostérone, 12h aprés la derniéere injection recue (Sarnyai et al., 1998). De
maniere intéressante, l'inverse est observé dans un protocole d’auto-administration de
cocaine : 24h apres l'arrét de la prise de drogues, les rats présentent une diminution du taux
basal de corticostérone associée a une augmentation de la densité des récepteurs aux

glucocorticoides dans I’hippocampe (Mantsch and Goeders, 2000).

ii. Le systeme du CRF: un neuropeptide impliqué dans la

réponse au stress

Le neuropeptide CRF est largement exprimé dans le cerveau, avec une densité
importante dans le PVN, le BNST, le CeA, le locus coeruleus et le noyau du raphé. Du fait de
cette distribution, le CRF est impliqué a la fois dans la réponse au stress et dans la
dépendance aux drogues d’abus. Il peut se lier a deux types de récepteurs : le récepteur CRF
de type 1 (CRF1) et de type 2 (CRF2). Le récepteur CRF1 a une expression centrale et est tres
exprimé au niveau de I’hypophyse, tandis que le récepteur CRF2 présente une densité plus
importante au niveau périphérique, et est exprimé dans certaines structures cérébrales
telles que le septum, I’hypothalamus et le noyau du Raphé (pour revue (Arborelius et al.,

1999)).

Comme I'administration, aigue ou chronique, de cocaine active I'axe HPA de maniére

dépendante du systeme CRF (Sarnyai et al., 1992), les chercheurs se sont intéressés a savoir
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si la cocaine peut moduler le systeme du CRF. Il a ainsi été démontré que I’administration
aigue de cocaine a des rats induit une diminution de la concentration de CRF dans
I’'hypothalamus, le NAc, I'hippocampe et le cortex frontal, mais pas dans I'amygdale, ou une
augmentation de CRF a été observée (Sarnyai et al.,, 1993). De méme, dans une étude de
microdialyse in vivo, Richter et collaborateurs ont trouvé que I'administration répétée de
cocaine induit une augmentation de la synthése et de la libération de CRF dans le CeA
(Richter et al., 1995). Par ailleurs, le CRF est exprimé dans des régions appartenant au
systéme dopaminergique mésocorticolimbique (NAc, cortex frontal) et a I'amygdale étendue
(BNST, CeA, NAc). De ce fait, outre son action de régulateur des réponses hormonales
induites par les facteurs stressants, le systeme CRF peut étre engagé dans différents aspects
de la dépendance aux drogues d’abus. L’arrét de consommation de certaines drogues, telles
gue l'alcool, induit une augmentation de la libération de CRF dans la CeA et le BNST (Funk et
al., 2006). De plus, 'injection d’antagoniste du CRF au niveau de I'amygdale bloque les effets
anxiogenes induits par le sevrage a la cocaine (pour revue (Sarnyai et al., 1998)), et
I'administration d’antagonistes du CRF dans le BNST permet de bloquer la rechute induite

par le stress pour la cocaine et I'héroine (Shaham et al., 1998).

D- Dépendance aux psychostimulants

1. Description de la dépendance

i. Diagnostic

La dépendance aux drogues est un désordre chronique caractérisé par (1) une
recherche compulsive de la drogue, (2) une perte de controle de la prise, et (3) 'émergence
d’un état émotionnel négatif quand la drogue n’est pas accessible (Koob and Le Moal, 1997).
De nos jours, le diagnostic de dépendance a une drogue d’abus se base sur les critéres du
DSM-IV (Diagnostic and Statistical manual of Mental disorders - 4°™ &dition ; American
Psychiatric Association, 1994) (Tableau 1) et du CIM-10 (Classification statistique
Internationale des Maladies et des problémes de santé connexes — 10°™  édition ;

Organisation Mondiale de la Santé, 1992) (Tableau 2).
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Tableau 1. Critéres de la dépendance selon le DSM-IV

La dépendance est une utilisation inappropriée d’une drogue entrainant une altération du
fonctionnement ou une souffrance, cliniquement significative, et caractérisée par I'apparition d’au
moins trois des symptomes cités ci-dessous et cela sur une période d’'unan:

1- Une tolérance caractérisée soit par une augmentation des doses consommeées afin d’obtenir
un effet similaire, soit par une diminution de I'effet induit en cas d’utilisation répétée d’une
méme dose.

2- Sevrage caractérisé soit par l'apparition d’'un syndrome de sevrage suite a l'arrét de
consommation de la drogue, soit par la prise de la méme substance (ou d’une substance
apparentée) dans le but de soulager ou d’éviter les symptdmes de sevrage.

3- Substance souvent prise en quantité supérieure ou pendant un laps de temps plus long que
ce que la personne a envisagé.

4- Un désir persistant pour diminuer ou arréter la prise de drogue

5- Un temps de plus en plus important est consacré a la recherche de la drogue

6- Abandon des activités professionnelles et sociales a cause de I'utilisation de la drogue

7- Une poursuite de la consommation de la drogue, malgré la conscience des problemes
gu’elle engendre

éme

DSM-1V : Diagnostic and Statistical manual of Mental disorders - 4™ édition ; American Psychiatric Association, 1994

Tableau 2. Critéres de la dépendance selon le CIM-10

Le diagnostic d'une dépendance nécessite I'apparition d’au moins trois des manifestations
suivantes, en méme temps, au cours de la derniere année :

1- Désir puissant ou compulsif d’utiliser une substance psychoactive

2- Difficultés a contréler [l'utilisation de la substance (début ou interruption de la
consommation au niveau de I'utilisation)

3- Emergence d’un syndrome de sevrage physiologique quand le sujet diminue ou arréte la
consommation d’'une substance psychoactive, comme en témoignent la survenue d’'un
syndrome de sevrage caractéristique de la substance, ou l'utilisation de la méme substance
(ou d’une substance apparentée) pour soulager ou éviter les symptomes de sevrage

4- Mise en évidence d’une tolérance aux effets de la substance psychoactive : le sujet a besoin
d’une quantité plus importante de la substance pour obtenir I'effet désiré

5- Désintérét progressif pour toute autre activité au profit de l'utilisation de la substance
psychoactive, et augmentation du temps passé a se la procurer, la consommer ou récupérer
ses effets

& Poursuite de la consommation de la substance malgré ses conséquences nocives.

CIM-10 : Classification statistique Internationale des Maladies et des problémes de santé connexes — 10°™ édition ;
Organisation Mondiale de la Santé, 1992
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ii. Vulnérabilité

Nombreuses sont les personnes qui expérimentent les drogues mais 15 a 20%
seulement en deviennent dépendantes (Piazza and Le Moal, 1996). Cette dépendance est
caractérisée par une prise de drogues de facon compulsive et non contrélée. Le passage
d’une prise de drogue controlée a une prise compulsive est le résultat d’interactions
complexes entre trois principaux facteurs rendant un individu « vulnérable » aux effets

addictifs d’'une drogue (Kreek et al., 2002) (Figure 7).

(1) les déterminants génétiques : I'héritabilité de certaines addictions a été mise en
évidence grace a des études épidémiologiques réalisées aupres de jumeaux et de personnes
adoptées (Johnson et al, 1996). Aussi, des études de génome ont montré que les personnes
ayant l'alléle (A1) du gene codant pour le récepteur dopaminergique D2 aurait un risque
élevé de prédisposition a I’'addiction a I'alcool (Blum et al., 1990). Par ailleurs, le passage aux
modeles animaux a permis de sélectionner des souches de rongeurs en fonction de s’ils
s’autoadministrent facilement ou pas les drogues (Kosten et al., 1997 ; Brodkin et al., 1998).
De plus, des études réalisées chez des souris knock-out pour le transporteur dopaminergique
(DAT) ont montré que, contrairement a des souris wild type, les souris KO ne présentent pas
d’augmentation de I'activité locomotrice en réponse aux psychostimulants (Giros et al.,

1996).

(2) les effets induits par les drogues : Quand elles sont consommées de fagon
chronique, les drogues induisent des neuroadaptations moléculaires et cellulaires (pour
revue (Vanderschuren and Kalivas, 2000)) qui joueraient un réle primordial dans la transition
d’un usage occasionnel a une prise compulsive de drogues d’abus. Ces neuroadaptations ont
pour cible principale le systéeme de récompense qui est impliqué dans la motivation pour les
récompenses naturelles (Robinson and Berridge, 2003). Les comportements dirigés vers la
prise de drogue sont alors renforcés au détriment des comportements naturels, entrainant
ainsi un état pathologique chronique (Kalivas and O'Brien, 2008). Ces mécanismes adaptatifs

sont développés dans la partie suivante de ce chapitre.
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(3) les facteurs environnementaux : De nombreuses études ont permis de mettre en
évidence l'influence des expériences de vie sur la sensibilité des individus aux drogues
d’abus. Ainsi, des conditions de vie négatives (avoir de pauvres relations familiales et
sociales, avoir un faible statut socio-économique, avoir déja été exposé a un stress
important...) constitueraient des facteurs de risque de développement de dépendance
(McEwen, 2000; Goeders, 2002; McEwen, 2007), tandis que des expériences de vie positives
(niveau d’études élevés, trés bonnes relations familiales, bon statut socio-économique...)
seraient des facteurs de protection contre l'apparition d’une dépendance aux drogues
(Jessor and Jessor, 1980). Tous ces facteurs vont pouvoir moduler le cerveau et rendre ainsi
I'individu plus ou moins vulnérable aux drogues d’abus. Le chapitre 2 de ce manuscrit de

thése est consacré a ces facteurs environnementaux.

Usa of the drug of abuse essantial {100%)

Genetic (25-50%) . Environmantal (~100%)
* DNA £ / % ® prenatal

* SNPa f [ | * posinatal
» other | | » contamparany
polymorphisma | L » cues
- e /= co-morbidity

f=== o Drug-induced effects (=100%)
| | & MRNA lavals
* paptides
A * proteomics
' 4 * neurochemistry
*+ physiology
* bahaviours

Figure 7. L'interaction entre les facteurs génétiques, environnementaux et associés a la
drogue permet d’évaluer la vulnérabilité au développement de I’addiction.

Les facteurs associés a la drogue regroupent les changements induits par la drogue sur le taux
d’ARNm (mRNA levels) et le protéome en général ; s’ajoutent a cela les facteurs environnementaux,
comme le stress et les expériences passées, et le patrimoine génétique de I'individu (SNP : Single
Nucleotide Polymorphism). (d’aprés Kreek et al, 2002)

2. Mécanismes impligués dans la dépendance

Comme nous l'avons décrit précédemment, I'administration de psychostimulants

active la neurotransmission dopaminergique (cf. partie 1.C- Effets neurobiologiques), et
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glutamatergique dans le NAc, I'hippocampe, I’ATV et la substance noire (SN) (Kalivas and
Duffy, 1995; Smith et al., 1995). Cette libération de glutamate serait dépendante des
récepteurs dopaminergiques D1 (Kalivas and Duffy, 1995) et est régulée par une boucle de
rétrocontrole striatothalamocortical (Kalivas and Duffy, 1995; Mark et al., 2004). En effet,
une augmentation de I'activité des récepteurs dopaminergiques D1 présents au niveau des
terminaisons striatales présynaptiques provoquerait une stimulation du systeme GABA
nigrostriatal. Il y a alors augmentation de la libération de GABA dans la SN pars reticulata,
induisant une inhibition du signal GABA dans le systeme nigrothalamique, et donc
désinhibition des afférences thalamocorticales. D’ou I'augmentation de la libération de

glutamate dans le striatum (Mark et al., 2004) (Figure 8).

Figure 8. Boucle striato-thalamocorticale impliquée dans la régulation du systéme
glutamatergique.

Une augmentation de l'activité des récepteurs dopaminergiques D1 (1), présents au niveau des
terminaisons striatales présynaptiques, provoquerait une stimulation du systeme GABA nigrostriatal.
Il y a alors augmentation de la libération de GABA dans la substance noire pars reticulata (2),
induisant une inhibition du signal GABA dans le systéme nigrothalamique (3), et, par conséquent, une
désinhibition des afférences thalamocorticales (4). D’ou I'augmentation de la libération de glutamate
dans le striatum (5). (d’aprés Mark et al., 2004)
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Dans le NAc, les récepteurs dopaminergiques, D1-like et D2-like, et glutamatergiques,
AMPA (a-amino-3-hydroxy-5methylisoazol-4-propionate) et NMDA (N-Methyl-D-Aspartate),
constituent des cibles principales pour ces modifications de neurotransmission (pour revue
(Hyman, 1996)). L'activation de ces récepteurs, exprimés par le neurone postsynaptique,
active une cascade de signalisation intracellulaire associée a 'AMP cyclique (AMPc) (pour
revue (Nestler and Aghajanian, 1997)), régulant ainsi I’activité de plusieurs protéines kinases.
Ces kinases ont la capacité (1) de modifier la fonction des protéines cytoplasmiques,
membranaires (ex. les canaux ioniques) et nucléaires, (2) de phosphoryler des facteurs de
transcription tels que CREB (cAMP Response Element Binding protein) et (3) d’induire
I'expression de genes intermédiaires précoces tels que Fos et Jun (pour revue (Koob et al.,
1998)). L'activation de ces facteurs se fait soit par phosphorylation comme c’est le cas du
facteur CREB, soit par transcription comme c’est le cas de c-fos. A leur tour, les facteurs de
transcription régulent I'expression de genes codants pour des protéines impliqués dans la
transduction du signal (ex. les kinases) ou la neurotransmission (ex. les canaux ioniques),

modifiant ainsi, a long terme, la réponse neuronale (Figure 9).
i. Lesrécepteurs dopaminergiques

La cible principale des psychostimulants est le systeme dopaminergique (cf. chapitre
1-C-1 Cibles neurobiologiques). Dans le NAc, I’activation de la transmission dopaminergique
induit I'activation des récepteurs dopaminergiques membranaires. Ce sont des récepteurs a
7 domaines transmembranaires, couplés a des protéines G (pour revue (Jaber et al., 1996)).
Cing types de récepteurs ont été identifiés (D1 a D5) et classés en deux grandes familles en
fonction de leurs homologies. Les récepteurs D1 et D5 appartiennent a la famille des D1-like,
sont principalement exprimés par les neurones post-synaptiques et stimulent la voie de
I’AMPc. Les récepteurs D2, D3 et D4 forment la famille des D2-like, peuvent étre exprimés
aux niveaux pré- et post-synaptiques et inhibent la voie de ’AMPc (pour revue (Jaber et al.,

1996)).
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ii. Les kinases

L’activation des récepteurs D1, suite a I'administration de cocaine, stimule la cascade
de signalisation associée a 'AMPc. Il y a alors activation de la PKA (protéine kinase A). Cette
enzyme peut activer d’autres protéines kinases, par phosphorylation, déclenchant ainsi des
cascades de protéines-kinases. Parmi les cibles de la PKA se trouve DARPP32 (Dopamine and
cAMP Responsive PhosphoProtein 32). L’activation de cette kinase est régulée par les
drogues d’abus telles que la cocaine, 'AMPH et la nicotine, et est indispensable pour
I'activation de la protéine ERK (extracellular signal-regulated kinase) dans le striatum (Valjent

et al., 2005).

ERK est une kinase appartenant a la famille des MAP kinases (Mitogen Activated
Protein kinases), qui interviennent dans la régulation du fonctionnement cellulaire, en
particulier dans les neurones, mais aussi dans la dépendance aux psychostimulants. Une
augmentation de la phosphorylation de ERK a été observée, dans les neurones épineux du
striatum, en réponse aux drogues telles que la cocaine, 'AMPH, la nicotine et la morphine
(vValjent et al.,, 2004). Cette activation induite par les drogues nécessite l'activation
simultanée des récepteurs D1 et NMDA (Valjent et al, 2000a). En effet, la stimulation des D1
active DARPP32 qui permet d’inhiber la protéine phosphatase 1. Cela a deux conséquences
majeures. La premiere est linhibition de la STEP (striatal enriched phosphatase),
responsable de I'inactivation de la kinase ERK. Une deuxieme conséquence est |'activation
de MEK, une kinase responsable de la phosphorylation de ERK. C’est ainsi que DARPP32
régule I'activation de la kinase ERK (Valjent et al., 2005) (Figure 10).
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Figure 9. Mécanismes moléculaires intervenants dans les neuroadaptations induites par

les drogues d’abus.

Suite a I'activation des récepteurs glutamatergiques (1) ou dopaminergique (2) le taux des seconds
messagers, Ca’* et AMPc, augmente (3). Il y a activation de kinases (4) capables de modifier la
fonction des protéines cytosoliques (5), membranaires (6) et la perméabilité des canaux ioniques (7).
Ces kinases peuvent aussi induire des modifications a long terme, en activant des facteurs de
transcription (8) qui, a leur tour, régulent I'expression de génes codants pour des protéines
impliquées dans la transduction du signal (10), la modulation de la neurotransmission (11,12) et la
modulation de I’excitabilité cellulaire (13). Une exposition chronique aux drogues d’abus peut
modifier I'expression des facteurs de transcription (14). (modifiée d’aprées (Koob et al., 1998))
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Figure 10. Représentation de la régulation de la stimulation de ERK par les kinases et les

phosphatases suite a une administration aigue de psychostimulants. PP1: protéine
phosphatase 1 ; STEP : striatal enriched phosphatase (d’apreés Valjent et al., 2005)

De plus, I'activation de la protéine ERK semble indispensable a la mise en place des
effets comportementaux des drogues (pour revue: (Girault et al., 2007)) puisqu’une
inhibition de la phosphorylation de ERK empéche l'induction d’une préférence de place
conditionnée associée a la cocaine (Valjent et al., 2000a), ainsi que le développement d’une
sensibilisation comportementale (augmentation progressive de la réponse comportementale
induite par l'administration répétée d’une méme dose de drogue) en réponse aux

psychostimulants (Valjent et al., 2005; Valjent et al., 2006).
iii. Les facteurs de transcription : exemple de CREB
Une fois activées, ces kinases vont pouvoir, a leur tour, activer des facteurs de

transcription constitutifs situés dans le cytoplasme et qui, une fois phosphorylés, migrent
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dans le noyau et régulent I'expression de différents génes. Un facteur de transcription qui a

été largement étudié a la fois dans la dépression et dans I'addiction aux drogues est CREB.

CREB est un facteur de transcription qui agit en se liant sous forme de dimeére a un
site CRE (cAMP Response Element) présent dans la région régulatrice de différents génes et
déclenche ainsi leur transcription (pour revue (Carlezon et al.,, 2005)). L’activation ou
I'inhibition de CREB se fait via une phosphorylation de deux sérines différentes. La
phosphorylation de la sérine 133 par la PKA, les messagers intracellulaires associés au Ca**
tels que la Calcium Calmoduline kinase IV (CaMK IV) ou les MAP kinases telles que les RSK
(MAP activated ribosomal S6 kinases), induit une activation de CREB. Il y a alors recrutement
de la CBP (CREB-binding protein) et activation de la transcription des genes cibles. Quand il
est phosphorylé au niveau de la sérine 142, par la CaMK Il, le dimére se dissocie et CREB est
inactivé (pour revue (Carlezon et al.,, 2005)). Dans le systéme nerveux central (SNC), de
nombreux genes ont été identifiés comme présentant un site CRE et donc régulés par CREB.
Ces génes codent pour des neuropeptides (ex. dynorphine), des enzymes de synthése de

neurotransmetteurs (ex. la tyrosine hydroxylaes (TH)), des protéines de signalisation (ex.

ERK) et d’autres facteurs de transcription (Nestler, 2001).

L'implication de CREB dans la facilitation de la fonction mnésique et I'apprentissage
(Carlezon et al., 2005) a amené plusieurs équipes de recherche a s’interroger sur
I'implication de CREB dans la dépendance aux drogues d’abus. En effet, suite a une
exposition chronique a la cocaine, CREB s’active, de fagcon dépendante de ’AMPc, dans des
régions cérébrales impliquées dans le systeme de récompense telles que le NAc, I'ATV,
I'amygdale, I’hippocampe et le CPF (Terwilliger et al., 1991; Nestler, 2004). Dans le NAc, par
exemple, les études ont montré qu’une augmentation de la phosphorylation de CREB, par
activation de la PKA, diminue les effets récompensants de la cocaine (Self et al., 1998). De
méme, la surexpression de CREB dans cette région diminue les effets récompensants de la
cocaine dans un modeéle de préférence de place conditionnée (CPP) (Carlezon et al., 1998;
Barrot et al., 2002), ainsi que la réponse au stress (Barrot et al., 2002). Au contraire, des
souris ayant un déficit partiel de CREB (Walters and Blendy, 2001) ou surexprimant CREM, le
mutant dominant négatif de CREB (Carlezon et al., 1998), sont plus sensibles aux effets
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récompensants de la cocaine. Ces résultats permettent de mettre en évidence I'implication
de CREB dans les aspects motivationnels et récompensants de la drogue. Contrairement au
NAc, au niveau de I'ATV, les conséquences de 'activation de CREB varient en fonction de la
région dans laquelle il est activé. Ainsi, une surexpression de CREB dans la région rostrale
induit une augmentation des effets récompensants de la cocaine tandis que sa surexpression

dans la région caudale est associée a une diminution de ces effets (Olson et al., 2005).

CREB serait aussi impliqué dans les comportements dépressifs. Selon la région
cérébrale étudiée, I'activation de CREB peut provoquer des comportements dépressifs ou les
diminuer. Dans I'hippocampe, par exemple, CREB semble jouer un réle important dans la
médiation des effets d’un antidépresseur, puisque la majorité des antidépresseurs utilisés
augmentent son activité (Nibuya et al., 1996). Cette activation est corrélée a une
augmentation de I'expression de facteurs neurotrophiques tels que le BDNF (brain derived
neurotrophic factor) (Nibuya et al., 1995). De plus, 'augmentation de I'activation de CREB
dans I'hippocampe diminue les comportements dépressifs chez les rongeurs (Thome et al.,
2000). Contrairement a I'hippocampe, I'activation de CREB dans le NAc engendre I'effet
inverse, c’est a dire induit des comportements dépressif (Newton et al., 2002), alors que la
diminution de son activité produit un effet antidépresseur observé dans le test de la nage

forcée (Pliakas et al., 2001).

I a été montré que lI'un des genes régulés par CREB est celui codant pour la
dynorphine (Carlezon et al., 2005). L'administration de cocaine induit I'expression de ce
neuropeptide qui, a son tour, induit une diminution de la libération de DA dans le NAc par
action sur les récepteurs k-opioides exprimés par les neurones présynaptiques (Hyman,

1996; Carlezon et al., 1998) (Figure 11).
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Figure 11. Rétrocontrole de I’activité des neurones dopaminergiques par la dynorphine.
Suite a une exposition chronique a la cocaine ou aux opiacés, la voie de I’AMPc est activée. CREB est
phosphorylé et régule I'expression de la Dynorphine (DYN), un neuropeptide capable d’exercer un
rétrocontrole négatif sur les neurones dopaminergiques. En se fixant aux récepteurs k exprimés par
les terminaisons nerveuses et les corps cellulaires des neurones dopaminergiques, DYN inhibe la
libération de DA dans le Nac. (d’aprés Nestler, 2001)

iv. Les genes a réponse précoce

La régulation de la voie de 'AMPc et I'activation de CREB sont des mécanismes
transitoires, qui disparaissent rapidement apres I'arrét de consommation de drogues. Par
conséquent, ces changements constituent un relai entre la stimulation cellulaire et la mise
en place des changements a long terme produits par les drogues d’abus. En effet, quand ils
sont activés, les facteurs de transcription activent les génes a réponse précoce caractérisés
par une expression rapide, transitoire et ne nécessitant pas la synthése de nouvelles
protéines. Parmi les génes a réponse précoce les plus étudiés dans le cadre de la recherche
sur la dépendance aux drogues se trouvent les génes codant pour les protéines de la famille
FOS. L'administration aigue de drogues d’abus induit une activation rapide (1-4h) des
membres de la famille FOS, tels que c-Fos, FosB, FRA-1 et FRA-2, dans le NAc et le CPu
(Young et al., 1991; Hope et al., 1992). L’instabilité de ces protéines et de leur ARNm font
gue cette induction est transitoire et disparait 4 a 12h aprés 'administration de la drogue.
Au contraire, I'isoforme AFosB est faiblement induit en administration aigue, mais sa forte

stabilité lui permet de s’accumuler dans les neurones suite a des injections répétées de
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drogues d’abus (Hope et al., 1992) (Figure 12). Par conséquent, AFosB persiste pendant de
longues périodes. Ce phénoméne a été observé suite a I'administration chronique de
plusieurs drogues d’abus dont la cocaine, 'AMPH, et la nicotine. Cette induction semble étre
spécifique des neurones épineux moyens exprimant la dynorphine (Kelz and Nestler, 2000).
Le role de AFosB dans la mise en place de I'addiction a été étudié grace a des souris
transgéniques surexprimant la protéine dans le NAc. Ces souris présentent une sensibilité
accrue aux effets locomoteurs et récompensants de la cocaine (Colby et al., 2003), alors que
I'expression du dominant négatif de AFosB la diminue (Peakman et al., 2003). Le caractere
stable de AFosB maintient ces changements comportementaux pendant des semaines, voire
des mois apres la derniere prise de cocaine (Nestler, 2001). Ainsi, AFosB peut étre considéré
comme étant un « interrupteur » moléculaire permettant l'initiation et le maintien d’un

comportement addictif.

Administration aigue

c-Fos

Chranic Fras

(AFosR isofoms)

Administration chronlgue

Accurmulalion de
lisotorme AFosB

Figure 12. Régulation des protéines de la famille FOS par les drogues d’abus.
L’administration aigue de drogues d’abus induit une activation rapide et transitoire des protéines c-
Fos, et FRAs (ex. FosB, FRA-1, FRA-2). Au contraire, AFosB est une protéine stable, faiblement induite
par exposition aigue aux drogues. Des injections répétées induisent I'accumulation de AFosB dans le
cerveau. (d’aprés Nestler, 2001)
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E- Toxicité induite par la METH

Par ailleurs leur potentiel addictif, et en comparaison a d’autres psychostimulants
comme la cocaine, les AMPH ont la particularité d’induire une forte toxicité neuronale. Ce
risque de toxicité est amplifié par le fait que, souvent, les AMPH sont prises dans des
« binges ». De plus, les AMPH sont produites de facon artisanale et, de ce fait, les produits
obtenus présentent des concentrations de produit actif variables. Enfin, les excipients
utilisés dans la production de ce psychostimulant sont des produits toxiques. Pour ces
raisons, les effets neurotoxiques des AMPH, et plus particulierement de la METH, décrits ci-

dessous, sont devenus un sujet de recherche autonome.

1. Atteintes neurologiques induites par la METH

i. Atteintes neurologiques chez ’'Homme

Chez 'Homme, une consommation chronique de METH induit des dommages neuronaux
durables dont une diminution des niveaux des marqueurs dopaminergiques striataux. En
effet, une analyse post-mortem sur des cerveaux de personnes ayant consommé de la METH
a révélé une diminution de la concentration de DA dans les noyaux caudé (une réduction
d’environ 61%) et putamen (une réduction de 50%) (Moszczynska et al., 2004). Une autre
analyse post-mortem a permis de mettre en évidence une diminution des niveaux de DAT
dans le CPu chez des consommateurs de METH (Wilson et al., 1996). De méme, des études
de Tomographie par Emission de Positons réalisées chez des consommateurs de METH ont
montré une diminution du niveau des DAT (McCann et al., 1998; Volkow et al., 2001b) méme
apres des années d’abstinence (Volkow et al., 2001b; Kita et al., 2009). Cette diminution est
corrélée avec les années de consommation et les doses utilisées (Volkow et al., 2001b).
Cependant, une étude a montré un rétablissement du niveau de DAT chez des
consommateurs de METH aprés environ 1 an d’abstinence, négativement corrélé avec les

années de consommation de la drogue et les doses utilisées (Volkow et al., 2001a-a).

Le VMAT-2 est un marqueur dopaminergique difficilement modulable par les altérations

du systéeme dopaminergique mais représente un indicateur de l'intégrité des terminaisons
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neuronales. Une diminution du niveau de VMAT-2 a été observée en post-mortem dans des
cerveaux de consommateurs de METH (Wilson et al., 1996) tandis qu’une étude en imagerie
cérébrale a montré une diminution du taux de VMAT-2 (10-11%) dans le striatum de
consommateurs abstinents (Johanson et al., 2006). Aussi, I'activité de la TH, I'enzyme de
synthése de la DA, est réduite chez des consommateurs chroniques de METH (Wilson et al.,

1996; Quinton and Yamamoto, 2006).

Tous ces effets de la METH sur I'expression des marqueurs dopaminergiques ont pour
conséquence la mise en place de déficits cognitifs, plus ou moins séveres, observés chez des
consommateurs chroniques de ce psychostimulant. Ainsi, et en utilisant I'imagerie cérébrale,
Sekine et collaborateurs ont mis en évidence une relation entre ces modifications cellulaires,
la durée de consommation de la METH et la sévérité des symptdmes psychiatriques
observés. Comme décrit précédemment, une diminution de la densité des DAT a été
observée notamment dans des structures de projection des neurones dopaminergiques : le
striatum, I'amygdale, le cortex orbitofrontal et le cortex préfrontal dorsolatéral (Sekine et al.,
2001; Sekine et al., 2003). Du fait de leur implication dans diverses fonctions cognitives,
I'atteinte de ces régions serait a 'origine des symptémes psychiatriques et des déficits
cognitifs décelés chez les consommateurs de METH. Plusieurs études ont passé au crible un
grand nombre de fonctions cognitives régulées par ces régions. C’'est ainsi que les études
cliniques ont rapporté une altération du niveau d’apprentissage verbal (Volkow et al., 2001a-
a), des fonctions exécutives (Johanson et al., 2006), des déficits mnésiques (Volkow et al.,
2001b ; Chang et al., 2002), ainsi qu’un déficit attentionnel (Chang et al., 2002 ; Johanson et
al., 2006) et une diminution de la vitesse de traitement de linformation chez les
consommateurs de METH (Scott et al., 2007). En outre, d’autres études se sont intéressées
aux comorbidités psychiatriques observées dans la dépendance a la METH. La
consommation de METH est associée a un grand nombre d’hospitalisations psychiatriques
pour paranoia (45% des consommateurs de METH disent avoir eu des hallucinations et des
états paranoiaques suite a 'usage de la METH), anxiété (observée chez 50% d’utilisateurs de
METH) et syndrome dépressif (la prévalence des troubles de I'humeur chez des sujets

dépendants aux amphétamines est de 64%) (Scott et al., 2007; Salo et al., 2011) associés a
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une modification de fonctionnement des régions limbiques et paralimbiques (London et al.,

2004).
ii. Atteintes neurologiques chez les primates non humains

Les études réalisées chez le singe ont montré que l'administration de doses
croissantes de METH induit une diminution des taux de DA dans le striatum, accompagnée
d’une perte des DAT (Preston et al., 1985a; Melega et al., 2008). Une diminution des
concentrations de sérotonine dans le striatum, le cortex et I’hippocampe de ces animaux a
également été observée (Preston et al., 1985b). Plus récemment, I'utilisation de I'imagerie
cérébrale a permis d’observer une diminution du taux de DA, ainsi que du nombre de DAT
dans le striatum de singes ayant recu la METH (Melega et al., 2000). Par contre, les corps
cellulaires dopaminergiques situés dans la SN n’ont pas été affectés par le traitement a la
METH (Melega et al., 1997). En accord avec ce qui a été observé chez 'Homme, les pertes
dopaminergiques induites par la METH persistent 4 ans apres I'administration de fortes

doses de la drogue (Woolverton et al., 1989).
iii. Atteintes neurologiques chez les rongeurs

Chez les rongeurs, deux protocoles permettent de modéliser les effets neurotoxiques
de la METH observés chez 'homme: soit une injection aigue de METH a forte dose (30-40
mg/kg), soit 4 injections de 10mg/kg chacune, séparées par un intervalle de 2h (pour revue :
(Davidson et al., 2001)). Apres administration de METH selon ces protocoles, une diminution
des différents marqueurs dopaminergiques a été observée. En effet, la METH induit une
diminution a long terme des concentrations striatales de DA et de ses métabolites, I'acide
dihydroxyphénylacétique et I'acide homovanillique (Kita et al.,, 1996), ainsi qu’une
diminution d’expression de la TH (Ricaurte et al., 1982). La METH induit également des
effets a long terme sur les DAT et VMAT-2 avec une altération de leur fonction (Fleckenstein
et al., 1997; Brown et al., 2000), ainsi qu’une diminution du nombre des DAT (Wagner et al.,
1980; O'Callaghan and Miller, 1994). En plus de la perte des terminaisons neuronales, les
études réalisées chez les rongeurs ont permis de mettre en évidence une mort des neurones

dans le striatum et le cortex (Zhu et al., 2006 ; Deng et al., 2007). Cette mort cellulaire
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résulte de processus apoptotiques puisque la METH (1) régule I'expression de plusieurs
geénes pro et anti-apoptotiques (Jayanthi et al., 2001; Imam et al.,, 2001a), (2) active les
caspases, des enzymes spécifiques de I'apoptose cellulaire (Deng et al., 2002; Jayanthi et al.,

2004) et (3) induit une fragmentation de I’ADN (Cadet et al., 2002).

2. Mécanismes de toxicité induits par la METH

De nombreuses études ont permis de mettre en évidence que la METH déclenche
plusieurs évenements cellulaires et moléculaires qui aboutissent a la dégénérescence des
terminaisons nerveuses ainsi qu’a I'apoptose neuronale observées suite a I'administration
chronique de ce psychostimulant. Je décrirai d’abord I'implication du stress oxydatif dans la
toxicité induite par la METH, en détaillant le rdole que jouent (1) I'excitotoxicité
glutamatergique, (2) les mitochondries et (3) les réticulums endoplasmiques dans ce
phénomene de toxicité. J'exposerai ensuite I'implication de I'hyperthermie induite par la
METH dans I’exacerbation de la toxicité de cette derniere. Enfin, je décrirai I'implication de

I'activation microgliale dans la neurotoxicité induite par la METH.

i. METH et stress oxydatif

L'administration de METH induit un stress oxydatif en créant un déséquilibre entre la
production d’especes oxygénées réactives (reactive oxygen species, ROS) et la capacité de
détoxification du systéeme enzymatique (Tata et al., 2007 ; Krasnova and Cadet, 2009). Cette
idée a été confortée par le fait que lI'administration d’antioxydants, d’inhibiteurs de
peroxydation des lipides, ainsi que I'inactivation des radicaux libres permet de diminuer la
toxicité striatale induite par la METH (Fukami et al., 2004; Thrash et al., 2009). Des études
réalisées sur des souris transgéniques surexprimant |'enzyme antioxydante CuZnSOD
(antioxydant enzyme copper/zinc SuperOxyde Dismutase) ont également montré une
protection des terminaisons nerveuses striatales (Cadet et al., 1994; Krasnova and Cadet,

2009).
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a- Implication de la DA

L'implication de la DA endogene dans le phénomeéne de neurotoxicité induite par la
METH a été démontrée dans plusieurs études. L'inhibition de la TH a l'aide de la a-methyl-p-
tyrosine protége contre les lésions induites par la METH au niveau des terminaisons
dopaminergiques striatales (Schmidt et al., 1985; Thomas et al., 2008), tandis que
I'administration de L-DOPA, précurseur direct de la DA, ou de la clorgyline, inhibiteur de la
monoamine oxydase, augmente la toxicité induite par la METH (Krasnova and Cadet, 2009).
De méme, la diminution de la libération de DA par blocage des DATs protege contre la

toxicité induite par la METH (Schmidt et al., 1985 ; Marek et al., 1990).

La METH induit une augmentation excessive de la concentration intracellulaire de DA.
L'exces de DA est dégradé par les monoamines oxydases en DA quinones (Cadet and
Brannock, 1998; LaVoie and Hastings, 1999; Quinton and Yamamoto, 2006; Kita et al., 2009)
et libére des radicaux hydroxyl conduisant a I'accumulation de ROS comme le peroxyde
d’hydrogéne et les ions superoxydes (Gluck et al., 2001; Krasnova and Cadet, 2009; Thrash et
al., 2009) (Figure 13). Ces composés interagissent ensemble et induisent des lésions des
composants cellulaires, tels que les lipides, les protéines, I’ADN mitochondrial et I’ADN
moléculaire (Fumagalli et al., 1998; Tata et al., 2007; Krasnova and Cadet, 2009; Thrash et
al.,, 2009), a l'origine de I'apoptose cellulaire et de la dégénérescence des terminaisons

neuronales induites par la METH.
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Figure 13. Mécanismes d’interaction dopamine-glutamate impliqués dans Ila
dégénérescence du systeme dopaminergique nigrostriatale. (Cadet et Brannock 1998)

b- Excitotoxicité

Des études expérimentales ont montré que |'administration de METH induit une
augmentation de la concentration extracellulaire de glutamate dans le striatum et
I"hippocampe (Nash and Yamamoto, 1992; Mark et al., 2004; Quinton and Yamamoto, 2006)
via une boucle de rétrocontrole striatothalamocorticale (Mark et al., 2004) (Figure 8). De
plus, I'administration d’antagonistes des récepteurs glutamatergiques diminue Ia
dégénérescence dopaminergique induite par la METH dans différentes régions cérébrales
dont le striatum (Sonsalla et al., 1989; Battaglia et al., 2002; Chipana et al., 2008). Ces
données permettent donc de proposer une participation de I’excitotoxicité a la neurotoxicité

de la METH.

Le glutamate est le neurotransmetteur excitateur le plus abondant dans le systéme
nerveux central chez les vertébrés. Il agit en s’associant aux récepteurs ionotropiques NMDA
et AMPA et a des récepteurs métabotropiques (couplés a une protéine G) (pour revue (Beal,
1992)). L'excitotoxicité est un phénomene d’altération, voire de destruction neuronale, qui
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survient suite a une altération prolongée ou excessive des récepteurs excitateurs neuronaux
comme les récepteurs AMPA et NMDA par des acides aminés excitateurs tel le glutamate.
Cette hyperactivation induit une entrée massive de Ca’* dans la cellule, activant de
nombreuses enzymes comme des kinases, des lipases et des protéases pouvant induire la
déstructuration du cytosquelette et donc fragiliser la viabilité de la cellule (Sattler and

Tymianski, 2000; Thrash et al., 2009).

Par ailleurs, un autre mécanisme impliqué dans I'excitotoxicité est la formation d’un
second messager particulier suite a I'activation des récepteurs NMDA : le monoxyde d’azote
(nitric oxyde NO), qui est un produit toxique impliqué dans la toxicité neuronale induite par
le glutamate dans des neurones striataux et corticaux en culture (Dawson et al.,, 1991)
(Figure 14). Le NO peut, par augmentation de 'activité de la NO synthase (NOS) induite par
'augmentation de concentration intracellulaire de Ca®', interagir avec I'ion superoxyde (0%)
pour former le peroxynitrite (ONOO’), un oxydant puissant. Suite a I'administration de
METH, une augmentation de I'expression d’'un marqueur de la production de peroxynitrite,
la 3-nitrotyrosine (3-NT), a été observée in vitro et in vivo (Imam et al., 2001b). L’invalidation
génétique et pharmacologique de la nNOS (NOS neuronale) protége contre la toxicité induite

par la METH (Cadet et al., 1994; Itzhak and Ali, 1996; Imam et al., 2001a; Imam et al., 2001b).
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Figure 14. Schéma représentatif des causes et conséquences de la neurotoxicité induite
par la METH.

L’augmentation de la concentration extracellulaire de dopamine (DA) induite par la METH génére de
la DA quinone, des radicaux hydroxyles (¢OH) et des especes oxygénées réactives (ROS). De plus, une
augmentation de la libération de Glutamate induite par la METH provoque l'augmentation des
concentrations intracellulaires de Calcium. Il y a alors activation de la NOS, enzyme de synthéese du
monoxyde d’azote (NO) et, par conséquent, génération d’especes nitrées réactives (RNS). Les ROS et
RNS induisent des modifications des protéines, des lipides et de I’ADN, ainsi qu’un
dysfonctionnement mitochondrial. L'augmentation de la concentration du calcium intracellulaire
peut aussi inhiber directement le fonctionnement mitochondrial. De méme, il y a activation des
protéases calcium-dépendantes qui déclenchent la protéolyse de protéines du cytosquelette.
(modifiée d’aprés Quinton et Yamamoto, 2006)
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c- Implication des mitochondries

Un autre mécanisme impliqué dans la toxicité induite par la METH fait intervenir les
chaines d’oxydoréduction mitochondriales. En effet, la METH provoque une réduction de la
production énergétique et une diminution du stock striatal d’ATP (Chan et al.,, 1994). A
I'inverse, une augmentation de la production d’ATP, induite par perfusion intra-striatale de
I'ubiquinone (composant de la chaine de transport d’électrons) ou de la nicotinamide
(précurseur de la coenzyme NAD responsable du transfert d’électrons), semble diminuer la
toxicité dopaminergique induite par la METH dans cette méme structure (Stephans et al.,
1998). Par ailleurs, une administration systémique de METH induit une diminution de
I'activité du cytochrome oxydase, ou du complexe IV, et du complexe Il, reflétant une
altération de l'activité de la chaine mitochondriale dans des structures pour lesquelles la
METH est neurotoxique comme le striatum et la SN (Chan et al., 1994; Burrows et al., 2000;
Brown et al., 2005). En outre, la METH est une molécule lipophile chargée positivement,
capable de diffuser a travers la membrane mitochondriale (Krasnova and Cadet, 2009).
L'accumulation de METH dans la mitochondrie altere le gradient électrochimique, établi
grace a la chaine de phosphorylation, inhibe la chaine de transport d’électrons, et perturbe
le fonctionnement de I’ATP synthase, menacant ainsi la survie de la cellule (Davidson et al.,

2001; Riddle et al., 2006).

Par ailleurs, tous les mécanismes de toxicité déclenchés par la METH peuvent
interagir entre eux pour potentialiser son effet toxique. Ainsi, le systéme glutamatergique
est impliqué dans le dysfonctionnement mitochondrial qui a lieu, puisqu’un prétraitement
avec des antagonistes des récepteurs NMDA, comme le MK801, prévient la diminution de
I'activité du complexe Il mitochondrial induite par I'administration de METH (Brown et al.,
2005; Riddle et al., 2006). De son c6té, la diminution de I'activité du complexe IV
mitochondrial semble passer par la production de NO qui, en retour, inhibe ce complexe
(Burrows et al., 2000) et potentialise le stress oxydatif induit par la METH (Krasnova and
Cadet, 2009). Aussi, suite au déficit énergétique résultant du dysfonctionnement
mitochondrial, la pompe Na*/K* ATPase n’est plus fonctionnelle et donc le Ca®* ne peut plus
étre stocké dans les mitochondries (pour revue : (Davidson et al., 2001; Krasnova and Cadet,
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2009)). Il y a alors diminution du potentiel membranaire de la mitochondrie de maniére
proportionnelle a la concentration de Ca?* stocké (Beal, 1992). Dans le cas de la METH, son
administration induit une augmentation excessive des concentrations intracellulaires de
Ca’*, ne pouvant pas étre pris en charge par les mitochondries a cause du
dysfonctionnement mitochondrial induit par la METH elle-méme. Ainsi a lieu une
perméabilisation de la membrane externe des mitochondries par modification du potentiel

membranaire et initiation d’'un phénomeéne d’apoptose Ca**-dépendante.

La modification du potentiel membranaire induit par la METH, au niveau des
mitochondries, provoque l'ouverture des pores de transition de perméabilité, situés au
niveau de la membrane mitochondriale, libérant ainsi, dans le cytosol, des molécules pro-
apoptotiques telles que les cytochromes c, les caspases 2, 3 et 9, ainsi que le facteur
apoptotique AIF (Apoptosis Inducing Factor) impliqué dans I'apoptose nucléaire (Krasnova
and Cadet, 2009). La libération de ces facteurs est suivie de la destruction de différentes
protéines de structure dont PARP (poly-ADP ribose polymérase) et les lamines (Jayanthi et
al., 2004), ainsi que de la déstructuration du cytosquelette (Quinton and Yamamoto, 2006;

Krasnova and Cadet, 2009).

En plus de la perte des terminaisons neuronales, la METH déclenche la mort des
neurones dans le striatum et le cortex (Cadet et al.,, 1997 ; Zhu et al.,, 2006 ; Cadet et al.,
2007 ; Deng et al., 2007). Plusieurs études ont permis de montrer que cette mort cellulaire
impliquerait des mécanismes apoptotiques. En effet, I'administration de METH : (1) régule
I'expression de genes pro- et anti-apoptotiques de la famille de Bcl-2 (Jayanthi et al., 2001;
Imam et al., 2001a; Cadet et al., 2007; Krasnova and Cadet, 2009), (2) augmente la libération
de protéines mitochondriales pro-apoptotiques (Deng et al., 2002) et (3) augmente |'activité
du facteur de transcription AP-1 (Sheng et al., 1996; Flora et al., 2002). D’un autre c6té, la
surexpression de Bcl-2 (Cadet et al., 1997) et l'inhibition des caspases (Krasnova and Cadet,
2009) protegent contre les effets apoptotiques induits par la METH (Cadet et al., 1997). De
plus, des souris KO pour la p53, une protéine pro-apoptotique dont I'expression est
augmentée par la METH, sont protégées contre les effets apoptotiques de la drogue (Hirata
and Cadet, 1997).
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d- Implication du réticulum endoplasmique

La neurotoxicité induite par la METH ne dépend pas uniquement des mitochondries,
en particulier pour ce qui concerne la mort neuronale. L'administration de doses toxiques de
METH augmente l'expression de certaines protéines qui participent au phénomene
d’apoptose induite par le réticulum endoplasmique. Parmi ces protéines, on trouve
notamment la calpaine (Jayanthi et al., 2004). Le stress induit par le réticulum
endoplasmique et le déséquilibre de 'homéostasie calcique semblent participer a la toxicité
induite par la METH via l'activation de la calpaine. Cette protéase est une enzyme
cytosolique Ca®*-dépendante, impliquée dans la protéolyse de la spectrine, et dans le clivage
de protéines du cytosquelette dans le cortex, le striatum et I'hippocampe de rats (Quinton
and Yamamoto, 2006). En travaillant sur cette protéase, dans le cadre d’'un modéle animal
de la maladie de Parkinson, Samantaray et collaborateurs ont trouvé qu’une augmentation
de l'activité de la calpaine initie I'apoptose de neurones corticaux ainsi que celle de
motoneurones spinaux, alors que son inhibition provoquerait une diminution de la perte

neuronale induite par la METH (Samantaray et al., 2006).

ii. METH et Hyperthermie

L'impact de la température ambiante sur le stress oxydatif évalué dans d’autres
modeles expérimentaux a poussé les chercheurs a s’intéresser aux mécanismes par lesquels
I'hyperthermie corporelle induite par la METH (Fleckenstein et al., 1997; Krasnova and
Cadet, 2009) participerait a la toxicité de la drogue. Dans des conditions d’induction de
I'hypothermie ou de prévention de I’hyperthermie, plusieurs études ont rapporté une
protection, plutot partielle, contre la toxicité induite par la METH (Bowyer et al., 1994;
Albers and Sonsalla, 1995; Ali et al., 1996; Tata et al., 2007). Bowyer et collaborateurs ont
démontré qu’une méme dose de METH est moins toxique quand elle est injectée dans un
environnement a 4°C que lorsqu’elle est injectée dans un environnement a 22°C (Bowyer et
al., 1993; Bowyer et al., 1994). Aussi, la prévention de I'hyperthermie par utilisation d’agents
hypothermiques comme le MK801, antagoniste des récepteurs NMDA, protége contre la
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toxicité induite par la METH (Miller et O’Callaghan, 1994 ; Albers and Sonsalla, 1995 ; Ali et
al., 1996).

Par ailleurs, Bowyer et collaborateurs ont montré que I’"hyperthermie induite par la
METH est associée a une perte des terminaisons striatales, alors que I’hyperthermie seule ne
produit pas de dégénérescence (Bowyer et al., 1994). De la méme facon, des manipulations
pharmacologiques et génétiques peuvent bloquer la toxicité induite par la METH sans pour
autant influencer la réponse thermique ; c’est le cas du neuropeptide Y (NPY) (Thiriet et al.,
2005), des souris KO pour linterleukin-6 (Ladenheim et al., 2000) et de la délétion de
I'enzyme Jun kinase (Deng et al., 2002). L’hyperthermie contribuerait donc en partie a la
neurotoxicité induite par la METH. Cette idée est confortée par les résultats de LaVoie et
Hastings qui ont démontré que la METH, administrée a basse température, ne diminuait pas
I'efflux de DA mais empéchait son oxydation (LaVoie and Hastings, 1999). En effet, il
existerait une relation entre 'augmentation de la température corporelle et la formation de
radicaux libres puisque la prévention de I’hyperthermie induite par une injection de METH
bloquerait I'augmentation du taux de 2,3-DHBA, un marqueur de la formation de ROS
(Fleckenstein et al., 1997). Aussi, I'hyperthermie augmente significativement la formation de
DA quinones (LaVoie and Hastings, 1999), qui modifient 'activité des DAT, inactivent la TH
(Kuhn et al., 1999) et induisent la perte des neurones DA (Zafar et al., 2006).

De plus, [limplication du systeme dopaminergique dans le phénomeéne
d’hyperthermie induite par la METH a été étudiée. Il semblerait que les DAT et les
récepteurs dopaminergiques y participent. En effet, des souris KO pour le DAT ne présentent
pas d’hyperthermie suite a un traitement a la METH, suggérant que la METH pourrait
exercer ses effets hyperthermiques via son action au niveau des DATs (Numachi et al., 2007).
Aussi, des études ont montré que I'activation des récepteurs dopaminergiques D1 et D2 est
nécessaire pour la mise en place du phénomene d’hyperthermie en réponse a la METH
puisque I'administration d’agonistes D1 (ex. SKF38393) induit une hyperthermie, tandis que

I’'administration d’antagonistes D1 (ex. SCH23390) la bloque (Sanchez, 1989).
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ii. Autre mécanisme impliqué dans la neurotoxicité :

Activation gliale

Dans un cerveau mature physiologiqguement normal, les microglies, principales
cellules immunitaires du SNC, sont au repos et présentent une forme ramifiée
caractéristique de leur état quiescent (Block et al., 2007). En réponse a certains facteurs
stressants comme une lésion cérébrale ou une inflammation, les microglies ont la capacité
de subir rapidement des changements morphologiques, fonctionnels et
immunophénotypiques passant ainsi d’un état inactif a un état actif. On parle alors
d’activation microgliale (pour revue: (Block et al., 2007)). Les microglies activées sont
impliquées dans différentes fonctions physiologiques permettant la régulation du
développement cérébral: (1) elles augmentent la probabilité de survie neuronale par
libération de facteurs trophiques et anti-inflammatoires (Liao et al., 2005), (2) elles
déclenchent la phagocytose des cellules mortes (Block et al., 2007), et (3) elles orchestrent la
réaction inflammatoire par libération de molécules pro-inflammatoires et pro-apoptotiques
(ex. cytokines et chemokines), des espeéeces réactives oxygénées et azotées (Colton and

Gilbert, 1987 ; Liu and Hong, 2003 ; Block et al., 2007).

Cette activation microgliale est a double tranchant puisqu’une activation aigue
permet de protéger et de guérir le tissu neuronal tandis qu’une activation chronique
provoque des effets neurotoxiques. Dans le cas de la METH, de nombreuses études ont
montré une augmentation de I’activation microgliale aussi bien chez les rongeurs (Bowyer et
al.,, 1994 ; Escubedo et al.,, 1998 ; Guilarte et al., 2003 ; LaVoie et al., 2004) que chez
I'Homme (Sekine et al., 2008), et ce dans plusieurs régions cérébrales (Sekine et al., 2001 ;
Sekine et al., 2003 ; London et al., 2004). L’étude de Ladenheim et collaborateurs, montrant
une atténuation de la neurotoxicité induite par la METH chez des souris KO pour
I'interleukine-6 (Ladenheim et al., 2000), permet de soutenir I'idée de l'implication de
I'activation microgliale dans la neurotoxicité induite par la METH. De plus, des agents
pharmacologiques potentialisant les effets toxiques de la METH augmentent l'activation
microgliale induite par cette drogue dans le striatum (Thomas et al., 2008), alors que des

agents protecteurs contre la toxicité du psychostimulant, comme le MK-801, permettent de
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bloguer cette activation microgliale (Thomas and Kuhn, 2005; Thomas et al., 2008). De
surcroit, 'administration de molécules anti-inflammatoires protége contre la neurotoxicité

et I'activation microgliale induites par la METH (Zhang et al., 2006).

Comme le blocage de I'activation microgliale ne permet pas une protection totale
contre la toxicité induite par la METH (Sriram et al., 2006a), des études ont été réalisées afin
d’élucider le role des microglies dans la dégénérescence neuronale induite par ce
psychostimulant. Les microglies pourraient potentialiser les effets toxiques de la METH par
libération de substances toxiques pour les neurones. Ainsi, un traitement a la METH
augmente la libération de cytokines proinflammatoires, comme les interleukines IL-1B et IL-6
(Flora et al., 2002; Sriram et al., 2006b; Goncalves et al., 2008), qui contribuent aux effets
toxiques du psychostimulant. Aussi, les microglies aggravent la toxicité induite par la METH
par libération de radicaux superoxydes et du NO (Block et al., 2007) impliqués dans la
neurotoxicité induite par la METH (Figure 15). Afin d’expliquer I'activation gliale observée
suite a un traitement a la METH, Kuhn et collaborateurs ont étudié I'effet de I'oxydation de
DA sur l'activité des microglies. lls ont trouvé que la DA quinone, produit résultant de
I'autooxidation de la DA, est capable de réguler I'expression des génes microgliaux : elle
augmente l'expression de genes associés a des conditions neurotoxiques comme ceux
impliqués dans les processus inflammatoires (cytokines, chemokines et prostaglandines) et
diminue I'expression de génes codant pour des récepteurs impliqués dans les mécanismes
de protection assurés par les microglies (ex. Sestrinl qui intervient dans la fonction anti-
oxydante des microglies) (Kuhn et al., 2006). Ainsi, I'activation microgliale est le résultat de
la neurotoxicité induite par la METH et, en méme temps, contribue a potentialiser cette

toxicité.
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Figure 15. L’activation microgliale induite par la METH.

La dégénérescence des neurones dopaminergiques induite par différents stimuli résulte en une
activation microgliale via des facteurs de signalisation comme la a-synucléine, la aMPP3 et la
neuromélanine. Il y a activation des cascades intracellulaires comme la voie des MAPK et la NADPH
oxydase. Les microglies vont alors libérer des cytokines inflammatoires, du NO, des produits
superoxydes, qui participent a la dégénérescence des neurones dopaminergiques. (d’aprés Kim et
Joh, 2006)
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Chapitre 2 - Impact des facteurs
environnementaux sur les effets des drogues

Comme vu dans le chapitre précédent, les individus n’ont pas le méme niveau de
vulnérabilité face aux drogues d’abus. Un facteur primordial dans la détermination de cette
vulnérabilité est I'« environnement ». Ce terme regroupe des facteurs tels que les conditions
socio-économiques, les relations sociales et les expériences de vie. Dans notre équipe de
recherche, nous nous intéressons de prés a I'impact des facteurs environnementaux positifs
(environnement enrichi (EE)) et négatifs (facteurs de stress) sur la prise de drogue chez les
rongeurs. Ce chapitre est divisé en deux parties. Dans la premiere, je présenterai I'influence
des deux facteurs, I'EE et le stress, sur la dépendance aux drogues d’abus. La deuxieme
partie traitera de la modulation, par ces facteurs environnementaux, de la toxicité induite

par certaines drogues d’abus, en particulier les amphétamines.

A-Impact environnemental sur la dépendance aux drogues

d’abus

3. Exposition a divers stress et consommation de drogues

Des études réalisées chez 'Homme et chez 'animal indiquent que la vulnérabilité aux
drogues d’abus est accrue par I'exposition a des évenements stressants. En effet, les facteurs
de stress peuvent déclencher, intensifier, prolonger la consommation de drogues, ainsi que
provoquer un phénomene de rechute méme aprés des périodes de sevrage plus ou moins

longues (pour revue ((Sinha, 2001)).
i. Lestress

a- Qu’est ce que le stress ?

Le « stress » est un terme général, a connotation négative, qui désigne I'ensemble des

réponses d'un organisme quand il est soumis a des contraintes, internes ou

62



Revue de la littérature

environnementales, qui peuvent compromettre son homéostasie et sa survie. Ces
contraintes peuvent étre physiques, physiologiques, infectieuses, chimiques,
environnementales ou psycho-émotionnelles, et induisent des réponses physiologiques,
psychosomatiques et comportementales. Le terme « stress » crée une certaine ambiguité
puisqu’un stress n’est pas toujours négatif. En effet, certains types de stress tels que les
échéances réalistes et les changements voulus, constituent un stress bénéfique et induisent
des réactions adaptatives, biologiques et psychologiques, nécessaires a I'augmentation de la
motivation et de la performance. C'est ce qu’on appelle « eustress ». A 'inverse, un stress
est négatif quand il est constitué de situations menacantes, ou pergues comme
contraignantes, durant une période plus ou moins longue, et induisant une diminution des
performances et un épuisement de I'organisme. On parle alors de « détresse ». La notion de
« stress » a été introduite en biologie par I'endocrinologue Hans Selye, qui fut le premier a
décrire le mécanisme du « syndrome général d’adaptation » regroupant I'ensemble des
réponses qui permettent a un organisme de faire face a un évenement stressant (Selye,
1950). Ce syndrome suit trois stades successifs :

(1) La réaction d’alarme : I'apparition de l'agent stressant déclenche des réponses
archaiques dont le but principal est la conservation de I'organisme. Il y a ainsi
activation du systéme nerveux sympathique et des glandes médullosurrénales
libérant la noradrénaline et I'adrénaline. Ces hormones vont stimuler les organes
nécessaires a la survie tels que le coeur, les muscles striés, le foie et les poumons, et
inhiber d’autres, moins importants dans une situation de possible danger, tels que les
systemes digestif et uro-génital.

(2) Le stade de résistance : cette réaction se met en place un peu plus tard et dure plus
longtemps que la réaction d’alarme. Elle fait intervenir principalement I'laxe HPA (cf.
Chapitre 1). Les glucocorticoides libérés suite a I'activation de I'axe HPA ont la
capacité de mobiliser et rediriger la production d’énergie vers le cerveau et le
systéme cardio-vasculaire, de stimuler la fonction immunitaire, d’inhiber la fonction
reproductive et I'appétit, et d’augmenter les fonctions cognitives (attention et prise
de décision) et émotionnelles (anxiété) nécessaires pour faire face a I'agent stressant

(pour revue (Sapolsky et al., 2000)).
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(3) La phase d’épuisement : quand la situation stressante perdure ou se répete les
ressources énergétiques de l'organisme s’épuisent et ses capacités cognitives se
réduisent. La stimulation soutenue des processus physiologiques, et plus
particulierement de I'axe HPA, induit des effets néfastes tels que I'affaiblissement du
systéme immunitaire et la diminution de la plasticité cérébrale.

b- Observations chez ’'Homme

Chez 'Homme, de nombreuses études épidémiologiques ont permis de mettre en
évidence une corrélation positive entre les conditions de vie stressantes et 'augmentation
de la prise de drogues (pour revue : (Jacobsen et al., 2001; Sinha, 2001)). Dans certains cas,
ces expériences négatives peuvent s’étaler sur toutes les périodes de la vie, depuis
I'adolescence jusqu’a I'age adulte. Par exemple, il semblerait que des individus ayant subi
des abus physiques et sexuels a un age précoce soient plus susceptibles de consommer de la
drogue que des sujets sans historique de violences (Dembo et al., 1988; Harrison et al.,
1997). De méme, des études réalisées aupres d’adolescents montrent que des niveaux de
stress élevés induits par |'absence de soutien parental prédisent une plus forte
consommation de cannabis, d’alcool et de nicotine chez ces personnes (Newcomb and
Bentler, 1988; Wills et al., 1996). Dans d’autres cas, le facteur stressant est plus ponctuel.
Ainsi, chez des patients souffrant du syndrome de stress post-traumatique, l'usage de
certaines substances addictives, comme l'alcool, le cannabis et les benzodiazépines, semble
constituer une forme d’automédication : les patients consomment ces substances pour
améliorer les symptdmes associés a leur maladie et se sentir mieux (Bremner et al., 1996).
De plus, dans une étude réalisée en laboratoire, Sinha et al ont démontré que, chez des
consommateurs de cocaine, |'exposition a un stress psychologique aigu augmentait le
sentiment de « craving » c’est a dire I'envie de consommer une drogue pour ressentir les
effets qu’elle induit (Sinha et al., 1999). De nombreuses études cliniques réalisées auprés de
personnes dépendantes aux drogues d’abus et a l'alcool présentent le stress et les émotions
négatives comme étant des facteurs induisant la rechute (pour revue: (Sinha, 2001;

Goeders, 2002; Marinelli and Piazza, 2002)) notamment a la cocaine (McKay et al., 1995).
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c- Etudes réalisées chez 'animal

Divers modéles animaux ont été développés afin d’étudier I'impact des expériences
négatives sur la vulnérabilité a développer une dépendance ou a rechuter. Différents types
de stress ont été utilisés pour modéliser ces expériences négatives de facon pré- et post-
natales, sur la vulnérabilité a I'addiction. Il a par exemple été montré, d’une part, qu’un
stress prénatal augmentait la probabilité de développer une addiction aux amphétamines a
I'dge adulte : ceci a été observé chez des rats adultes dont les meres avaient été soumises a
une procédure de contention pendant la derniére semaine de gestation (Deminiere et al.,
1992). D’autre part, et comme présenté dans le chapitre précédent, une exposition aux
drogues lors de la période postnatale est associée a la mise en place de comportements
anxieux et dépressifs chez le rongeur adulte (Overstreet et al., 2000) (cf. Chapitre 1). Chez
les rongeurs, une séparation sociale a un age précoce est capable de modifier la réactivité de
I'animal a une drogue. Ainsi, des manipulations expérimentales ont montré que, comparés a
des rats élevés en groupe, les rats isolés, depuis le sevrage et jusqu’a I'dge adulte, sont plus
sensibles aux effets stimulants de la cocaine (ils présentent une réponse motrice plus
importante que ceux élevés en groupe), mais ont plus de mal a acquérir le comportement
d’auto-administration de cette drogue (Phillips et al., 1994). En outre, plusieurs études ont
montré qu’un stress comportemental aigu, tel qu’un choc électrique, facilitait I'acquisition
de l'auto-administration de psychostimulants comme la cocaine (Ramsey and Van Ree,
1993; Goeders and Guerin, 1994). De plus, le modele de préférence de place conditionnée a
permis de mettre en évidence le role du stress dans lintensification des effets
récompensants de la cocaine. Ainsi, des souris ayant subi des séances de nage forcée de
facon répétée (MclLaughlin et al., 2003) ou le test de défaite sociale (McLaughlin et al., 2006)
présentent une plus grande préférence de place pour le compartiment associé a la drogue

en comparaison a des souris naives.

Le rble du stress ne se limite pas a l'acquisition et au maintien de I'addiction. Il
constitue aussi un stimulus induisant une rechute. La rechute est I'une des principales
caractéristiques de I'addiction aux drogues. Elle consiste en la réinstallation d’un
comportement de recherche de drogue suite a une période de sevrage plus ou moins longue
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(Epstein et al., 2006). Il a été montré que la rechute peut étre induite par (1) I'exposition de
I'individu a la drogue, (2) son exposition aux indices qui ont été préalablement associés a la
drogue ou (3) son exposition a des facteurs stressants (Epstein et al, 2006). En effet,
plusieurs études ont montré que I'application de chocs électriques a des rats en sevrage
provoque la réinstallation du comportement de recherche de drogues, comme I’héroine
(Shaham and Stewart, 1995) ou la cocaine (Erb et al., 1996; Mantsch and Goeders, 1999).
Cette rechute induite par le stress est aussi observée suite a un stress pharmacologique
comme celui induit par I'administration de yohimbine, un modulateur de la fonction
noradrénergique. Il a ainsi été montré que le stress induit par cette molécule produit une
rechute a des drogues telles que la METH (Shepard et al.,, 2004) et la cocaine (Lee et al.,
2004; Chauvet et al., 2009).

ii. Interactions neurobiologiques entre facteurs de stress et

addiction

Les circuits neuronaux qui sous-tendent la réponse au stress interagissent avec ceux
qui promeuvent les effets récompensants des drogues. En effet, des études d’imagerie
fonctionnelle indiquent que les facteurs de stress et I'exposition aux drogues activent les
mémes régions cérébrales appartenant aux systemes dopaminergiques mésolimbiques et
mésocortical (Kufahl et al., 2005; Sinha and Li, 2007). De méme, des études précliniques ont
montré qu’une exposition a un stress, aigu ou chronique, ainsi que I'administration de
drogues induisent une augmentation de la libération de DA dans le systéme mésolimbique
(Thierry et al., 1976 ; Kalivas and Duffy, 1989). La DA serait donc le substrat neurobiologique
majeur a travers lequel le stress peut moduler les effets renforcants des drogues (Koob and
Le Moal, 2001), ainsi que la motivation pour la recherche compulsive de drogues (Koob and

Le Moal, 1997).

Le lien entre les expériences environnementales et le systéme mésocorticolimbique a
été recherché. L'une des principales réponses biologiques engendrée par le stress est la

libération de glucocorticoides par les glandes surrénales dans la circulation sanguine (cf.
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Chapitre 1) (McEwen et al., 1986). En condition basale, peu de glucocorticoides et de DA
sont libérés. La sensibilité aux drogues est donc réduite. Dans le cas d’un stress aigu, le taux
de glucocorticoides libérés augmente. Il y a alors augmentation de la libération de DA dans le
NAc (pour revue ((Piazza and Le Moal, 1998)). L’individu est plus sensible aux effets
renforcateurs des drogues, ce qui pourrait induire une augmentation de la probabilité
d’auto-administration de drogue. Cependant, les glucocorticoides activent un rétrocontrole
négatif via I'activation de leurs récepteurs hippocampiques, permettant le retour des deux
systémes a la normale (pour revue (Nestler et al., 2002)). Un stress répété induit une
augmentation répétée du taux de glucocorticoides. Il y a alors dysfonctionnement du
rétrocontrole négatif (pour revue ((Nestler et al., 2002)). Il en résulte une augmentation de
DA dans le NAc et donc une augmentation de la sensibilité de l'individu aux effets

renforcants des drogues (pour revue (Piazza and Le Moal, 1998)) (Figure 16).
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Figure 16. Représentation schématique de I'interaction neurobiologique entre stress et prise

de drogues.

En orange, la libération de glucocorticoides par les glandes surrénales. En rouge, la libération de DA
par le systtme mésolimbique. Ces deux systémes interagissent en situation basale et pendant le
stress. Ainsi, le taux de glucocorticoides détermine la quantité de DA qui sera libérée dans le NAc.
(D’apres (Piazza et Le Moal, 1998)).

Dans des conditions basales, I'administration périphérique de glucocorticoides a des
rats induit une augmentation de la libération de DA dans le NAc (Piazza et al., 1996a) ainsi
gu’une augmentation de la probabilité d’auto-administration d’amphétamine par ces
animaux (Piazza et al.,, 1991). En revanche, une suppression de la sécrétion de
glucocorticoides par ablation des glandes surrénales diminue la libération de DA dans le shell
du NAc en réponse a la cocaine (Piazza et al., 1996b). De plus, I'administration de
corticostérone, le glucocorticoide majoritaire produit chez le rat, a des rats facilite
I'acquisition du comportement d’auto-administration de cocaine (Mantsch et al., 1998). Par
ailleurs, une augmentation de libération de corticostérone induite par le stress est associée a
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une augmentation de l'auto-administration de psychostimulants comme la cocaine et
'AMPH (Piazza and Le Moal, 1996; Mantsch et al., 1998) alors qu’un traitement avec un
inhibiteur de synthése ou de libération de corticostérone (Goeders, 2002) diminue la
recherche et I'auto-administration de cocaine. Enfin, il semblerait que la rechute induite par
le stress fait intervenir le systéme CRF puisqu’en bloquant pharmacologiquement le
récepteur CRF1, on bloque la rechute induite par un choc électrique aussi bien dans la

recherche de cocaine (Erb et al., 1998) que celle de I’héroine (Shaham et al., 1997).

4. Impact des expériences positives sur la dépendance et modéle de

I’environnement enrichi

Les expériences de vie négatives qu’expérimente le sujet sont souvent associées a
une augmentation du risque d’addiction a I'adolescence et a I'dge adulte (De Bellis et al.,
1999). A l'inverse, on peut donc supposer que I'exposition a des conditions de vie plut6t
bénéfiques pourrait étre a l'origine d’une certaine résistance et pourrait procurer des effets
protecteurs contre I'abus de drogues et la dépendance. Dans les laboratoires de recherche
préclinique, ces conditions de vie positives sont modélisées par I'exposition des animaux a

un environnement dit environnement enrichi (EE) (pour revue (van Praag et al., 2000)).
i. L’environnement enrichi

a- Qu’est-ce qu’un Environnement Enrichi ?

L'EE est constitué d’« une combinaison de stimulations inanimées et sociales »
(Rosenzweig et al., 1978). Comparé a un environnement standard (SE), I'EE est constitué
d’une cage plus spacieuse contenant une roue ainsi que des jouets de taille, de forme et de
couleurs différentes qui sont changés de maniere réguliére stimulant ainsi le comportement
exploratoire et la curiosité de I'animal (Nithianantharajah and Hannan, 2006; Laviola et al.,
2008) (Figure 17). La premiere utilisation du concept d’enrichissement environnemental
remonte en 1947 quand Donald Hebb rapporte que des rats élevés en toute liberté dans sa

propre maison ont un meilleur comportement d’exploration ainsi que de meilleures
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capacités d’apprentissage que les rats vivant dans des cages de laboratoire (Hebb, 1947). Les
modeles d’enrichissement utilisés sont nombreux et varient selon les laboratoires. Par
exemple, certains utilisent 'EE comme environnement d’élevage (c’est le cas de notre
équipe) tandis que d’autres n’exposent les animaux a I'EE que quelques heures par jour
(Rampon et al., 2000a; Rampon et al., 2000b). Aussi, certaines études ont été faites avec
pour contréle des animaux élevés en groupe dans un SE (c’est le cas de notre équipe) tandis
gue d’autres utilisent des animaux isolés (Stairs and Bardo, 2009). Malgré la diversité des
protocoles, il est clairement établi que I'exposition a I'EE présente une variété de

conséquences positives aux niveaux neuroanatomique, biochimique et comportemental.

Figure 17. lllustrations de I’environnement enrichi.
a. L'environnement enrichi (EE) constitue un ensemble de stimulations visuelles, motrices, cognitives

et somatosensorielles (Nithianantharajah et Hannan, 2006). b. Photos des environnements standard
(SE) et enrichi (EE) utilisés dans notre laboratoire. Les souris en SE et EE sont élevés par groupes de 3
ou 4. Dans la cage EE, une maison, une roue, un tunnel et 1-2 jouets sont changés toutes les
semaines.

b- Les effets de I’EE sur la plasticité cérébrale

Sur le plan neuroanatomique, une augmentation du poids et de la taille du cerveau
(Rosenzweig and Bennett, 1969; Ferchmin et al., 1970), ainsi que de I'épaisseur du cortex a
été observée chez des rats élevés en EE (Diamond et al., 1964), pouvant étre associée a un
phénomeéne de gliogénese (Diamond et al., 1966 ; Szeligo and Leblond, 1966). Aussi, des

modifications ont été mises en évidence au niveau des neurones avec une augmentation de
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la taille des corps cellulaires et des noyaux (Diamond et al., 1966), une augmentation de la
taille des contacts synaptiques (West and Greenough, 1972) et du nombre de synapses par
neurone (Volkmar and Greenough, 1972; Turner and Greenough, 1985) ainsi qu’une
augmentation du nombre d’épines dendritiques (Greenough et al., 1973). De surcroit, un
large panel d’étude a permis de montrer que I'exposition a I'EE permet de restaurer des
déficits de plasticité synaptique observés dans le vieillissement (Rosenzweig and Bennett,
1996; O'Callaghan et al., 2009) et dans les maladies neurodégénératives (van Praag et al.,
2000; Nithianantharajah and Hannan, 2006; Laviola et al., 2008; Nithianantharajah and
Hannan, 2009)).

Sur le plan biochimique, I'exposition de rongeurs a un EE induit une augmentation
des taux de neurotrophines telles que le Nerve Growth Factor (NGF), le BDNF, et la
neurotrophine NT-3 (Torasdotter et al., 1996, 1998; Ickes et al., 2000) ainsi que le Glial-cell
Derived Neurotrophic Factor (GDNF) (Young et al., 1999). Ces modifications ont été
observées dans le cortex (Torasdotter et al., 1996, 1998; Ickes et al., 2000) et I'hippocampe
(Torasdotter et al.,, 1996, 1998; Young et al.,, 1999; Ickes et al., 2000). Pendant le
développement, ces facteurs neurotrophiques jouent un réle important dans la régulation
des signaux extracellulaires de prolifération et de différenciation cellulaires (Calof, 1995)
contribuant ainsi a la survie cellulaire. Au niveau moléculaire, Ferchmin et collaborateurs ont
rapporté une augmentation de la quantité globale d’ARNm dans le cerveau de rats élevés en
EE (Ferchmin et al., 1970). Depuis, et grace a des analyses protéomiques et de puces a ADN,
I'effet de I'EE sur le profil d’expression d’un large panel de génes a pu étre étudié. En effet,
I'EE régule I'expression de plusieurs genes impliqués dans la fonction synaptique et la
plasticité cellulaire. Ces modifications ont été observées dans le cortex (Rampon et al.,
2000a), et I'hippocampe (McNair et al., 2007) de rongeurs exposés a un EE. Cependant, les
effets bénéfiques de I'EE ne sont pas limités a ces deux régions mais s’étalent jusqu’au
striatum. Dans notre laboratoire, Thiriet et collaborateurs ont récemment montré que I'EE
régule I'expression de 48 genes striataux impliqués dans différentes fonctions cellulaires
comme la prolifération, la différentiation, la signalisation, la traduction, la transcription, ainsi

gue l'architecture cellulaire (Thiriet et al., 2008).
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D’un autre cO6té, plusieurs études ont exploré I'effet de I'EE sur les
neurotransmetteurs dont la sérotonine, la DA, la noradrénaline et le glutamate (pour revue
(Solinas et al.,, 2010). Concernant le systéme sérotoninergique, il a été montré une
augmentation du taux d’ARNm du récepteur 5HT1A dans I"hippocampe (Rasmuson et al.,
1998) et le cortex frontal (Brenes et al., 2008) de rats élevés en EE. Une augmentation
significative du taux hippocampique de sérotonine chez les rats élevés en EE a été corrélée
positivement au temps de nage et négativement au temps d’immobilité effectués par les
rats dans le test de la nage forcée (Brenes et al., 2009). Au niveau du systeme
dopaminergique les études ont montré une diminution de la recapture de DA ainsi qu’une
réduction du niveau de DAT dans le CPF (Zhu et al., 2004; Zhu et al., 2005) et le striatum
(Bezard et al., 2003) de rongeurs élevés en EE. De plus, une augmentation de la libération de
noradrénaline a été observée dans I’hippocampe (Galani et al., 2007; Brenes et al., 2009) et
le striatum (Brenes et al., 2008) de rats élevés en EE. La transmission glutamatergique a aussi
été associée a linteraction EE et plasticité cérébrale. Des études du systeme
glutamatergique ont montré que I'EE modifiait I'expression de sous-unités des récepteurs
glutamatergiques AMPA (Naka et al., 2005) et NMDA (Tang et al., 2001). La diminution du
taux de ces transporteurs induit une augmentation du taux synaptique de glutamate et donc
une facilitation des mécanismes de plasticité tels que la potentialisation a long terme (LTP)

dans I'hippocampe (Green and Greenough, 1986).

ii. Impact de I'EE dans divers modéles de dépendance aux

drogues

Grace a l'utilisation des modéles animaux de dépendance aux drogues il est possible de
distinguer les effets « préventifs » de I'EE de ses effets « curatifs ». Ainsi, lors de I'étude de
I'aspect préventif, les animaux sont exposés a I'EE avant tout contact avec la drogue tandis
que I'étude des effets curatifs consiste en I'exposition des animaux a I'EE apres I'exposition
aux drogues et la mise en place des comportements liés a I'addiction. Dans ce qui suit, je

présenterai les principaux résultats démontrant les effets préventifs et curatifs de I'EE.
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a- Effets préventifs de I’EE contre la dépendance

Les principaux travaux consacrés a lI'impact de I'EE sur I'addiction aux drogues d’abus
ont eu lieu dans le laboratoire du Dr Bardo aux Etats-Unis. lls ont ainsi exposés les animaux a
I'EE depuis le sevrage jusqu’a I'dge adulte et les ont comparés a des animaux élevés dans des
conditions d’isolement social. Leurs résultats indiquent que des rats exposés a I'EE ont une
réponse locomotrice suite a une administration aigue d’AMPH et de cocaine plus élevée que
les rats isolés (Bowling and Bardo, 1994; Bardo et al., 1995; Green et al., 2009), mais pas
dans le cas de la morphine (Bardo et al.,, 1997) et de la nicotine (Green et al.,, 2003). De
méme, et en utilisant le modele de sensibilisation comportementale, ils ont pu démontrer
une diminution de la sensibilisation a la morphine (Bardo et al., 1997), la nicotine (Green et
al., 2003) et I'AMPH (Bardo et al., 1995) chez les rats élevés en EE. Dans le méme
laboratoire, ils ont utilisé des procédures d’auto-administration et ont trouvé une réduction
des effets renforcants de I’AMPH et de la cocaine chez les rats élevés en EE (Bardo et al.,
2001; Green et al., 2002; Green et al., 2009). D’un autre c6té, et de fagon surprenante, les
rats élevés en EE ne sont pas protégés contre les effets récompensants de ’AMPH puisque,
dans un modele de CPP, les animaux présentent une préférence de place élevée pour le

compartiment associé a la drogue (Bowling and Bardo, 1994; Bardo et al., 1995).

Plus récemment, notre équipe de recherche s’est intéressée aux effets de I'EE chez la
souris. Les souris EE présentent une diminution de la préférence pour le compartiment
associé a la cocaine dans un modeéle de CPP ainsi qu’une diminution de la sensibilisation
comportementale induite par cette méme drogue (Solinas et al., 2008b; Solinas et al., 2009).
De plus, ces souris présentent une activité locomotrice moindre suite a une injection aigue
de cocaine par rapport a des souris élevées en milieu standard (les animaux sont élevés en
groupe mais sans aucun autre stimulus) (Bezard et al.,, 2003). Contrairement aux
psychostimulants, une étude réalisée dans notre équipe sur les opiacés a montré qu’une
exposition a I'EE pendant I'adolescence protege uniquement contre I'effet récompensants
de I'héroine dans un modele de CPP (El Rawas et al., 2009), alors qu’une étude précédente a
montré aussi une diminution des effets locomoteurs et de la sensibilisation
comportementale induits par la morphine (Xu et al., 2007). De méme, nous avons pu
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démontrer récemment que I'exposition a I'EE ne protége pas contre les effets locomoteurs,
récompensants et neurotoxiques de la METH (Thiriet et al.,, 2011), mettant en évidence
I'extréme dangerosité de ce psychostimulant dont la popularité ne fait qu’augmenter (cf.
Chapitre 1). Sur le plan moléculaire, plusieurs études ont montré des modifications dans
I'expression basale de genes striataux (Bezard et al., 2003; Thiriet et al., 2008; Solinas et al.,
2009), ainsi que dans I'expression de marqueurs d’activité neuronale induite par les drogues
comme c-fos (Bezard et al., 2003; Solinas et al., 2008b), zif-268 (Solinas et al., 2008b) et
delta-fosB (Xu et al., 2007; Solinas et al.,, 2009) chez les souris élevées en EE. Ces
neuroadaptations pourraient étre impliquées dans la sensibilité aux propriétés
récompensantes ou aversives des drogues et dans la diminution de la réactivité des

neurones striataux a la cocaine (Solinas et al., 2009).
b- Effets curatifs de I'EE contre la rechute

L'une des caractéristiques majeures de l'addiction est la rechute qui peut avoir lieu
méme apres de longues durées d’abstinence. Notre équipe de recherche s’est donc posée la
guestion de savoir si I’exposition des animaux a I'EE pendant la période de sevrage permet
d’inverser les comportements associés a I'addiction, autrement dit I'EE pourrait-il étre un

traitement contre I'addiction ?

Notre équipe s’est particulierement intéressée a la compréhension de l'influence de I'EE
sur la recherche de cocaine et la réinstallation du comportement d’auto administration. En
utilisant un modele animal de recherche de drogue, la préférence de place conditionnée, on
a pu montrer que I'exposition de souris a un EE pendant la période de sevrage élimine
I'expression de la préférence de place associée a la cocaine (Solinas et al., 2008a ; Chauvet et
al., 2011). Cette rechute a la cocaine est associée a la diminution de la réactivité de
I'ensemble des régions cérébrales impliquées dans la rechute. En effet, I'exposition a I'EE
diminue I'expression de la protéine c-Fos dans des régions corticales (le cortex cingulaire
antérieure et le cortex orbitofrontal), ainsi que dans des régions motrices et limbiques
comme le CPu, le Shell du NAgc, le gyrus denté de I"hippocampe, I'ATV, le BNST, la BLA et le

CeA (Solinas et al.,, 2008a; Chauvet et al., 2011). En utilisant un modele d’auto-
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administration de cocaine chez le rat, nous avons montré qu’un mois d’exposition a I'EE
pendant la période de sevrage est nécessaire pour diminuer le comportement de recherche
de cocaine induit par le stress (induit par une injection de Yohimbine) (Chauvet et al., 2009)
et les indices environnementaux (Chauvet et al., 2009 ; Chauvet et al., 2012). Contrairement
a 'effet observé chez les souris dans un modele de CPP, I'exposition a I'EE n’inhibe pas la

rechute induite par la cocaine dans le méme modéle (Chauvet et al., 2009).

Ces résultats précliniques sont en accord avec les études clinigues montrant que
différentes formes de stimulation pourraient étre bénéfiques pour traiter I'addiction aux
drogues d’abus (Setlow, 2008; Schnabel, 2009) et permettent de démontrer qu’un
environnement positif peut faciliter I'abstinence et réduire les risques de rechute. Ainsi, ces
résultats suggérent que la période d’abstinence constitue une opportunité thérapeutique

trés importante pour le traitement de I'addiction (pour revue : (Solinas et al., 2010)).

F- Impact environnemental sur les processus neurotoxiques

Les facteurs environnementaux semblent aussi moduler la vulnérabilité ou la
résistance aux processus neurotoxiques observés soit dans le cadre de pathologies, soit suite
a I'exposition a des substances neurotoxiques. Comme dans la section précédente, nous

commenterons l'impact du stress et de I'environnement enrichi sur ces processus.

1. Impact des facteurs de stress sur les processus neurotoxiques

i. Effets toxiques du stress dans les régions corticolimbiques

Des études réalisées chez les rongeurs ont permis de mettre en évidence que le
stress et I'excés de glucocorticoides induisent des effets néfastes au niveau du systeme
nerveux central. Ainsi, au niveau morphologique, un stress chronique est capable d’induire
une rétractation des dendrites, ainsi qu’une diminution du nombre de branchements
dendritiques dans I’hippocampe (Bisagno et al., 2000) et le CPF (Radley et al., 2004). Ces
anomalies sont accompagnées de changements morphologiques du corps cellulaire
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(condensation et rétraction nucléaire) (Sapolsky, 1999) et semblent étre dépendantes des
glucocorticoides (pou revue : (Sapolsky, 2003)). Cette toxicité induite par un excés de
glucocorticoides ne s’arréte pas aux neurones. En effet, le stress et les glucocorticoides
agissent sur d’autres types de cellules tels que les cellules gliales au niveau du CPF (Banasr et
al., 2007). Comme ces cellules sont indispensables pour le soutien métabolique et la survie
des neurones, une atteinte de leurs fonctions altére la plasticité cérébrale. Un autre
phénomeéne pouvant étre modulé par les glucocorticoides est la neurogénese
hippocampique. Ainsi, le stress et les glucocorticoides agiraient comme inhibiteurs de la
neurogéneése : des rats ayant recu un traitement aigu a la corticostérone présentent une
diminution du nombre de nouveaux neurones formés dans le gyrus denté alors qu’une

suppression des glandes surrénales induit 'effet inverse (Cameron and Gould, 1994).
ii. Impact du Stress sur les processus neurotoxiques

Etant donné sa richesse en récepteurs aux glucocorticoides, I’hippocampe constitue une
région cérébrale tres sensible aux modifications de concentration de ces hormones. Il a été
mis en évidence qu’une exposition prolongée aux glucocorticoides fragilisait les neurones
hippocampiques et diminuait leur potentiel de survie dans des modeles de Iésions cérébrales
et de maladies neurodégénératives (Sapolsky, 1985; Sapolsky and Pulsinelli, 1985;
Sotiropoulos et al., 2011). Par exemple, Sapolsky et Pulsinelli ont été parmi les premiers a
démontrer que I'administration de glucocorticoides augmentait les |ésions hippocampiques
induite par une ischémie cérébrale alors qu’une adrénalectomie post-ischémie diminuait ces
lésions (Sapolsky and Pulsinelli, 1985). Il a aussi été montré qu’un stress chronique et
I’'administration de glucocorticoides sont capables d’induire une hyperphosphorylation de la
protéine Tau (Sotiropoulos et al., 2008; Sotiropoulos et al., 2011), une anomalie biochimique
caractéristique de la maladie d’Alzheimer. Les effets des glucocorticoides sur la survie
neuronale passent probablement par un phénomeéne d’excitotoxicité glutamate-dépendant.
L'exposition a un stress aigu ou chronique induit une augmentation du taux de glutamate
dans plusieurs régions cérébrales dont I'"hippocampe (Moghaddam et al., 1994; Venero and
Borrell, 1999; Sunanda et al., 2000). Cet effet est complétement bloqué suite a une

adrénalectomie (Lowy et al., 1993).
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Le stress intervient aussi dans la toxicité induite par la METH. Plusieurs études ont
montré que, quand ils sont exposés a un stress chronique imprédictible avant la prise de
METH, les rats deviennent plus vulnérables aux effets neurotoxiques de la drogue : ils
présentent une hyperthermie et une diminution des taux tissulaires de DA striatale plus
importantes que celles observées chez les rats non stressés (Matuszewich and Yamamoto,
2004a, 2004b), ainsi qu’une diminution du taux de sérotonine striatale (Tata et al., 2007). Il
semblerait que les mécanismes cellulaires et moléculaires par lesquels le stress amplifie la
neurotoxicité induite par la METH font intervenir I'action conjointe de plusieurs processus
(Figure 18). Tout d’abord, les glucocorticoides peuvent induire un état de stress oxydatif. En
effet, il a été montré que I'excés de glucocorticoides ou un stress chronique induisaient (1)
une accumulation d’especes réactives oxygénées dans des neurones hippocampiques en
culture (Mclntosh and Sapolsky, 1996), (2) une accumulation de NO dans des homogénats de
cerveaux entiers (Matsumoto et al., 1999), ainsi qu’'une (3) diminution de |'activité
d’enzymes antioxydantes (Matsumoto et al., 1999) favorisant ainsi I'action toxique des
radicaux libres. De méme, I'administration de glucocorticoides induit une diminution de
I'activité de la CuZnSOD au niveau du cortex, de I'hippocampe et du cervelet (Mclntosh et
al., 1998). Rappelons que des souris transgéniques surexprimant cette enzyme sont
protégées contre la neurotoxicité de la METH (Cadet et al., 1994) (cf. chapitre 1). D’un autre
coté, un stress chronique imprédictible accentue I'augmentation de glutamate
extracellulaire induite par la METH, dans I’hippocampe et le striatum, et ainsi |'activation de
la NOS et la production de NO (pour revue (Tata and Yamamoto, 2007)). Dans ce cadre, le
stress peut aussi inhiber [l'activité des complexes de la chaine respiratoire
mitochondriale induisant alors un dysfonctionnement des mitochondries (Madrigal et al.,

2001).
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Figure 18. Interactions entre METH et stress.

Le stress contribue aux effets neurotoxiques induits par la METH via 3 voies distinctes mais
interdépendantes. La premiere voie est celle du stress oxydatif induit par I'auto-oxydation de la DA.
La deuxieme voie est celle de I'excitotoxicité induite par le glutamate. Et la troisieme voie est celle du

dysfonctionnement mitochondrial. (d’apres (Tata et Yamamoto, 2007))
DA: dopamine, VMAT-2: transporteur vésiculaire de monoamine type 2, ROS: espéces réactives oxygénées, RNS:

especes réactives nitorgénées, NO:monoxyde d’azote

2. Impact de I’Environnement _Enrichi _sur les processus

neurotoxiques

i. Impact de I'EE sur les maladies neurodégénératives

Dans les modeles animaux de la maladie de Parkinson, I'exposition a I'EE avant et
apres lésion a montré des effets bénéfiques. En effet, dans un modele animal de Parkinson
utilisant la neurotoxine MPTP (1-méthyl-4-phényl-1,2,3,6-tétrahydropyridine), I'EE rend les

souris plus résistantes a la toxicité induite par cette molécule : les souris élevées en EE ont
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une perte de neurones dopaminergiques moins importantes que les souris élevées en SE,
associée a une diminution de I'expression des DAT (Bezard et al., 2003; Faherty et al., 2005).
De méme, et dans un autre modéle animal, le modele 6-OHDA, I'exposition des rats a un EE
aprés l'injection de la toxine permet d’améliorer leurs fonctions motrices (Jadavji et al.,
2006). Par ailleurs, 'augmentation de la fréquence et de l'intensité de I'activité physique
avant linjection de neurotoxines dopaminergiques (la 6-OHDA et le MPTP) permet de
prévenir la dégénérescence dopaminergique striatale (Tillerson et al., 2003) et d’améliorer

les performances motrices chez les rongeurs (Kleim et al., 2003).

Enfin, il a aussi été démontré que I'EE est capable de modifier des aspects
comportementaux, cellulaires et moléculaires caractéristiques de la maladie d’Alzheimer
chez des souris transgéniques (pou revue : (Laviola et al., 2008)). Par exemple, des souris
mutantes pour le gene du précurseur de la protéine amyloide, exposées a un EE au moins 1h
et ce 3 fois par semaine, présentent (1) de meilleurs performances cognitives, (2) une
diminution du dépot des plagues B-amyloides ainsi que (3) une augmentation du nombre de

connexions synaptiques dans I’hippocampe (Cracchiolo et al., 2007).

ii. Impact de I’EE sur les processus neurotoxiques induits par

les psychostimulants

Comme vu dans le chapitre précédent, la neurotoxicité induite par la METH est la
résultante de I'action conjointe de plusieurs mécanismes de toxicité cellulaire, qui sont aussi
générés par les neurotoxines MPTP et 6-OHDA et peuvent étre prévenus par une exposition
a un EE. Par exemple, Herring et collaborateurs ont montré que, dans un modele murin
transgénique de la maladie d’Alzheimer, une stimulation environnementale (1) diminuait
I'expression de marqueurs de stress oxydatif tels que la nitrotyrosine, (2) diminuait
I'expression des caspases pro-apoptotiques Casp3, Casp6 et Casp9, et (3) augmentait
I'expression des enzymes détoxifiantes SOD1 et SOD2 (Herring et al., 2009). Par ailleurs,
plusieurs études ont montré que I'EE induit une diminution de I'expression de DAT, l'une des
principales cibles de la METH, dans la substance noire (Yuan et al.,, 2009) et le striatum

(Bezard et al., 2003).
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Cette protection induite par I'EE contre les processus neurotoxiques nous a poussé a
nous intéresser a I'effet de I'’EE sur la neurotoxicité induite par la METH. Contrairement a la
protection induite contre la toxicité de la 6-OHDA et du MPTP, et en accord avec une étude
précédente (Gehrke et al., 2006), I'exposition a I'EE ne diminue ni la perte des terminaisons
neuronales ni 'apoptose déclenchées par la METH (Thiriet et al., 2011). Ainsi, cette absence
de protection de I'EE met en lumiére la dangerosité de la METH qui voit sa popularité

grandir, et incite a chercher d’autres facteurs de protection contre ses effets neurotoxiques.

Chapitre 3 - Le Systeme Cannabinoide Endogene

Le systéme cannabinoide endogene (SCE) est un systéme neuromodulateur impliqué
dans divers processus physiologiques et pathologiques comme la récompense,

I'apprentissage, et, le plus intéressant pour notre travail, la neuroprotection (van der Stelt et
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Di Marzo, 2005). Dans ce chapitre, je présenterai (1) les différents composants du SCE, (2)
son role dans I'addiction aux drogues, (3) son implication dans la régulation des systémes du

stress, et (4) quelgues uns des mécanismes qui sous-tendent son role neuroprotecteur.
A-Généralités

Provenant d’une plante appelée Cannabis Sativa, le cannabis, ou chanvre, était utilisé
dans I’Antiquité comme source de fibres, dans la fabrication de tissus et de cordage. Grace a
ses propriétés médicinales, le cannabis a vu son utilisation thérapeutique se répandre en
Inde, au Moyen-Orient, en Egypte puis en Occident au XIX®™ siecle. Il fut surtout prescrit en
tant qu’analgésique, anesthésiant, anti-inflammatoire et antiémétique. Au début du Xxeme
siecle, des chercheurs ont réussi a isoler les différents composés du cannabis : le cannabinol,
le cannabidiol et le tétrahydrocannabinol. Dans les années 60, Raphael Mechoulam et
collaborateurs réussirent a isoler le principal actif du cannabis, le delta-9-
tétrahydrocannabinol (THC) (Gaoni et Mechoulam, 1964). C’est en cherchant a caractériser

les mécanismes par lesquels le THC exercerait ses effets physiologiques et

comportementaux que le SCE fut découvert.

G-Les composants du systéeme cannabinoide endogeéne

Le SCEregroupe: les récepteurs cannabinoides, leurs ligands endogénes, dits

endocannabinoides (ECs), et les enzymes de synthese et de dégradation des ECs.

1. Les Récepteurs Cannabinoides

Les cannabinoides agissent principalement via deux récepteurs métabotropiques a
sept domaines transmembranaires couplés aux protéines G, les récepteurs CB1 et CB2.
Cependant d’autres récepteurs ont été identifiés. Comme pour le principe actif du cannabis,
I'étude des récepteurs cannabinoides s’est révélée tres laborieuse. Ce n’est qu’en 1988, en
utilisant un cannabinoide mimant les effets du THC (CP-55,940), que Devane et

collaborateurs ont réussi a mettre en évidence l'existence de sites de liaison des
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cannabinoides exogenes dans le cerveau de rat (Devane et al., 1988). Pourtant, la structure

moléculaire de ces sites de liaison n’était pas déterminée.
i. Lerécepteur CB1

Le premier récepteur, identifié et cloné a partir de cerveau de rat, fut le récepteur
des cannabinoides de type 1 (récepteur CB1) (Matsuda et al., 1990). Au niveau du systéme
nerveux central, le récepteur CB1 est majoritairement exprimé dans les cellules nerveuses,
et, plus faiblement, dans les cellules gliales (Herkenham et al., 1990). Sa large distribution
correspond aux structures cérébrales impliquées dans les effets principaux du cannabis sur
les perceptions sensorielles, la mémoire et le contréle moteur. La localisation de ce
récepteur a été réalisée grace a des études d'immunohistochimie et d’autoradiographie
(Herkenham et al., 1990; Herkenham et al., 1991; Moldrich and Wenger, 2000). En effet, le
récepteur CB1 est hautement exprimé dans des régions impliquées dans le contréle du
mouvement telles que le noyau caudé, le globus pallidus et la substance noire réticulée. On
retrouve une grande densité de CB1 dans le cortex préfrontal, centre d’intégration des
fonctions cognitives, et le cortex cingulaire, avec une plus grande densité dans les couches 1
et 6. Les CB1 sont aussi tres exprimés au niveau de I"hippocampe, et plus particulierement
dans le gyrus denté et la région CA3. Concernant le systéme dopaminergique mésolimbique,
impliqué dans les processus de motivation et de récompense (Robinson and Berridge, 2003),
ce récepteur est surtout présent au niveau des terminaisons nerveuses striatales, et moins
exprimé dans I'ATV et 'amygdale (Herkenham et al., 1990; Tsou et al., 1998). En dehors du
SNC, les CB1 sont faiblement exprimés au niveau des terminaisons nerveuses périphériques,
notamment dans la vessie (Pertwee, 2001a), le tissu adipeux (Cota et al., 2003) et I'intestin

(Pertwee, 2001b).

ii. Lerécepteur CB2
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Plus tard, le récepteur des cannabinoides de type 2 (récepteur CB2) fut identifié dans
la rate et le systeme immunitaire, grace a une PCR mise en place pour isoler les récepteurs
couplés aux protéines-G (Munro et al., 1993). Il a été initialement considéré comme ayant
une expression exclusivement périphérique. On le retrouve notamment au niveau des
cellules immunitaires (lymphocytes T et B, les monocytes) (Carlisle et al., 2002; Klegeris et
al., 2003), ainsi qu’au niveau du muscle squelettique (Cavuoto et al., 2007) et de I'épiderme
(Casanova et al., 2003). Grace a des études de PCR quantitative et d'immunohistochimie plus
récentes, il a été suggéré une faible expression du récepteur CB2 dans certaines régions
cérébrales comme le striatum, I’hippocampe et I'amygdale (Van Sickle et al., 2005; Gong et

al., 2006; Onaivi et al., 2006).
iii. Signalisation des récepteurs CB1 et CB2

Les récepteurs CB1 et CB2 sont principalement couplés aux protéines G trimériques
et peuvent, de ce fait, initier divers événements intracellulaires typiques des récepteurs
couplés aux protéines G (pour revue (Howlett et al., 2002)). Ils activent notamment 3 voies

de signalisation cellulaire décrites ci-dessous (Figure 19).
a- Lavoie de I'adénylate cyclase

Des études utilisant des coupes de cerveau de rats et des cultures de neurones ont
permis de démontrer que les cannabinoides, dont le THC, ont la capacité d’inhiber
I'adénylate cyclase, de fagon réversible, dose-dépendante et stéréosélective (Howlett and
Fleming, 1984; Howlett et al., 1986). Cette inhibition a été caractérisée dans les cellules
neuronales exprimant le récepteur CB1, ainsi que dans des lymphocytes humains et des
cellules de la moelle osseuse de souris exprimant le récepteur CB2 (Matsuda et al., 1990;
Griffin et al., 1997). De plus, cette inhibition induite par les cannabinoides est un événement
cellulaire bloqué d’une part par la toxine pertussique, impliquant ainsi les protéines Gj
dans la transduction du signal (Howlett et al., 1986), et d’autre part par I'administration d’un

antagoniste du récepteur CB1 (SR141716A) (Rinaldi-Carmona et al., 1994).
b- Lavoie des MAP kinases
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L'activation des récepteurs CB1 et CB2 déclenche I'activation de la voie des MAP
kinases, et plus spécifiquement celles des kinases ERK (Bouaboula et al., 1995; Bouaboula et
al., 1996), P38 (Derkinderen et al.,, 2001) et JNK (c-Jun N-terminal Kinase) (Downer et al.,
2003). Cette activation aboutit in fine a I'activation de divers facteurs de transcription tels
qgue c-fos et c-jun (Bouaboula et al., 1995; Derkinderen et al., 2003). Cette activation de la
voie des MAP kinases est aussi bloquée par la toxine pertussique et I'administration de
I'antagoniste du récepteur SR141716A (Bouaboula et al., 1995), confirmant ainsi
I'implication des récepteurs CB1. Elle est la conséquence de 3 événements intracellulaires en
amont : (1) la diminution de production de ’AMPc (Derkinderen et al., 2003); (2) I’activation
de la Phosphatidyl Inositol 3-Kinase conduisant a I'activation de ERK et JNK (Rueda et al.,
2000); (3) l'activation de la synthése de céramides par les cannabinoides, un processus
encore peu connu et qui serait impliqué dans le potentiel anticancéreux des cannabinoides

(pour revue (Guzman, 2003)).
c- Les canaux ioniques

L'activation du récepteur CB1 inhibe les canaux calciques voltage-dépendants de type
N et Q/P (Mackie and Hille, 1992; Mackie et al., 1995; Twitchell et al., 1997). Ces canaux
calcigues sont principalement exprimés au niveau présynaptique et sont indispensables pour
la libération de neurotransmetteurs dans le SNC (Takahashi and Momiyama, 1993). Leur
modulation par les récepteurs CB1 met en évidence le réle des cannabinoides, endogénes et
exogenes, dans la modulation des transmissions synaptiques (pour revue (Schlicker and
Kathmann, 2001)). Par ailleurs, les ECs sont capables de réguler I'activité des canaux
potassiques (Mackie et al., 1995), impliqués aussi dans l'inhibition présynaptique de la
libération de GABA et de glutamate (Kreitzer et al., 2002). Enfin, et contrairement aux CB1,
I'activation des récepteurs CB2 semble n’avoir aucun effet sur l'inhibition des canaux

calciques et potassiques (Felder et al., 1995).

iv. Autres récepteurs fixant les cannabinoides
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La majorité des effets des cannabinoides passent par les récepteurs CB1 et/ou CB2.
Cependant, des études réalisées avec des souris invalidées pour les genes de ces récepteurs
(CB1, CB2 ou CB1/CB2), ainsi que des études pharmacologiques de ces récepteurs ont
permis de mettre en évidence la présence d’effets biologiques induits par les cannabinoides
via d’autres récepteurs (pour revue (Howlett et al., 2002)). En effet, 'anandamide, en plus
d’autres lipides, est capable d’activer le récepteur vanilloide (ou TRPV1 : Transient Receptor
potential vanilloide 1) (Di Marzo et al., 2001), un récepteur canal s’ouvrant sous I'effet d’un
stimulus thermique supérieur a 48°C, et induisant, entre autres, une stimulation de
I'apoptose de cellules de lymphome et de neuroblastome (Maccarrone et al., 2000). Par
ailleurs, les cannabinoides peuvent aussi se lier au récepteur GPR55 (G-Protein coupled
Receptor 55), préférentiellement exprimé dans les glandes surrénales et le cerveau, mais

dont les effets ne sont pas encore bien connus (Ryberg et al., 2007).
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Figure 19. Principales voies de signalisation des récepteurs cannabinoides.

La voie de I'adénylate cyclase (AC) - AMP cyclique — protéine kinase A (PKA). La modulation de la
conductance ionique par inhibition des canaux calciques voltage-dépendants (VSCC) et libération du
Ca’* dans le cytoplasme. L'activation directe de la voie des MAP kinases (extracellular signal-
regulated kinase (ERK), Jun N-terminal Kinase (JNK) et p38) et via |'activation de la voie
phosphatidylinositol 3-kinase (P13K)-AKT et |la génération de céramides. (Guzman et al, 2003)

2. Les Endocannabinoides

Les premiers ECs qui ont été identifiés et caractérisés sont I'anandamide (Devane et

al., 1992; Di Marzo et al., 1994) et le 2-arachidonoylglycérol (2-AG) (Mechoulam et al., 1995).

i. L’Anandamide

La synthése de I'anandamide se fait en deux étapes. Dans un premier temps, la N-

acétyltransférase catalyse le transfert d’un acide arachidonique sur I’éthanolamine de la
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phosphatidyléthanolamine, produisant ainsi le précurseur lipidique de I'anandamide, le N-
arachidonoyl-phosphatidyléthanolamine (NAPE). Cette étape nécessite l'intervention de
deux seconds messagers intracellulaires : le calcium et I’AMPc (Cadas et al., 1997) (Figure
20). Dans un deuxieéme temps, le NAPE est clivé par une Phospholipase D (PLD), libérant ainsi
'anandamide et un acide phosphorique. Cette étape est dépendante du Ca®* (Devane et al.,
1992; Piomelli et al., 1999). On trouve les concentrations les plus fortes d’anandamide dans
I"hippocampe, le striatum, le cervelet et le cortex, des zones ou I'expression de CB1 est tres
importante (Di Marzo et al., 1994; Felder et al., 1996). Ceci est en corrélation avec les
affinités pharmacologiques de I'anandamide. En effet, 'anandamide présente une plus forte
affinité pour le récepteur CB1 (Ki=72nM) que pour le récepteur CB2 (Ki=279nM), mais peut
aussi, a de fortes concentrations, interagir avec d’autres récepteurs non cannabinoides

comme le TRPV1 et le GPR55 (Di Marzo, 2008) .

Figure 20. Mécanisme de synthése de I'anandamide. (d’aprés la revue (Cadas et al, 1997))

PLC : phospholipase C; AC : adénylate cyclase ; PKA : protéine kinase A ; IP3 : inositol-1,4,5-triphosphate ; IP3R :
récepteur IP3; NAT : N-acétyltransférase ; PE : phosphatidyl éthanolamine ; NAPE : N-arachidonoyl PE ; PLD :
phospholipase D.

ii. Le 2-arachidonoylglycérol
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Comme tout monoacylglycérol, le 2-AG se trouve a l'intersection de plusieurs voies
du métabolisme lipidique pouvant étre aussi bien le produit final d’'une voie que le
précurseur d’'une autre. Néanmoins deux principales voies de synthése du 2-AG ont été
identifiées jusqu’a présent (Piomelli, 2003) (Figure 21). La premiére voie consiste en un
clivage du phosphatidylinositol par la phospholipase 1 (PLA1) produisant le 2-arachidonoyl-
lysophospholipide, qui sera a son tour hydrolysé par la phospholipase C (PLC) pour produire
le 2-AG. La deuxieme voie de synthése consiste en un clivage du phosphatidylinositol par la
PLC produisant le 1,2-diacylglycérol (DAG) (Stella et al., 1997). A son tour, le DAG est

hydrolysé par la DAG lipase libérant ainsi le 2-AG.

Ayl —
Arachidonog —| 0
et —0-P=0—lnestol
O
PLC Phosphatidylinositol PLA1
Aoyl — HO —
Arachidonoyl Arachidonoyl —{ o]
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o
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DGL HD Lyss-PLC
Arachidonoyl _\\,H
2-AG

Figure 21. Deux principales voies de synthése du 2-AG ont été identifiées (Piomelli, 2003)

Des travaux réalisés sur des coupes d’hippocampe ont montré que la production de
2-AG serait dépendante du Ca’" (Stella et al., 1997). L’activation de la PLC nécessite
I'activation de divers récepteurs métabotropiques dépendants du Ca®* tels que les mGluR1
et les mGIuR5. A son tour, la PLC induit la synthése d’IP3 (inositol-1,4,5-triphosphate)
responsable de la libération du Ca®* séquestré dans les réticulums endoplasmiques (Figure
22). De plus, et contrairement a I'anandamide, le 2-AG présente une affinité similaire pour

les récepteurs CB1 et CB2 (Stella et al., 1997).
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Figure 22. Mécanismes impliqués dans la synthése du 2-AG via la PLC. (d’aprés Doherty et
Dingledine, 2003)

2-AG : 2-arachidonoylglycérol ; PLC:phospholipase C; DAG:1,2-diacylglycérol; IP3 : inositol-1,4,5-triphosphate ;
RE :réticulum endoplasmique

iii. Autres ECs

En plus de I'anandamide et le 2-AG, plusieurs cannabinoides endogénes activant les
récepteurs CB1 et/ou CB2 ont également été isolés. On retrouve notamment la Noladine et
la Virodhamine (Figure 23). La Noladine, ou 2-arachidonoyl glyceryl ether, a été isolée a
partir d’extraits de cerveau de porc (Hanus et al., 2001). Elle est fortement exprimée dans le
thalamus et I’hippocampe (Fezza et al., 2002) et agit comme agoniste des récepteurs CB1 et
CB2, mais avec une plus grande affinité pour le récepteur CB1l (Kip1)=9.1nM;
Ki(cs2)=480nM). Son administration in vivo induit un effet sédatif, hypothermique et
antinociceptif (Hanus et al., 2001). La Virodhamine, ou O-arachidonoyl éthanolamine, a été
découverte chez le rat (Porter et al., 2002). Elle est constituée d’'une molécule d’acide
arachidonique liée a une molécule d’éthanolamine par une liaison ester. Elle est produite
principalement dans le cortex et I'hippocampe, a des concentrations semblables a celles de
I'anandamide, et agit comme antagoniste du récepteur CB1 et agoniste total du récepteur
CB2 (Porter et al., 2002). Sa synthese et sa dégradation ne sont pas trés bien connues, mais il
semblerait que cette molécule instable soit convertie en anandamide et pourrait donc étre
dégradée par les mémes voies que cette derniére (Porter et al., 2002). Quand elle est

administrée in vivo, la virodhamine induit une hypothermie (Porter et al., 2002).
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Figure 23.Structure chimique de la Virodhamine et la Noladine. (Piomelli, 2003)

iv. Les ECs sont synthétisés a la demande

Etant donné leur caractére lipophile, les ECs ne sont pas stockés dans des vésicules
au niveau des terminaisons nerveuses mais diffusent librement apres leur production. Ils
sont synthétisés, a partir des lipides membranaires, et libérés « a la demande » suite a des
changements spécifiques, qui ont lieu dans des neurones exprimant les enzymes de synthese
des ECs (Di Marzo et al., 1994; Bisogno et al., 1997; Liu et al., 2006). Un premier événement
pouvant déclencher la synthése d’ECs est I'activation des récepteurs d’autres systemes de
neurotransmission, exprimés par le neurone postsynaptique. Par exemple, il a été montré
que l'activation des récepteurs NMDA induit la synthése du 2-AG (Stella et Piomelli, 2001),
tandis que la synthése de I’AEA a lieu par activation des récepteurs dopaminergiques D2
(Giuffrida et al, 1999) ou par une co-activation des récepteurs NMDA et des récepteurs
cholinergiques nicotiniques (Stella et Piomelli, 2001). Un autre stimulateur de la synthese
d’ECs est la dépolarisation de la membrane postsynaptique qui induit I'ouverture de canaux
calciques dépendants du voltage, augmentant ainsi la concentration intracellulaire de Ca2+
(Di Marzo et al, 1998). Cette synthése peut &tre aussi induite, indépendamment du Ca**, par
activation des mGIuR (Varma et al, 2001).Tous ces évenements activent les enzymes N-
acétyltransférase et PLC, sensibles au Ca”*, induisant alors la synthése d’ECs (Figures 20 et

22).
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v. Les ECs : des messagers rétrogrades

Suite a leur synthése au niveau du neurone postsynaptique, les ECs sont libérés soit
par diffusion passive, étant donné leur nature lipophile, soit par diffusion facilitée, grace a
des protéines d’ancrage comme la lipocaline (pour revue (Freund et al., 2003; Piomelli,
2003). Une fois dans la fente synaptique, ils fonctionnent comme messagers rétrogrades : les
ECs agissent a l'inverse des neurotransmetteurs classiques pour moduler, de maniére
transitoire ou durable, la libération de neurotransmetteurs par le neurone présynaptique
(Figure 24). Ce phénomeéne a été observé pour la premiere fois en 1991, quand Marty et
collaborateurs ont constaté que la dépolarisation des cellules de Purkinje cérébelleuses
diminuait, pendant une courte durée, les événements inhibiteurs GABAergiques sur le
neurone postsynaptique (Llano et al, 1991). Ce phénomeéne dit « suppression de I'inhibition
induite par une dépolarisation » (DSI :depolarization-induced suppression of inhibition),
d’origine présynaptique, a été observé aussi au niveau des neurones hippocampiques (Pitler
et Alger, 1992). Et ce n’est qu’une décennie plus tard qu’on a réussi a démontrer que ce
phénomene est dépendant des récepteurs CB1 présynaptiques et qu’'un mécanisme
semblable existe aussi au niveau des synapses excitatrices glutamatergiques (DSE :

depolarization-induced suppression of excitation) (pour revue : (Wilson et Nicoll, 2002)).
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Figure 24. Les ECs sont des messagers rétrogrades. (Venance et al, 2004)
Une fois libérés par le neurone postsynaptique, ils agissent sur les récepteurs CB1 présynaptiques
afin de réguler la libération de neurotransmetteurs.
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vi. La métabolisation des ECs

La métabolisation des ECs se fait en deux étapes : la recapture puis la dégradation

proprement dite.
- Larecapture

Les mécanismes de recapture des ECs dans le cytosol ne sont pas encore trés bien
définis. lls peuvent traverser la membrane plasmique soit par diffusion passive, grace a leur
nature lipophile, soit par diffusion facilitée grace a un systeme de transporteur,
indépendant de I'énergie, exprimé aussi bien par les cellules nerveuses que par les cellules
gliales (Hillard et al., 1997; McFarland and Barker, 2004)) (Figure 25). Plusieurs outils
pharmacologiques ont permis d’étudier ces mécanismes de recapture, notamment I’AM404
qui inhibe la recapture des ECs et induit une augmentation de leur taux extracellulaire , ainsi

gu’un prolongement de leurs effets (Piomelli et al., 1999).
- Ladégradation

Une fois passés a l'intérieur de la cellule, 'anandamide et le 2-AG sont hydrolysés par
deux enzymes différentes. En effet, I'anandamide est hydrolysé par la fatty acid amide
hydrolase (FAAH) (Ueda et al., 1995; Kathuria et al., 2003) en acide arachidonique et
éthanolamine. La FAAH est largement présente dans le SNC (Desarnaud et al., 1995; Freund
et al., 2003). Elle est exprimée dans le neurone postsynaptique, ou elle est ancrée aux
membranes intracellulaires de I'appareil de Golgi et du réticulum endoplasmique (Egertova
et al.,, 2003) (Figure 26). Quant au 2-AG, il est hydrolysé en un glycérol et un acide
arachidonique par la monoacylglycérol lipase (MGL) présente dans les terminaisons

présynaptiques exprimant le récepteur CB1 (Dinh et al., 2002) (Figure 25).
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Figure 25. Localisation des mécanismes de synthése et de dégradation des ECs. (d’aprés (Di

Marzo et al., 2004))

EMT : endocannabinoid membrane transporter; EC: endocannabinoid; PLC: phospholipase C; DAGL:
diacylglycérol lipase ; NAT : n-acetyl transférase; NAPE : n-arachidonoyl phosphatidylethanolamine ; NAPE-
PLD : NAPE-phospholipase D ; MAGL : monoacyl glycérol lipase.

H-SCE et systeme de récompense

Plusieurs observations ont permis de mettre en évidence une interaction entre le SCE
et le systéme de récompense. En effet, les récepteurs CB1 sont exprimés dans des régions
cérébrales impliquées dans les processus de récompense tels que le CPF, le striatum et I'ATV
(Herkenham et al, 1990). De plus, I'activation des récepteurs CB1 par des agonistes naturels
(ex. THC) ou synthétiques (ex. Win 55,212-2) stimule la neurotransmission dopaminergique
(French, 1997; Tanda et al., 1997). Par ailleurs, les taux d’ECs sont modulés par 'activation
du systéme de récompense (Di Marzo et al., 2000 ; Gonzalez et al., 2002). Dans ce qui suit,

j'exposerai les interactions qui ont lieu entre le SCE et le systéme de récompense.

1. Interaction du SCE avec le systéeme de récompense

i. Implication des récepteurs CB1
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Il semblerait que [linteraction des drogues d’abus avec le SCE ait lieu
majoritairement, voire exclusivement, au niveau des récepteurs CB1 (pour revue (Solinas et
al., 2008b)). Ceci a été notamment mis en évidence par le fait que le THC, principe actif du
cannabis et agoniste direct du récepteur CB1, induit des effets récompensants chez 'Homme
et I'animal (Valjent and Maldonado, 2000b; Tanda and Goldberg, 2003; Justinova et al.,
2005b). Néanmoins, quelques études récentes ont mis en évidence un réle des récepteurs
CB2 dans la dépendance aux drogues (Onaivi et al, 2008 ; Xi et al, 2011 ; Gamaleddin et al,
2012a ; Gamaleddin et al, 2012b).

a- Les agonistes du récepteur CB1

Des agonistes des récepteurs CB1, comme WIN 55,212-2 et THC, facilitent les effets
récompensants des drogues d’abus. Par exemple, I'administration de ces agonistes
augmente les effets récompensants de I’héroine (Solinas et al., 2005), de la nicotine (Valjent
et al., 2002) et de I'alcool (Gallate et al., 1999). Au contraire, une étude réalisée chez le rat a
montré que le WIN 55,212-2 diminuait I'auto-administration de cocaine dans un protocole
de ratio fixe (Fattore et al., 1999). Cependant, toutes ces études, activant directement les
récepteurs CB1, n’est pas le meilleur moyen pour modéliser le réle physiologique des ECs. En
effet, les agonistes CB1 utilisés, dans ces études, ont des demi-vies plus longues que celles
des cannabinoides endogenes (anandamide et 2AG) (Dinh et al., 2002). De plus,
I’'anandamide est un agoniste partiel des récepteurs CB1 (pour revue (McFarland and Barker,
2004)), alors que les agonistes synthétiques de ces récepteurs sont des agonistes sélectifs

ayant une tres grande affinité pour les récepteurs CB1 (Childers, 2006).

L’étude du role du SCE sur le systeme de récompense a été facilitée par la découverte
d’antagonistes sélectifs pour les récepteurs CB1 comme le rimonabant (SR141716A) (Rinaldi-
Carmona et al., 1994) et 'AM251 (Gatley et al., 1996), ainsi que par la production de souris

KO pour ce récepteur (Ledent et al., 1999).
b- Les antagonistes du récepteur CB1

Les antagonistes des récepteurs CB1 diminuent les effets récompensants des drogues

d’abus dans certaines conditions expérimentales. Par exemple, les effets récompensants des
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opiacés sont diminués a la fois dans des protocoles d’auto-administration (Caille and
Parsons, 2003) et dans la préférence de place conditionnée (Chaperon et al., 1998). Il a aussi
été démontré que le rimonabant et ’AM251 diminuaient les effets récompensants de la
METH dans un modele d’auto-administration réalisé chez le rat (Vinklerova et al., 2002). La
cocaine constitue un cas a part. En général, les antagonistes des récepteurs CB1 n’altérent
pas I'auto-administration de cette drogue dans un protocole de fixed-ratio (De Vries et al.,
2001; Filip et al., 2006), ni dans les procédures de préférence de place conditionnée
(Chaperon et al., 1998). Par contre, il a été montré que 'AM251 est capable de diminuer
I'auto-administration de cocaine dans le cadre d’un protocole de progressive-ratio (Xi et al.,
2006) et le rimonabant prévient la rechute induite par la cocaine et le contexte (De Vries et
al., 2001). Ces résultats suggérent que les effets appétitifs de la cocaine, et non ses effets
récompensants, dépendraient de I'activation des récepteurs CB1. Enfin, il semblerait que le
développement de la sensibilisation a la cocaine ne soit pas sous le controle des récepteurs
CB1 puisque des souris sauvages traitées avec le rimonabant (Lesscher et al., 2005)

développent une sensibilisation comportementale suite a des injections répétées de cocaine.

Les drogues d’abus ont la capacité d’augmenter le taux extracellulaire de DA dans le
shell du NAc, un effet qui joue un réle primordial dans les effets renforcants de ces drogues
(pour revue (Di Chiara et al., 2004)). L'administration d’antagonistes des récepteurs CB1
blogue cette augmentation de DA induite par la nicotine et I'alcool (Cohen et al., 2002), mais
pas par I’héroine (Tanda et al., 1997; Caille and Parsons, 2003) ou la cocaine (Caille and
Parsons, 2006). Des augmentations transitoires de DA dans le NAc ont aussi été observées
suite a I'administration de nicotine, d’alcool et de cocaine (Cheer et al., 2007) et seraient
impliquées dans le comportement de recherche de drogues (Phillips et al., 2003). De
maniére intéressante, une étude réalisée chez le rat a permis de montrer que

I’'administration du Rimonabant bloque ces augmentations (Cheer et al., 2007).
c- Les souris KO pour les récepteurs CB1

L'utilisation des souris KO pour le récepteur CB1 a permis de confirmer I'implication

de ce récepteur dans les effets récompensants des drogues d’abus. En effet, ces souris ne
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développent pas de préférence de place associée a la morphine (Martin et al., 2000) et ne
s’autoadministrent pas cette drogue (Ledent et al., 1999; Cossu et al., 2001). Par contre, la
préférence de place associée a la cocaine n’est pas modifiée chez ces souris et elles ne
développent pas de sensibilisation suite a des injections répétées de cocaine (Martin et al.,
2000). Par ailleurs, dans un protocole d’auto-administration a ratio fixe, les souris KO pour le
récepteur CB1 s’autoadministrent moins la cocaine quand elles sont mobiles (Soria et al.,

2005) que quand elles sont immobilisées (Cossu et al., 2001).

ii. Implication des récepteurs CB2

Peu d’études ont permis de mettre en évidence I'implication des récepteurs CB2 dans
I'addiction aux drogues. Onaivi et collaborateurs ont démontré, par RT-PCR, qu’une
administration chronique de cocaine augmente |'expression du récepteur CB2, alors que
I'alcool la diminue (Onaivi et al, 2008). En 2011, Xi et collaborateurs ont montré que
I'activation des récepteurs CB2 module les effets de la cocaine. En effet, ils ont prouvé que
I'administration systémique du JWH133 ou du GW405833, des agonistes sélectifs du
récepteur CB2, inhibe I'auto-administration de la cocaine chez des souris sauvages et des
souris KO pour le récepteur CB1, mais pas chez des souris KO pour le récepteur CB2 ou
prétraitée avec I'antagoniste AM630 (Xi et al, 2011). Dans cette méme étude, ils ont aussi
montré que, chez des souris sauvages, I'administration du JWH133 intra-NAc atténue l'auto-
administration de cocaine et diminue la libération de DA induite par cette drogue, des effets
blogqués par un prétraitement avec '’AM630 (Xi et al, 2011). Ces résultats indiquent que
I'effet inhibiteur du JWH133 passerait par une activation des récepteurs CB2, exprimés dans
le NAc, qui inhibe la libération de DA, bloquant ainsi les effets récompensants et
stimulateurs de la cocaine. Par ailleurs, contrairement a ce qui est observé pour la cocaine,
Gamaleddin et collaborateurs ont montré que I'activation des récepteurs CB2 n’affecte ni la
prise, ni le comportement de recherche de nicotine chez le rat (Gamaleddin et al, 2012a ;

Gamaleddin et al, 2012b).
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iii. Effets des ECs sur le systeme de récompense

L'anandamide et son analogue stable, la methanandamide, ont la propriété d’étre
autoadministrés par les primates non humains (Justinova et al., 2005a) et de renforcer
I’'auto-administration de METH chez les rats (Vinklerova et al., 2002). lls induisent une
augmentation des taux extracellulaires de DA dans le shell du NAc (Solinas et al., 2006), un
effet qui semble étre médié par les récepteurs CB1 et est potentialisé par l'inhibition de
I'enzyme de dégradation de I'anandamide (FAAH) et non par l'inhibition de son transport
(AM404) (Solinas et al., 2006; Solinas et al., 2007). Etant donné que I'anandamide est
rapidement dégradé, le meilleur moyen d’étudier sa contribution aux processus de
récompense est d’inhiber I'enzyme responsable de sa dégradation, la FAAH, a l'aide
d’inhibiteurs comme I"'URB597 (Kathuria et al., 2003) ou d’utiliser des souris KO pour cette
enzyme (Cravatt et al.,, 2001). Ces manipulations ont notamment permis de démontrer
I'implication de I'anandanmide dans la récompense induite par I’éthanol (Blednov et al.,
2007). En effet, des souris ayant recu I’'URB597 et des souris KO pour la FAAH présentent une
augmentation de la préférence a I’éthanol (Blednov et al., 2007), ce qui n’est pas le cas avec
I’'héroine (Solinas et al., 2005). D’un autre c6té, trés peu d’études ont rapporté des effets
comportementaux associés a l'action du 2-AG au niveau du systeme de récompense. Dans
une étude publiée en 2002, Kirkham et collaborateurs ont trouvé que, quand il est injecté
directement dans le Shell du NAc, le 2-AG est capable d’augmenter la prise de nourriture
(Kirkham et al., 2002). Enfin, il est intéressant de noter que les souris KO pour la FAAH
présentent un léger phénotype antidépresseur (Naidu et al., 2007) en accord avec le role de
I’'anandamide dans la régulation de I’humeur (Kathuria et al., 2003; Gobbi et al., 2005) (cf. D-

SCE et systemes de stress).

2. Effets des drogues d’abus sur le SCE

Les études de microdialyse, une technique qui permet d’étudier in vivo, et de facon
continue, le milieu extracellulaire cérébral, ont permis de mieux comprendre |'effet des

drogues d’abus sur la libération de neurotransmetteurs dans le cerveau. Dans le cas des ECs
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ceci est plus compliqué, et rares sont les études ayant employé la technique de microdialyse
pour mesurer les taux extracellulaires d’ECs dans le cerveau. En effet, dans une étude
combinant la microdialyse in vivo et I'auto-administration, Caille et collaborateurs ont
démontré que l'auto-administration d’héroine augmentait le taux d’anandamide dans le NAc
alors que l'auto-administration de cocaine ou d’éthanol ne le modifie pas (Caille et al.,
2007). D’un autre c6té, différentes études ont permis de mettre en évidence une diminution
du taux d’anandamide dans différentes régions cérébrales en fonction de la drogue
administrée. Ainsi, une administration chronique de THC (Di Marzo et al., 2000) ou de
nicotine (Gonzalez et al., 2002) réduit le taux d’anandamide dans le striatum. Au contraire,
I'administration chronique d’éthanol diminue le niveau d’anandamide dans le
mésencéphale et non dans le striatum (Gonzalez et al., 2002). Enfin, I'administration
chronique de cocaine et de morphine n’altére pas les concentrations d’anandamide dans ces
deux régions (Gonzalez et al., 2002 ; Vigano et al.,, 2003). L’administration chronique des
drogues d’abus modifie aussi le taux du 2-AG dans des structures impliquées dans la
récompense. Par exemple, il a été démontré que le THC (Di Marzo et al.,, 2000) et la
morphine (Vigano et al.,, 2003) diminuent le taux du 2-AG dans le striatum, alors que la

cocaine et la nicotine ne le modifie pas (Gonzalez et al., 2002).

|- SCE et systémes de stress

1. Régulation des émotions par le SCE

Plusieurs faits permettent de suggérer I'implication du SCE dans la régulation de la
réactivité émotionnelle. Premierement, les récepteurs CB1 sont exprimés, a des
concentrations élevées, dans des structures cérébrales telles que les structures limbiques
impliquées dans le contréle de I’humeur et des émotions (Herkenham et al., 1991; Freund et
al., 2003). Deuxiemement, la consommation de cannabis chez 'Homme induit une
amélioration de 'humeur, et réduit les symptémes anxieux et dépressifs (Green et al., 2003).

Troisiemement, des modifications du SCE ont été découvertes dans plusieurs maladies
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neuropsychiatriques incluant des troubles de 'humeur, comme la maladie d’Alzheimer (van
der Stelt et al.,, 2006), I'addiction aux drogues (Gonzalez et al., 2002) et la dépression
majeure (Hill et al, 2008a). Enfin, la modulation de la transmission cannabinoide, grace a des
outils pharmacologiques et génétiques, a permis de mettre en évidence un role des

composants du SCE dans la régulation des comportements anxieux et dépressifs.
i. Les récepteurs cannabinoides

L'implication du récepteur CB1 dans le controle des comportements anxieux a été
mise en évidence grace aux invalidations génétiques et pharmacologiques de ce récepteur.
En effet, des souris KO pour le récepteur CB1 présente un comportement anxieux basal plus
important que les souris sauvages dans les modeéles : (1) d’interaction sociale (Uriguen et al.,
2004) ; (2) de la boite « lumiere/obscurité » (Martin et al., 2002; Uriguen et al., 2004) ; et (3)
le labyrinthe en croix surélevé (Uriguen et al., 2004). Un pattern de modifications
comportementales similaire est observé dans la dépression : l'invalidation génétique des
récepteurs CB1 induit un phénotype dépressif chez les rongeurs (Patel et al., 2005) avec,
notamment, une anhédonie et une augmentation de I'immobilité dans le test de la nage
forcée (Martin et al., 2002; Steiner et al., 2008). Cependant, I'application d’antagonistes des
récepteurs CB1 réduit ces comportements dépressifs (Griebel et al., 2005). Par ailleurs, il a
été démontré que les récepteurs CB1 sont impliqués dans [|'extinction des mémoires
aversives via un effet inhibiteur au niveau de I'amygdale. En effet, en inhibant
pharmacologiquement (SR141716A) ou génétiquement (souris KO) le récepteur CB1,
Marsicano et collaborateurs ont démontré que ce récepteur était indispensable a
I'extinction des mémoires aversives via une inhibition sélective des courants GABA-

dépendants dans I'amygdale basolatérale (Marsicano et al., 2002).
ii. Les ECs

Des études menées chez les rongeurs ont démontré que l'augmentation des taux
extracellulaires d’ECs, par inhibition de leur dégradation, aurait un effet anxiolytique. Par
exemple, 'administration d’"URB597, un inhibiteur de I'activité de la FAAH, induit : (1) une

augmentation du temps passé dans les bras ouverts d’un labyrinthe en croix surélevé chez le
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rat (Kathuria et al., 2003), (2) une diminution du taux plasmatique de corticostérone chez
des souris immobilisées (Patel et al., 2004), (3) une diminution du développement de
I'anhédonie chez des souris ayant subi des épisodes répétés d'immobilisation (Rademacher
and Hillard, 2007) ainsi que (4) une normalisation de la prise de sucrose chez des rats ayant
subi un stress chronique (Bortolato et al., 2007). De méme, des souris traitées avec le
JZL184, un inhibiteur de la MGL, passent plus de temps dans les bras ouverts du labyrinthe
en croix surélevé que des souris non traitées (Busquets-Garcia et al., 2011). En invalidant
génétiquement I'un des 2 récepteurs cannabinoides, Busquets-Garcia et collaborateurs ont
pu démontrer que l'effet anxiolytique de I'anandamide était dépendant du récepteur CB1
tandis que celui induit par le 2-AG serait dépendant des récepteurs CB2 (Busquets-Garcia et
al.,, 2011) . Il est intéressant de noter que la modulation indirecte du SCE semble étre plus
efficace que I'application d’agonistes directs des récepteurs. En particulier, I'inhibition de la
FAAH qui n’induit pas d’hyperthermie, ni de catalépsie, ni d’hyperphagie, trois symptomes

induits par une intoxication aux cannabinoides chez le rongeur (Kathuria et al., 2003).

Au niveau de l'axe HPA, il semblerait que, face a un facteur stressant, les ECs
exercent un contrble négatif sur l'activation de cet axe (Patel et al., 2004). Dans des
conditions basales, les ECs du noyau paraventriculaire de I’hypothalamus (PVN) inhibent les
afférences excitatrices, qui innervent I'axe HPA (Di et al., 2003; Patel et al., 2004). Leur
diminution rapide suite a une exposition au stress induit une augmentation de la libération
de CRF dans la veine porte et , par conséquent, 'augmentation de la production d’ACTH par
I’hypophyse antérieure et de corticostérone par les glandes surrénales (Patel et al., 2004). Le
dysfonctionnement du signal endocannabinoide ne se limite pas a I'axe HPA mais peut
s’étendre pour atteindre d’autres régions impliquées dans le stress comme I'hippocampe ou
il a été démontré une diminution de I'expression des récepteurs CB1 ainsi que du taux de 2-

AG suite a un stress chronique imprédictible (Hill et al., 2005b).

2. Régulation du SCE par le stress

L'exposition a des évenements stressants induit, a son tour, des modifications du SCE

dans différentes régions cérébrales. Néanmoins, les résultats varient selon les études et
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selon les structures étudiées. Par exemple, dans le cas d’un stress chronique imprédictible,
Hill et collaborateurs ont montré une diminution du taux d’anandamide dans le striatum
ventral (Hill et al., 2008b), contrairement a une autre étude selon laquelle le taux
d’anandamide ne change pas (Bortolato et al., 2007). De plus, des études réalisées chez la
souris ont montré qu’un stress aigu ne modifie pas le taux d’ECs dans le striatum ventral
(Rademacher et al., 2008), mais le réduit dans d’autres structures cérébrales comme
I'amygdale et le CPF (Patel et al., 2004; Rademacher et al., 2008). Par ailleurs, Rademacher et
collaborateurs rapportent qu’une exposition a un stress répété n’altére pas la fonction des
CB1 dans le striatum ventral (Rademacher et al., 2008), tandis qu’une exposition a un stress
chronique imprédictible la réduit (Hill et al, 2008b). Enfin, dans une étude publiée en 2008,
Rossi et collaborateurs ont démontré que des souris exposées a une agression d’un
congénére présentent un réarrangement des récepteurs CB1, exprimés au niveau du
striatum dorsal, ainsi qu’un changement de la sensibilité des synapses GABAergiques a la
stimulation induite par les CB1 (Rossi et al., 2008) ; un effet absent au niveau des synapses

glutamatergiques (Rossi et al., 2008).

J- Role neuroprotecteur du SCE

Le SCE a émergé dans les derniéres années comme neuroprotecteur dans des
modeles de maladies neurodégénératives, telle que la maladie de Parkinson (Garcia-
Arencibia et al., 2007). Plusieurs études ont démontré que les ECs présentent des effets
neurotrophiques lors de lésions cérébrales comme l'ischémie (Melis et al., 2006). En se
fixant aux récepteurs cannabinoides, les ECs modulent les fonctions cellulaires neuronales,
gliales et endothéliales induisant un effet neuromodulateur (pour revue (Schlicker and
Kathmann, 2001)), anti-excitotoxique (Marsicano et al, 2003), anti-inflammatoire (pour
revue (Cabral et al., 2008)) et vasodilatateur (Parmentier-Batteur et al., 2002). Dans ce qui
suit, je présenterai, dans un premier temps, des exemples de neuroprotection induite par le
SCE dans le cadre de lésions cérébrales et de maladies neurodégénératives. Dans un
deuxieme temps, je détaillerai trois des mécanismes majeurs modulés par le SCE et
impliqués dans la neuroprotection qu’il procure : (1) la modulation des neurotransmissions,
(2) la modulation du systéme immunitaire, et (3) son réle dans la survie neuronale.
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1. SCE et atteintes cérébrales

Dans une étude récente, Melis et collaborateurs ont cherché a déterminer le réle du
SCE dans le dysfonctionnement dopaminergique induit dans I'ATV suite a une ischémie
cérébrale (Melis et al., 2006). A I'aide d’'une série de manipulations in vivo et in vitro, ils ont
mis en évidence que (1) lI'ischémie cérébrale stimule la libération du 2-AG, mais pas de
I'anandamide ; (2) le 2-AG produit active les récepteurs CB1, induisant ainsi (3) une

réduction de la libération excessive de glutamate induite par I'ischémie (Melis et al., 2006).

De plus, il a été montré que le taux des différents composants du SCE, notamment
celui du récepteur CB1, est altéré de maniere significative dans des désordres des ganglions
de la base. Par exemple, une diminution du taux des récepteurs CB1 a été observée chez des
patients atteints de la maladie de Huntington (Glass et al., 2000), ainsi que dans des phases
précoces du développement de la maladie de Parkinson (Garcia-Arencibia et al., 2009).
Cependant, dans les phases plus avancées de la maladie de Parkinson, une augmentation du
taux de CB1 a été décrite a la fois chez 'Homme et chez le primate non humain dans un
modele de lésion induite par la MPTP (Lastres-Becker et al., 2001). Ces résultats ont poussé
les chercheurs a explorer limplication du SCE dans le traitement de maladies
neurodégénératives caractérisées par un dysfonctionnement moteur (pour revue
(Fernandez-Ruiz, 2009)). Dans le cadre de la maladie de Parkinson, Lastres-Becker et
collaborateurs ont démontré un effet neuroprotecteur de la stimulation des récepteurs
cannabinoides (Lastres-Becker et al., 2005). En effet, I'administration in vivo de
cannabinoides exogénes (THC et cannabidiol), ainsi que I'application in vitro d’un agoniste de
ces récepteurs (HU-210), diminuent la déplétion dopaminergique et les déficits de TH induits
par la 6-OHDA dans le striatum de rats (Lastres-Becker et al., 2005). lls ont ensuite utilisé des
produits pharmacologiques plus sélectifs pour les différents composants du SCE afin de
mieux caractériser les mécanismes cellulaires mis en ceuvre dans cette neuroprotection.
Ainsi, ils ont pu déterminer que cet effet neuroprotecteur est dépendant des récepteurs CB2

et non CB1 (Garcia-Arencibia et al., 2007).
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2. Mécanismes potentiellement impliqués dans la neuroprotection

induite par le SCE

i. SCE et modulation des neurotransmissions

L'inhibition de la libération de neurotransmetteurs est I'une des conséquences
fonctionnelles induites par l'activation des récepteurs CB1 (pour revue (Schlicker and
Kathmann, 2001)). En effet, les ECs forment un mécanisme de controle rétrograde (cf. B-2-v.
Les ECs: des messagers rétrogrades) permettant la régulation de la libération d’autres
neurotransmetteurs. La libération d’ECs active les récepteurs CB1 exprimés par les neurones
présynaptiques, inhibant ainsi les afférences glutamatergique et GABAergique (Figure 26)
(pour revue (Piomelli, 2003)) au niveau de différentes régions cérébrales comme
I'hippocampe (Wilson and Nicoll, 2001), I'amygdale (Azad et al., 2003), et le striatum
(Gerdeman and Lovinger, 2001). Il a été aussi démontré que la libération d’Ach peut étre
réduite par les cannabinoides et augmentée par l'inactivation des récepteurs CB1 (Schlicker
and Kathmann, 2001), modulant ainsi les capacités d’apprentissage et de mémoire. Les
cannabinoides réduisent également la libération de la noradrénaline et la sérotonine (pour

revue (Schlicker and Kathmann, 2001)).

Bien que les effets primaires des agonistes CB1 sur la neurotransmission semblent
étre une inhibition, ils peuvent parfois induire une augmentation de la libération de
neurotransmetteurs. Par exemple, des études réalisées chez I'animal (French, 1997 ; Tanda
et al., 1997 ; Solinas et al., 2006) ont permis de mettre en évidence que I'activation du
récepteur CB1 engendre une libération de DA dans le NAc. Ainsi, I'injection d’anandamide,
ainsi que l'inhibition de la dégradation de cet EC, par injection d’"URB597, augmentent le taux
de DA dans le shell du NAc (Solinas et al., 2006). Ce phénoméne est CB1-dépendant, puisque
des études de microdialyse ont montré une augmentation du taux de DA dans le NAc suite a
I'administration d’antagonistes CB1 (Chen et al., 1991) et en particulier dans la partie du

Shell (Tanda et al., 1997).
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FParallel fibre

Figure 26. Régulation de I'activité des canaux ioniques présynaptiques par activation

des récepteurs CB1. (Piomelli, 2003)

a- Synapse GABAergique: I'activation des récepteurs CB1 déclenche une série d’évenements
intracellulaires incluant (1) l'activation de sous-unités de protéines G, (2) fermeture des
canaux calciques voltage-dépendants et (3) inhibition de la libération de GABA.

b- Synapse glutamatergique : I'activation des récepteurs CB1 déclenche (1) I'activation des
sous-unités de protéines G, (2) induisant l'ouverture de canaux potassiques. La membrane

est alors hyperpolarisée, ce qui provoque (3) la diminution de I'entrée de calcium et donc
I'inhibition de la libération de glutamate.
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ii. SCE et modulation du systéme immunitaire

Les cannabinoides influencent la fonction immunitaire dans le SNC. En effet, il a été
montré que l'administration de cannabinoides atténuait le développement de
I'Encéphalomyélite Autoimmune Expérimentale, un modele animal de la sclérose en plaques
(Lyman et al., 1989) et présentait des propriétés anti-inflammatoires dans des modeles
animaux d’Alzheimer (Esposito et al., 2007) et d’ischémie (Hayakawa et al., 2008). Des
données d’invalidation génétique des récepteurs cannabinoides confirment ces résultats
(Parmentier-Batteur et al., 2002). Par ailleurs, de nombreuses études ont décrit une
régulation de I'expression des composants du SCE lors de la réponse immunitaire. En effet,
I'application de lipopolysaccharide bactérien stimule la production d’ECs par les cellules
immunitaires (Di Marzo et al., 1999; Maccarrone et al., 2000), inhibe I’expression de la FAAH
(Maccarrone et al., 2001), et module I'expression des récepteurs cannabinoides CB1 et CB2

(Munro et al., 1993; Gardner et al., 2002).

Etant donnée sa forte expression dans les cellules immunitaires (Carlisle et al., 2002;
Klegeris et al., 2003), il est clairement établi que le récepteur CB2 joue un réle important
dans la régulation de la réponse inflammatoire. En effet, il a été montré que le taux d’ARNm
du récepteur CB2 est modulé différemment, selon I’état d’activation des cellules
immunitaires : les récepteurs CB2 ne sont pas détectés dans les cellules au repos, ont un
taux d’expression élevé dans les cellules en migration et une expression moins importante
dans les cellules entierement activées (Carlisle et al., 2002 ; Carrier et al., 2004 ; Maresz et
al., 2005 ; Cabral et al., 2008). Cette augmentation de CB2 est indispensable pour la phase de
migration puisque |'application d’agonistes du récepteur CB2 bloque ce processus, tandis

gue des agonistes du récepteur CB1 n’ont pas d’effet sur la migration (Raborn et al., 2008).

Le SCE module également la production de cytokines. Plusieurs études suggérent
que, lors d’'une réponse immunitaire, le SCE induit une diminution de production de
cytokines pro-inflammatoires comme le TNFa (Roche et al., 2008) et une augmentation de
production de cytokines anti-inflammatoires comme I'lL-4 (Yuan et al., 2002) et I'lL-10 (Smith

et al., 2000).
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iii. Effets opposés sur la survie/mort neuronale

Au niveau cellulaire, le THC a été démontré comme exercant des effets toxiques sur
des cultures de neurones hippocampiques (Chan et al., 1998) et corticaux (Campbell, 2001).
De méme, I'anandamide a été montré comme induisant I'apoptose des lymphocytes
(Schwarz et al.,, 1994). Plusieurs mécanismes sous-tendent cette toxicité. En effet, les
cannabinoides induisent (1) la production d’espéces réactives oxygénées (Chan et al., 1998),
(2) lactivation de la caspase-3 résultant en une fragmentation de 'ADN et déclenchant
I'apoptose (Campbell, 2001; Downer et al., 2001), (3) I'accumulation de céramides (Galve-
Roperh et al, 2000) et (4) I'activation de la JNK (Downer et al., 2003; Sarker et al., 2003). Les
effets toxigues du THC passeraient par les récepteurs CB1 puisque le blocage
pharmacologique de ces récepteurs bloque la toxicité induite par le THC (Chan et al., 1998;
Campbell, 2001). L’activation du récepteur CB1 joue un réle primordial dans la mort
neuronale induite par les cannabinoides (Downer et al., 2001). Il a été démontré que les
récepteurs CB1 sont couplés a plusieurs voies de transduction (cf. /l.1.c Signalisation des
récepteurs CB1 et CB2) dont la voie des MAP kinases (Rueda et al., 2000). Parmi les kinases
ainsi activées se trouve la kinase JNK (Downer et al., 2003), dont le r6le est de convertir les
stimuli extracellulaires en signaux intracellulaires qui, a leur tour, controlent I'expression de

geénes essentiels a la survie et a la mort neuronale (Marshall, 1995).

Ainsi donc, la neuroprotection que procure le SCE passe par la modulation de divers
processus (ex. modulation de [I'activation microgliale, modulation des systémes de
neurotransmission glutamatergique et dopaminergique...) qui interviennent dans la toxicité
induite par la METH (cf. Chapitre 1 de cette thése). Au vu de ces données, nous avons voulu
regarder si, en stimulant le SCE, on peut prévenir la neurotoxicité induite par la METH chez la

souris. Ces résultats font I'objet de I'article 3 présenté dans cette thése.

106



Objectifs de la these

Objectifs de la these

Les facteurs environnementaux positifs, comme I'exposition a un EE, ont été décrit
comme protecteurs contre la mise en place de la dépendance, en particulier grace aux
travaux réalisés dans I'équipe ces derniéres années. Cependant, les mécanismes permettant
de comprendre cette influence environnementale ne sont pas encore bien caractérisés.
Ainsi, I'un des objectifs de mon travail de thése a consisté a caractériser I'implication
potentielle du SCE dans I'action préventive de I'EE contre la dépendance a la cocaine. Ces
travaux ont été publiés dans [larticle 1, intitulé « Early exposure to environmental
enrichment alters the expression of genes of the endocannabinoid system », dans lequel
nous avons étudié si I'effet bénéfique de I'EE contre la dépendance aux drogues pouvait étre

médié par une régulation de I'expression de génes codant pour des protéines du SCE.

Une autre question que nous nous sommes posée consistait a déterminer si l'effet
protecteur procuré par I'EE contre I'addiction aux drogues était maintenu en cas d’arrét de
I'enrichissement environnemental. Dans [larticle 2, intitulé « Loss of environmental
enrichment increases vulnerability to cocaine addiction », nous avons recherché si des
souris élevées en SE ou en EE pendant une durée de 2 mois (du sevrage jusqu’a I'age adulte),
puis ayant subi un «switch» environnemental de 7, 30 ou 90 jours, étaient également
sensibles aux propriétés renforcantes de la cocaine. Les mécanismes responsables des effets

de ce « switch » ont également été caractérisés.

Un autre objectif de mon travail de these a consisté a rechercher une nouvelle approche
pour protéger contre cette neurotoxicité. Nous nous sommes intéressés au SCE, pour lequel
des propriétés neuroprotectrices commencent a étre décrites dans plusieurs conditions
pathologiques. Dans [larticle 3, intitulé « Modulation of the endocannabinoid system
prevents methamphetamine-induced neurotoxicity in mice », nous avons étudié si la
stimulation pharmacologique du SCE permet de prévenir la perte des terminaisons

dopaminergiques induite par la METH dans le striatum.
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Article 1: Early exposure to environmental enrichment alters the expression
of genes of the endocannabinoid system

El Rawas R., Thiriet N., Nader J., Lardeux V., Jaber M., Solinas M.

Brain Research (2011) 1390, 80-9

Notre équipe a récemment démontré que I'exposition des rongeurs a un EE pendant
la période d’adolescence modulait I'expression de plusieurs génes dans le striatum (Thiriet
et al, 2008) et protégeait les animaux contre les effets récompensants de la cocaine (Solinas
et al, 2009). Par ailleurs, il a été établi que le systeme cannabinoide endogéne (SCE) est un
systéme neuromodulateur impliqué dans les propriétés récompensantes des drogues : (1) le
THC, principe actif du cannabis et agoniste synthétique des récepteurs CB1, présente des
effets récompensants et augmente la libération de DA dans le NAc (pour revue (Tanda et
Goldberg, 2003)) ; (2) les récepteurs CB1 sont exprimés dans des régions du cerveau
impliquées dans le systeme de récompense comme le NAc, I’ATV et le CPF (Herkenham et al,
1990) ; (3) les agonistes des récepteurs CB1 facilitent les effets récompensants des drogues
tandis que les antagonistes de ces récepteurs diminuent ces effets (pour revue (Tanda et
Goldberg, 2003)); et (4) les stimuli renforcants augmentent le taux de cannabinoides

endogenes dans le cerveau (pour revue (Solinas et al, 2008b)).

En partant de ces observations, nous avons recherché si I'effet préventif induit par
une exposition a I'EE est sous-tendu par une régulation de I'expression de genes codant pour
les différents éléments du SCE. Pour cela, des souris C57Bl/6J ont été élevées soit dans un
EE, soit dans un SE pendant deux mois, depuis le sevrage et jusqu’a I'age adulte. Grace a la
technique d’hybridation in situ, nous avons étudié |'expression du récepteur CB1 et des
enzymes de dégradation des cannabinoides endogénes, la FAAH et la MGL, dans des régions
impliquées dans I'addiction aux drogues telles que I'amygdale, le noyau accumbens et le
cortex préfrontal. Nous avons observé que le taux d’ARNm du récepteur CB1 est augmenté

dans l'amygdale basolatérale et I'hypothalamus, et est diminué dans I'amygdale
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basomédiale, chez les souris élevées en EE. Un profil similaire a été observé pour la FAAH :
I'EE augmente le taux d’ARNm dans I’hypothalamus et 'amygdale basolatérale, mais ne le
modifie pas dans I'amygdale basomédiale. Par contre, aucune modification n’a été observée
pour le géne codant pour la MGL. Ces modifications ont eu lieu dans des régions cérébrales
impliquées dans la réponse au stress. Afin de vérifier si I’exposition a I'EE modifiait la
réponse au stress, nous avons utilisé le test de I'hypophagie induite par la nouveauté (NSF)
pour comparer le niveau d’anxiété des souris SE et EE. Nos résultats comportementaux ont
montré une diminution de I’état anxieux chez les souris élevées en EE par rapport a celles
élevées en SE. L'ensemble de ces résultats suggere donc que I'EE induit une diminution de
I'’état de stress, un effet qui serait lié a la modulation du SCE dans les régions impliquées
dans la régulation de la réponse au stress, et serait impliqué dans la résistance a I'addiction

observée chez ces individus.
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Early environmental enrichment (EE) praduces asveral changes in gene expression in the
brain and confers protection against the behavioral, neurochemical and molecular effects
of repeated administration of drugs of abuse. Because the endogencus cannabinoid
system (ECS) is known to play &n important role in the rewarding effects of drugs, we
investigated whether the positive effects of early exposure to EE ave associated with
changesin the expression of penes encoding for proteing that belopg te the ECS in O57
mice. Using in situ hybridization, we compared the expression of the cannabinoid receptor
CB1, fatty acid amide hydrolase (FAAH) and monoacylglycerol lipase (MGL) enzymes in
brain regions involved in drug eddiction in mice reared in either EE or standard
environments (SE} from weaning until adulthood, We found that EE increases CBI
mRNA levels in the hypothalamus and in the basolateral amypdala but deeraased themin
the basomedial amygdala. Similarly, we found that FAAH mRNA levels are higher in the
hypothalamus and the basolateral amyedala of EE mice compared to SE mice, with no
change in the basomedial amygdala. In contrast, MGL mRNA levels were not affected by EE
inany of the areas analyzed. The regional selectivity of EE-induced changes may indicaie
that early exposure o EE induces changes in the ECS that could result in reduced
responses 1o stress, as confirmed in EE mice in a novelty-induced suppression of feeding
test, and, ultimately, in resistance to addiction.

@ 2011 Elsevier B.V. All dghts reserved.

1. Intreduction

heroin (Goeders, 2003; Kreek et al., 2005; Marinelli and Piazza,
2002, Sinha, 2001). On the other hand, others and we have

Several studies have investigated the influences of environ-
mental factors in determining sensitivity to the rewarding
effects of drugs and vulnerability to develop addiction
{Goeders, 2002; Kreek et al., 2005; Marinelli and Piazza, 3002;
Sinha, 2001; Solinas et al., 2010} For example, it has been
shown that négative environmental factors exacerbate addic-
tion to drugs of abuse such as amphetamine, cocaine, and

* Correspanding author, Fax: +33 0549 454014
E-mail address: marceilosolinas@univ-poitiers.fr (M. Solinas).

shown that positive environmental manipulations, such as
housing animals in environmental enrichment (EE) during
early stages of life reduces the rewarding effects of amphet-
amine {Bardo et al, 2001; Green et al, 2002), cocaine {Green
et al.,, 2010; Sofingz et al,, 2009), and opiates (El Rawas et al,
2009; Xu et al, 2007) but not those of methamphetamine
(Thirdet et al , 2010). In addition, we have reported that rearing

0006-5993/% - see front matter & 2011 Elsevier V. All rights reserved,

dai 10,101 &) brainres. 2011.03.025



mice in EE produces changes in the expression of several
genes in the striatum (Bezard et al., 2003; Solinas et al. 2009;
Thiriet et al., 2008) that may underlie the reduced reactivity of
siriatal neurons to cocaine (Solinas et al., 2009).

The endogenous cannabinoid system (ECS) i3 a neuromao-
dulatory system that is comprised of cannabinoid CB recep-
torg, endogenous ligands for CB receplors among which the
best characterized are anandamide and 2-arachidonoylghy-
ceral (2-AG), a putative membrane transporter and enzymes
invalved in the synthesis and inactivation of the endopenous
ligands (Di Marzo et al, 2004; Piomelli, 2003}, Converging
evidence sugpests that the ECS is involved in brain reward
processes and drg addiction (Solinas et al,, 2007; Solinss etal.,
Z2008): 1) cannabincid CB1 receptors are localized in brain
regions implicated in reward such as the mesolimbic dopa-
minergic systemn (Herkenham et al., 1990; Howlett et al., 2004;
Marsicano and Lutz, 1999, Tsou et al, 1998a) 2) delta-3-
tetrahydrocannabinol (THC), the main psychoactive constitu-
ent of marijuana, synthetic CB1 receptor agonists and the
endocannabinoid anandamide produce rewarding effects and
increase dopamine levels in the nucleus accumbens (Gardner,
2005; Justinova et al, 200% Solinas et al., 2007; Tanda and
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Goldberg, 2003); 3) CB1 receptors agonists facilitate rewarding
effects of drugs of abuse and CB1 receptar antagonists or
genetic invalidation of this receptor reduce subjective, re-
warding, discriminative effects of ‘a variety of drugs of abuse
and prevent ralapse to drug-seeking behavior in monkeys,
rodents and humans (Gardner, 2005; Justinova et al., 2005;
Ledent et al., 1999; Solinas et al., 2007; Tanda and Goldberg,
Z003); and 4) reinforcing stimuli alters brain levels of
endopenous cannabinoids (Caille et al., 2007; Solinas et al,,
Z008). In addition, it has been recently demonstrated that the
ECS plays a major role in regulating stress responses (Cota,
2008; Canon-Elazar and Akirav, 2009 Hill et sl 2009; Hill et al.,
2010; Patel et al,, 2004; Steiner and Wotjak, 2008) and in fact, it
appears to oppose the consequences of chronic stress
{Gorzalka et al., 2008). Importantly, we have recently proposed
that the beneficial effects of EE are, at least in part, secondary
to its anti-stress effects (Solinas et al, 2010).

Given the rale of the EC5 in reward and stress processes and
the fact that EE reduces rewarding éffects of drugs of abuse, we
investigated whether expasure to EE during early stages of lifa
could result in differential regulation of genes encoding for
members of the ECS. For this, we housed C57 mice in either EE

SE

Fig. 1 - mRMA levels of CB1 receptor in mice reared in environmental enrichment (EE) or standard environments [SE).
Densitometric analysis was used to quantify CB1 mRNA as a) units of optical density and b) percent over SE control level,

c) Representative pictures showing the expression of CB1 mENA at each bregma level analyzed. Results represent means = SEM
from 7-10 5E mice and 9-12 EE mice. Student’s t-test: *, p=0.05; ™, p<0.01 different from SE control. Abbreviations: PCx,
prefrontal cortex; CPu, dorsal striatum; NAe, nucleus accumbens; DH, dorsal hippocampus; VP, ventral pallidum; BLA,
basolateral amygdala; CeA, central amygdala; BMA, basomedial amygdala; VTA, ventral tegmental area.
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et standard environments (SE) from weaning to adultheod and
we used insitu hybridization technigues to assess the mENA
levels of CB1 receptars, fatty acid amide hydrolase (FAAH), the
main enzyme invelved in the degradation of anandamide
(Cravatt and Lichtman, 2003; Di Marzo et al., 2004; Piomell,
2003; Ueda et al., 2000), and monoacylglyeerol lipase (MGL), the
main enzyme invalved in the degradation of 2-AG (Di Marzo et
al,, 2004; Dinh et al., 2002; Piomelli, 2003), in regions involved in
drug addiction. Furthermore, in order to wverify whether
exposure ta EE reduces stress respanses in our experimeantal
conditions, we compared stress responses of EE and 5E mice in
the novelty-induced suppression of feeding (NSF) test (Santar-
elli et-al, 2003; Surget et al., 2008),

2. Results

2.1, EE maodifies the expression of CB1 receptor in the
amygdala and the hypothalamus

The distribution of mANA levels of CB1 receptors in the brain
regions analyzed was similar to-what was previously described
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in control animals (Marsicano and Lute, 199%; Tsou etal., 19%8a).
CB1 mENA expression was absent in the thalamus, very low in
the nucleus accumbens, the ventral tegmental area and the
ventral pallidum (Fig. 1). On the other hand, the dorsal
hippocampus, the amygdala, the dorsolateral caudate-puta-
men, the cortéx and the hypothalamus showed moderate to
high levels of CH1 mENA. When comparing the effects of
environments, the levels of CB1 receptor mRNA were signifi-
cantly higher in the hypothalamus and the basolateral amyg-
dala but significantly lower in the basomedial amygdala of EE
mice compared to SE mice (Fig. 1). On the other hand, the
expression of CB1 receptor mRNA did not differ berween EE mice
and SE mice in any of the other areas investigated (Fig. 1)
[Student’s t-test: BLA, DF=15, t-value=562 p<0.01; BMA,
environment effect; DF=15, t-value=11.82, p=<0.0001; hypothal-
amus, OF =15, t-value=224, p<0.05].

2.2, EE increases FAAH expression in the basolateral
amygdala and the hypothalamus

The distribution of the FAAH mBNA found in this study was
comparable to that'described in earlier papers (Thomas et al,,

Fig. 2 - mRNA levels of FAAH enzymes in mice reared in environmental enrichment (EE) or standard enviromments (SE}.
Densitometric analysis was used to quantify the FAAH mRNA as a) units of optical density and b) percent over SE control level.
¢} Representative pictures showing the expression of FAAH mAMA at each bregma level analyzed. Results represent means
+5EM from 7-10 S5E mice and 9-12 EE mice. Student's t-test: °, p=0.05; **, p=0.01 different from SE control. Abbreviations: PCx,
prefrontal cortex; CPu, dorsal strintum; NAe, nucleus accumbens; DH, dorsal hippocampus; VP, ventral pallidurm; BLA,
basolateral amygdals; CeA, central amygdala; BMA, basomedial amygdals; VTA, ventral tegmental area.
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19497; Tsou et al,, 19980), with high levels of expression in the
dorsal hippocampus and the cortex, mederate levels in the
amygdala, thalamus, hypothalamus and low levels in the
basal ganglia and ventral tegmental area (Fig. 2). When com-
paring the effects of environments, levels of FAAH mBNA were
significantly higher in the basolateral amygdala and the hypo-
thalamus of EE mice compared with SE mice; no difference
was found in the other areas analyzed (Fig. ) [Student’s t-test:
BLA, DF=19, t-value=2.41, p<0.01; hypothalamus, DF=19,
t-value=2.23, p=0.05).

2.3,  MGL expression is not altered by EE

The distribution of the MGL mEMA found in this study was
comparable to that described in earlier papers (Dinh et al,
2002). MGL mRNA was expressed mostly in the dorsal
hippocampus, the cortex and the shell part of the nucleus
accumbens (Fig. 3), Moderate to low expression was found in
the caudate-putamen, the core part of the nucleus accumbens,
the ventral pallidum, the thalgmus, the amygdata, the hypo-
thalamus and the ventral tegmental area. MGL mBEMNA express-
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ion did not differ between 5E mice and EE mice in any of the
brain regions analyzed (Fig, 3).

2.4,  EE mice are less anxious than SE mice

In the NSF test, we found that, compared to 5E mice, EE mice
have similar latencies to sniff food but decreased latencies to
actually start eating food (Fig. 4) [Student’s t-test: eating time,
DF=21, t-value=572, p<0.0001). This indicates that exposure
to EE reduces stress responses and anxiety.

3. Discussion

In this study, we investigated the impact of early exposure to EE
on the ECS. Our main findings are that EE alters the mENA levels
of two members of the ECS, namely the cannabincid CB1
receptor and FAAH enzyme. These changes were not wide-
gpread but rather limited to the amygdala and the hypothala-
mus, two regions that play key roles in stress responses. The
present results appear to provide indirect support to our

EE

SE

Fig. 3 - mRNA levels of MGL enzymes in mice reared in environmental enrichment (EE) or standard environments (SE).
Densitometric analysis was used to quantify the MGL mRENA as a) units of optical density and b) percent over SE control level.
¢) Representative pictures showing the expression of MGL mRNA at each bregma level analyzed. Results represent means = SEM
from 7-10 SE mice and 9-12 EE mice, Student’s t-test: *, p<0.05; **, p<0.01 different from SE control. Abbreviations: PCx,
prefrontal cortex; CPu, dorsal striatum; NAc, nucleus accumbens; DH, dorsal hippocampus; VP, ventral pallidum; BLA,
basolateral amygdala; CeA, central amygdala; BMA, basomedial amygdala; VTA, venitral tegmental area.
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Fig. 4 - Stress responses in mice reared in environmental
enrichment (EE) or standard environments (SE). The
novelty-induced suppression of feeding test was used to
investigate responses to stress, Latencies to sniff and to eat
were used as measures of anxiety. Results represent means
£5EM from 12 SE mice and 11 EE mice. Student’s t-test: **,
p=0.01 different from SE control,

recent suggestion that anti-stress effects of EE play a major role
in the ability of EE to decrease the vulnerability to addiction
(Solinas et al., 2010).

We found that EE alters mRNA expression of CB1 and FAAH
but not of MGL. FAAH enzymes are responsible for the degra-
dation of anandamide (Cravatt and Lichtman, 2003; Di Marzo
et al., 2004; Piomelli, 2003; Ueda et al, 2000) whereas MGL
enzymes are responsible for the degradation of 2-AG (I3 Marzo
etal., 2004; Dinh et al,, 2002; Plomelli, 2003), Basal levels of 2-AG
in the brain are higher than those of anandamide (Caille et al,
2007, Stella et al, 1997, Sugiura et al, 15955} and sewveral
phystological or pharmacological manipulations produce bigger
changes in anandamide than in 2-AG brain levels (Giuffrida
etal, 1999 Valentiet al,, 2004; Viganoetal., 2004). This had led to
the hypothesis that whereas the primary role of anandamide is
neurotransmission, 2-AG would Be more involved in house-
keeping roles that are necessary for basal cell functioning
and survival (Piomelli, 2003). Although in this study, we did
not measure anandamide and 2-AG levels, the kack of EE-
induced changes in MGL mRNA brings indirect support to this
hypothesis.

Early exposure to EE has several beneficial effects in rodents
including improvements in memory and leaming capabilities
and in neurclogical and psychiatric diseases (Laviola et al,, 2008;
Withianantharajah and Mannan, 2006; Solinas et al., 2010;
van Praag et al, 2000). In the last years, we performed several
studies in mice demonstrating powerful beneficial effects of EE
on drug addiction [Solinas et al, 2010), For example, we found
that both cocaine and hercin conditioned place preferences
are reduced in mice rearéd in EE compared to §E mice (El Rawas
et al, 2009; Solinas et al, 2009), In addition, EE mice showed

reduced activating effects of cocaine and reduced expression of
zif-268 in the shell of the nucleus accumbens in response to
cocaine in 8 behavioral sensitizabion procedure (Solinas et al.,
2009). These changes were paralleled by dramatic alterations in
striatal gene expression and functioning (Bezard et al, 2003,
Solinas et al., 2009; Thiriet et al., 2008). Conversely, the ECS is
known to play a key role in the reinforcing effects of drugs of
addiction (Solinaset al,, 2007; Sclinas et al., 2008) and regions of
the mesp-cortico. dopaminergic pathway appear to mediate
several of these effects (Caille et al., 2007; Solinas ot al., 2006;
Fangen et al, 2006), Based on these lines of evidence, we
expected to detect EE-induced changes in the ECS in the
prefrontal cortex, the striatum and the ventral tegmental area,
but such changes were not found in the present study, Ancther
brain area where both EE {Solinas et al,, 2000, van Praag et al,,
2000) and cannabinoid seem to actis the hippocampus (Howlett
et al., 2004), However, significant alterations of the ECS were not
found in any of these areas in EE mice, A previous study that
used quantitative autoradiography found that EE increases CR1
receptor binding in the globus pallidum, the entepeduncular
nucleus and the substantia nigra but not in the striatum and
antagonizes the decreases in CB1 receptor hinding associated
with Huntington disease in each of these areas (Glass et al.,
2004). However, direct comparison between receptor binding in
this study and mBENA levels in ours is not straightforwand
because cannabinoid CB1 receptors are present both on
synaptic terminals (Freund et al., 2003} and in somatodendritic
locations (Kofalvi et al,, 2005; Rodriguez etal., 2001).

Instead of meso-cortical-limbie or hippocampal areas, EE
appeared to selectively alter gene expression of members of
the ECS in the amygdala and the hypothalamus, two areas
that play important roles in stress response (Hill and
MeEwen, 2009; McEwen, 2007). In addition, sxposure ta EE
reduces responses to stress as demonstrated by decreases in
locornation in 8 novel environment, a response that is often
congidered a stress-related measure (Bezard et al., 2003}, and
decreases in latency to eat food in a novel environment in a
noveity-induced suppression of feeding (present study).
These findings support our recent proposal that one of the
main mechanisms underlying the positive effects of EE on
addiction is the inhibition of stress responses and the ability
to boost antistiress brain mechamsms (Solinas et al., 20100).
Keeping in consideration this hypothesis, it should be noticed
that chronic unpredictable stress was found to decrease the
binding to CB1 receptars in the hypothalamus and the Hssue
levels of anandamide in the hypothalamus and the amygdala
(Hill et al., 2008). Social isolation, another form of stress in
rodents (Hall, 1998), has been shown to produce a decrease in
CH1 receptors in the amygdala as measured by immunohisto-
chemistry (Malone et'al., 2008) but niot by in situ hybridization
(Robinson et al, 2010), In addition, ne change was found at the

Fig. 5 - Schematic representation of the regions in which mENAs for MGL, FAAH and CB1 were quantified by in situ
hybridization. Bregma 1.18 mm: 1) prefrontal cortex, 2) dorsal striatum, 3) nucleus accumbens, 4) nucleus accumbens shell,
5) nucleus accumbens core; bregma 0,14 mm: &) ventral pallidum bregma 1.7 mm;: 7) the dorsal hippocampus, 8) thalamus,
9} hypothalamus, 10) basolateral amygdala, 11) central amygdala, 12) basomedial amygdala; bregma 3,08 mm: 13} ventral
tegmental area. It should be noticed that it was possible to distinguish berween the shell and core of the nucleus accumbens
(areas 4 and 5) only for MGL probes whereas for CB1 and FAAH probes expression in the entire accumbens was measured

(area 3).
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mBNA level in the amygdala or the hypothalamus for CB1
receplors, FAAH or MGL but significant changes were found in
cortical regions (Robinson et al,, 2070}, These results highlight
the complexity of the effects of environmental conditions
on gene expression in the brain and indicate that in some
instances the moadifications induced by EE and stress may not
be mirtor images,

Recently, the ECS has emerged as a key player in the
regulation of the activity of the HPA axis (Cota, 2008, Ganon-
Elazar and Akirav, 2009; Hill et al,, 2009: Hill et al, 2010; Patel
et al, 2004; Steiner and Wotjak, 2008), In fact, increases in
endocannabinoid signaling can suppress stress-responsive
system (Cota, 2008; Patel et al., 2004; Steiner and Worjak, 2008).
More precisely, it has been shown that the activation of CB1
receptor in the baselateral amygdala inhibits stress-induced
corticosterone elevaten (Ganon-Elazar and Alkirav, 200%; Hill
et al, 2009). Also, in the hypothalamus, a link between
glucocorticoids and cannabinoids has been reported (Di
et gl, 2003; Tasker, 2006; Viveros et al, 2007). For example,
negative feedback of stress responses iz mediated by gluce-
corticoid-stimulated synthesis and release of endecannabi-
noids within the paraventricular nucleus (i et al, 2003;
Taskser, 2006; Viveros et al, 2007}, Given that EE decreases
stress-induced corticosterone levels and reduces animal
stress (Belz et al., 2009; Benaroya-Milshtein et al., 2004; Laviola
et al, 2004; Moncek et al,, 2004; Morley-Fletcher et al., 2003;
present studyj, the changes in CBl1 receptor and FAAH
mRMNA expression in the basolateral amygdala and:in the
hypothatamus of EE mice reported here may participate to the
reduced stress effects in EE. Conseguently, as stress increases
vulnerability to develop drug addiction (Goeders, 2002; Mar-
inelli and Plazza, 2002}, these EE-induced alteration in the ECS
ceuld ultimately be invelved in the decreased vulnerability to
develop drug addiction observed in EE animals (Carrall et al,,
2009; Laviola et al,, 2008; Solinas et al., 2010, Stairs and Bardo,
a0109).

A few caveats for the interpretation of our study should be
highlighted. First of &ll, in this study we measured only mRNA
levels of CB1 receptors, FAAH and MGL and it is possible that
some functional changes could not be detected. This is
especially relevant because EE was provided chronically for
2 months and, therefore, some changes in the ECS may have
eccurred in the first days or weeks of EE and later, when they
reached a steady-state level, they could have returned to basal
levels, and thus, they could remain undetected. In addition,
we did not measure functional changes that could have
altered the affinity for the ligand/substrate or changes in
coupling of CB1 receptars similar to these reported in previous
studies (Rubino et al., 1998; Rubino etal., 2000a; Rubino et &1,
2000b; Rubino et al, 2003). Also, the present study did not
directly measure changes in brain levels of endocannabinecids
that could alsoe be altered by EE. However, the current
technigues to detect endocannabinoid levels cannot be easily
adapted to provide the regional selectivity that is necessary to
dissect small brain regions in the mouse brain such as the
basomedial and the basolateral amygdala that show opposite
effects of EE on CHI levels.

In conclusion, we found that exposure to EE during early
stages of life induces alterations in the ECS in brain regions
that play central roles in stress responses. These EE-induced
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changes may result in the modulation of levels of stress and
anxiety and consequently in the reduction of the rewarding
effects of drugs of abuse. Qur results further support the
hypothesis that the ECS is a promising target for the
development of new medication to treat addiction {Solinas
et gl 2007, Solirias et al., 2008) and other paychiatric diseases
in which stress plays a major role (1 Marzo et al., 2004; Hill
and Gorzalka, 2008; Hill and McEwen, 2009).

4. Experimental procedures

4.1.  Subjects

C57Bl/E] mice were bred on-gite assuring that parents wene not
siblings. Only males were used in the study. They were housed
in-a temperature-controlled environment on a 12-h light/12-
b dark cycle with the lights on from 7:00 AM to 7:00 M and
had ad libitum access to food and water, All experimentations
were conducted during the light period. Experiments were
carried out in accordance with the European Communities
Council Directive of 24 November 1986 (86/60%/EEC) for the
care of laboratory animals.

4.2 Housing environmental conditions

Afterweaning (3 weeks of age), mice from different litters were
randomly divided in two different housing environmental
canditions, SE or EE, in groups of four {mice in the same cage
were not siblings) for 2 months. SE consisted of common cage
housing {25 cm=20cm=15 cm). EE consisted of larger
(60 cm= 38 cm = 20 cm) cages containing constantly a running
wheel and a small house and four to five toys that were
changed once & week with new toys of different shapes and
colours,

4.3 In situ hybridization

Mice were killed between 10 AM and 2 PM. In situ hybridization
experiments were performed an braing of EE (n=12) or 5E (n=10)
mice, Brains were removed, frozen in isopentane at —43 °C, and
then stored at - 80 °"C. Coronal tissue sections {14 pm thick} were
thaw-mounted onto SUPERFROST slides (VWR International,
Fontenay sous Bois, France) and stored at -80°C,

Plasmids containing CB1, MGL and FAAH probes were kindly
provided by Dr, G. Marsicano (Insenm, Université Bordeaux I,
France). The plasmids were amplified in competent bacteria
then extracted using a Pure Yield plasmid Midiprep system
protocol. Ten microgram of plasmids was linearized using
restriction enzymes targeting restriction sites on both sides of
the inserts in order to later synthesize sense and antisense
riboprobes, The linearized plasmids were then purified by
phenol/chleroform extraction and ethaneol precipitation. Ant-
sense and sense cRMA probes were prepared by in vitro
transcription from 1 pg of linearized plasmid in the presence
of [ "8]-UTP {Promega, France). The sense riboprobes were used
as control for the probes specificity.

The in situ hybridization procedure was performed as
previously described (Thiriet et al., 2000, Thiriet et al., 2001).
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Sections were delipidated, acetylated and prehybridized for
10 min at 60 *Cin a solution containing formamide 50%/S5C 1«
(150 mM MaCl and 15 mM sodium citrate, pH 7). They were
then dehydrated by immersion in & graded series of ethanol
solutions and air-dried. The labelled probes were diluted at the
concentration 25000 cpm/ul in the hybridization buffer con-
taiming 50% formamide, 10% dextran sulfate, 4= §5C, 10 mM
dithiothreitol. Thirty microliters of the probe solution were
placed on the sections at 52 “C overnight. The sections were
washed twice in 50% formamide, 1x 55C at 55°C for 1h. A
treatment with RNAse A {3006 W/ml), diluted in 10 mM Tris-
HCI buffer {pH 8} containing 100 mM NaCl and 1 mM EDTA,
was performed for 30 min at 37 °C. The slides were rinsed
again, dehydrated, air dried and exposed for 7 days to a Storm
Phosphorimager system for quantitative analysis using Image
Cuant software. Sections were taken at different distarices
from bregma to-allew for the analysis of the optical densities
for selected brain areas (Fig Sk bregma 1.18mem for caudate
putamen {CPu), nucleus accumbens shell (NAcS), nucleus
accumbens core (NAcC), prefrontal cortex (PCx); bregma 0.14
for ventral pallidum (VP); bregma—1.7 mm for dorsal hippo-
campus (DH), basolateral amygdala (BLA), basomedial amyg-
dala (BMA), central amygdala (Cea), thalamus, hypothalamus,
bregma-—3.068 mm for ventral tegental area (VTA) (see Fig. 5).
The optical densities were calculated by subtracting the
background level determined as the optical density in the
corpus collusum or the ventricle for each section. A total of
two slides per animal {four sections per slide) were used and
analyzed for each hybridization experiment. All experiments
were done in duplicate,

The distnbution of the hybridization signal in the nucleus
acrumbens varied depending on probe used. Whereas for
the MGL probe we could differentiate botween the shell and the
core of the nucleus accumbens, with the FAAH and CB1 probes it
was not possible to distinguish these two subregions {see Fig, 5
and Figs. 1c, 2¢, 3c). Theréfore, for these mRNAs the entire
nucleus accumbens was quantified {see Fig. 5).

4.4. Novelty-suppressed feeding test (NSF)

The N5F is a test designed to induce a conflict between the
rodent's innate fear of novel environments and the hunger
induced by food-deprivation (Santarelli et al., 2003; Surget et
al, 2008), The NSF is often used to measure stress responses and
emotional states in rodents. 1 briel, food was removed fram the
cages the night before the test and, approximately 14 h later,
mice were brought to the testing room 1 h before the test for
habituation, The testing apparatus consisted of a home-made
wonden box (33 ¢m =33 cmi= 30 cm) with a floor covered with 2-
cim sawdust that was changed between trials. During testing, a
single pellet of regular chow was placed on a white paper in the
center of the box. Mice were placed in a corner of the box and
latencies to sniff food and to-begin eating were recorded for
3min. Shorter latencies were interpreted as an index of
reducton of stress responses and anxiety,

4.5,  Statistics

Al regulis are presented as group means +SEM. Differences in
mRMA lavals or behavioral measures between SE and EE mice
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were assessed by unpaired two-tail Student's t-test. Differences
were congidered significant when p =0.05,
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Il est de plus en plus établi que I'exposition a un EE posséde des effets préventifs et
curatifs dans le cadre de I'addiction aux drogues d’abus (pour revue (Solinas et al, 2010)) (cf.
chapitre 2 de cette these). Par exemple, notre équipe a récemment démontré que, des souris
élevées en EE, depuis le sevrage et jusqu’a I'dge adulte, présentent une diminution de la
préférence de place conditionnée associée a la cocaine (Solinas et al, 2009), a I'héroine (El
Rawas et al, 2009), et a la morphine (Xu et al, 2007), mais pas a la METH (Thiriet et al, 2011).
Dans ces études, les animaux ont été exposés a I'EE de facon continue. Cependant, aucune
étude n’a permis de déterminer si I'effet protecteur induit par I'EE contre I'addiction aux

drogues est maintenu en cas d’arrét de I'enrichissement environnemental.

Dans cette étude, nos souris ont été élevées en SE ou en EE pendant une durée de 2
mois (du sevrage jusqu’a I'age adulte). Elles ont ensuite subi un «switch» environnemental
de 7, 30 ou 90 jours. Nous avons ainsi obtenu : (1) le groupe SE>SE, dans lequel les souris ont
été élevées en SE de fagon continue; (2) le groupe SE>EE, dans lequel les souris ont été
élevées en SE jusqu’a I'age adulte puis en EE pendant 7, 30 ou 90 jours; (3) le groupe EE>EE,
dans lequel les souris ont été élevées en EE de fagon continue; et (4) le groupe EE>SE, dans
lequel les souris ont été élevées en EE jusqu’a I'age adulte puis en SE pendant 7, 30 ou 90
jours. Nous avons constaté que la perte des conditions enrichies résulte en une
augmentation de la vulnérabilité des animaux aux effets récompensants de la cocaine,
mesurée par une augmentation de la préférence de place pour le compartiment associé a la
cocaine chez les souris EE>SE. Ce phénoméne a été observé 7 et 30 jours suivant la perte des

conditions enrichies.

121



Résultats Expérimentaux

Cette vulnérabilité accrue chez le groupe EE>SE a été associée a un état émotionnel
négatif, mesuré 7 jours aprées le « switch » environnemental, par : une diminution du temps
d’exploration du centre de I'aréne dans I'Open Field, une augmentation de I'immobilité dans

le test de la nage forcée et, une diminution du temps de toilettage dans le Splash test.

La sensibilité, induite par le « switch » environnemental, aux effets récompensants
de la cocaine a aussi été associée a une augmentation des taux d’ARNm du neuropeptide
CRF dans le BNST, ainsi qu’a une augmentation de la phosphorylation du facteur CREB dans
le BNST, ainsi que dans le Shell du NAc. Afin de valider I'implication du systeme CRF dans les
conséquences négatives induites par la perte de I'enrichissement, nous avons administré
I'antalarmin, un antagoniste du récepteur CRF1, pendant les 7 jours de «switch»
environnemental. Nous avons alors observé une diminution de la sensibilité induite par la

perte des conditions enrichies chez le groupe EE>SE traité avec I'antalarmin.

Ainsi donc, nos résultats indiquent que la perte des conditions de vie percues comme
positives induit la mise en place d'un état émotionnel négatif, favorisant ainsi le

développement de I'addiction.
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Loss of Environmental Enrichment Increases Vulnerability to
Cocaine Addiction

Joélle Nader'"**, Chauvet Claudia™®*, Rana El Rawas®>*, Laure Favot™, Mohamed Jaber'??,
Nathalie Thiriet*"*"* and Marcello Solinas'***

'INSERM U-1 084, Expenmental and Clinieal Neurosoences Loboratory, Meurshislogy and Meuropharmocology Addiction Group, Paitiers,
Fromce: “Institut de Baologre et Phywiologre Cellulaives, CNRS, Porbers, France; JL.'F.‘."-'I;,N".EII':,-‘ of Poaters, | Rue Georges Bonnet, Poitiers, Fronce;
* aborotoie Inflammetion, Tissus Epithelioux et Cytakines, Poitiers, France

Life experiences, especially during critical periods of maturation, such as adoisstence, can dramatically affect vulnerability o dissases at
adulthood, Early exposure to positive environmental conditions such-as environmental ennichment (EE) has been shown to reduce the
occurrence and the intensity of neurclogical and psychiatric disorders including drug addiction. Howeser, whether or niot exposure to EE
duning early stages of life would protect from addiction when, at adultheod, individuals may find thernselves i non-enrched conditions
has not been investigated. Here we show that switching mice from EE to non-ennched standard environments not only results in the loss
of the preventive effects of EE but also increases the rewarding effects of cocaine. This enhanced wulnerability is assocated with
emational distress and with increased levels in the mAMNA levels of corticotropin releasing factor (CRF) in the bed nucleus of the stria
terminialis (BRST). as well as with inereases n CRER phaspharylation in the BMNST and in the shell of the Auclews accumbens. The
increased sensitivity to the rewarding effects of cocaine is completely Blockad by the CRF antagonist antalarmin, confirming a major role
of the CRF system in the negative consequences of this environmenital switch, These resufts indicate that positive Ife conditions during
earty stages of life; if they are not maintained at adulthood, may have negative emotional conseguences and increase the risks 1o develop

drug addiction.

INTRODUCTION

Compelling evideénce demonstirates that life experiences and
environments, especially during early stages of life, highly
influence the effects of drugs of abuse and have a major role
in the development of drug addiction (Enoch, 2011; Swadi,
1999}, In animal models of addiction, the importance of
environmental conditions on subsequent effects of drugs of
abuse has been clearly established. In particular, chronic
exposure to stress induces neuronal adaptations that result
in increased rewarding effects of drugs and higher vulnera-
bility to addiction (Goeders, 2002; Koob, 2008; Kreek et al,
2005; Marinelli and Piazza, 2002; Sinha, 2001}, The corticotropin
releasing factor {CRF) system (Arborelius ef al; 1999) and
transcription factors, such as CREB (Carlezon et al, 2005),
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appear to have a major role in stress-induced alterations
of drugs’ effects (Carlezon et al, 2005; Koob, 2008). For
example, it has been recently shown that chronic stress
increases the rewarding effects of cocaine by increasing CRF
signaling and consequently pCREB levels in several brain
regions involved in stress reactions and reward processes
(Kreibich et al, 2009), and CRF can increase phosphoryla-
tion of CREB in striatal neurons (Stern et al, 2011).

In parallel with these findings, accumulating evidence
indicates that exposure to environmental enrichment (EE)
during early stages of life reduces the effects of drugs of
abuse and decreases the vulnerability to develop addiction
(Carroll et al, 2009; Laviola ef al, 2008; Solinas et al, 2010;
Stairs and Bardo, 2009). For example, mice reared in EE
from weaning to adulthood show reduced conditioned place
preference (CPP) to cocaine and heroin (El Rawas er al,
200%; Solinas et al, 2009) but not to methamphetamine
{Thiriet er al, 2011). In addition, rats reared in EE show
reduced self-administration of amphetamine and cocaine
{Barde et af, 2001; Green ef al, 2009; Green ef al, 2002; Stairs
et al, 2006). Although in most experiments investigating the
effects of EE on drug addiction, animals were constantly
exposed to EE, an important question that needs to be
addressed is whether exposure to EE during early stages of
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life would protect from addiction even if enrichment were
discontinued.

In this study, we reared mice from weaning to adulthood
in either a standard environment (SE) or EE, we then
switched them to EE or SE and after 7, 30, or 90 days, we
investigated the ability of cocaine (10 mg/kg) to induce CPP.,
Surprisingly, we found that, when an environmental switch
occurred, exposure to EE during early stages of life not only
did not protect from cocaine but also made mice more
vulnerable to its reinforcing effects. This effect was age-
dependent because mice that experienced EE and switch
from EE to SE at adulthood, developed CPP similarly to
control groups. The switch from EE to 5E in young mice was
associated with a negative emotional state and with
increases in CRF levels in the bed nucleus of the stria
terminalis {BNST) and increased phospo-CREB levels in the
BNST and the nucleus accumbens (NAc) shell. Finally, we
demonstrated that chronic blockade of CRF, receptors
(CRFRs) during the 7 days, intervening between the envir-
onmental switch and CPP conditioning, completely pre-
vented switch-induced enhancement of the rewarding
effects of cocaine.

MATERIALS AND METHODS
Subjects

Male C57Bl/6] mice (Janvier, Le Genest Saint [sle, France)
were housed in a temperaturé-controlled environment on a
12-h light/dark cycle with the lights on from 0700-1900
hours and had ad libitum access to food and water. All
experimentation was conducted during the light period.
Experiments were carried out in accordance with the
European Communities Council Directive of 24 November
1986 (86/609/EEC) for the care of laboratory animals.

Housing Environmental Conditions

After weaning (3 weelcs of age), mice were randomly divided
in two different housing environmental conditions, SE
or EE, and kept in these housing conditions for 2 months.
In rodents, this period encempasses adolescence and
young adulthood. SE consisted of common cage housing
(25 = 20 x 15¢m’). The EE consisted of larger (60 » 38
20c¢m’) cages containing constantly a small house and a
running wheel for voluntary exercise, and four to five toys
that were changed once a week with new toys of different
shape and color. All mice were housed in groups of 4.

A separate group of animals was housed in SE until
adulthood {approximately 11 weeks of age). Subsequently,
mice were randomly divided in two different housing
environmental conditions, SE or EE, and kept in these
housing conditions for 2 months and environmental switch
was performed only thereafter (adult control group).

General Experimental Design

At adulthood (11 weeks of age), half of the mice in one
environmental condition were swilched to the other
condition and kept in the animal facility until testing or
killing (Figure 1). CPP experiments were conducted 7, 30, or
90 days after the switch, This allowed selecting a 7-day time
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point for all other procedures. Control groups of animals
were kept in their original environment for equivalent
periods of time. We compared four experimental groups:
(1) SE-SE mice that were housed in SE throughout the
experiment; (2) SE-EE mice that were housed in SE until
adulthood and then switched to EE; (3) EE-EE mice that
were housed in EE T.hruughuut the experiment and {4) EE-
SE mice that were housed in EE until adulthood and then
switched to SE. For adult control experiments, we obtained
the same four experimental groups, and tests for CPP were
performed 7 days after the switch.

For antalarmin experiments, a different 2 = 2 design was
used with two environmental conditions (EE-SE and 5E-
SE) and two treatments (antalarmin or vehicle) (Figure 5a).
Starting i!1'1|'l1|31:1iatf.-i"g-r after the switch, mice were injected
twice per day (1800-0800 hours} with the CRF,R antagonist
antalarmin (Sigma-Aldrich; www.sigmaaldrich.com) at a
dose of 10 mg/kg. A total of 13 injections were administered
with the last administration being 15-18 hours before
the preconditioning session of CPP in order to avoid
any interference of antalarmin treatment and CPP
procedures.

Rewarding Effects of Cocaine

CPP experiments with cocaine (10 mglkg i.p.) were per-
formed as previously described (Solinas et al, 2009). CPP
prucedure consisted of three phases: preconditioning (one
30-min session), conditioning (two 30-min sessions per day
for 3 days), and test (one 30-min session). Preference
scores, which served as a measure of rewarding effects of

SE
SE-SE
SE /
\ i SE-EE
SE EE-SE
EE /
\ EE EE-EE
L I\ J
1 1
Pre-Adolescence, Adulthood
Adolescence and
young adulthood
60 days 7, 30 or 90 days

Flgure | Schematic represeptation of the espenmental desigrne Mice
were: initialty housed ether in 565 or EEs from weaning to adutthood, At
aduithood . (approsamately post-ratal day, PO 77). mice were either
switched 1o the other environmental condition or they were kept in the
same  emronmental  conditton as controls. CPP expenments  wers
canducted ¥, 30, or %0 days after the switch, Mote that different groups
of mice were used for each time point, Mote also that for the adutt group, a
similar protocol was used, but esposure to EE started at adulthood
[approximately PND 77} and ervironimental switch oocurred after B wesks
[approsimately PR | 35),



cocaine, were calculated by subtracting the time in seconds
spent during the pretest from the time spent during the test
day in the compartment paired to cocaine injections.

Emotional Distress

In separate groups of mice, open field (OF), forced swim
test (FST), and splash test were performed to measure
emotional distress. For the OF test, anlma]s were put in the
middle of a white arena (50 % 50 % 50 cm®) and left free to
explore it for 10 min. The behavior of mice was recorded
using a video camera and analyzed by Viewpoint software
(Viewpoint Life Sciences, Lyon, France; www.vplsi.com/
news.php). A circle of 40 cm diameter was virtually drawn
in the center of the arena and the percentage of time spent
in this area over the total time was used as a primary
measure of anxiety-like behavior. For I"ST experiments,
mice were placed in a beaker {21.4 x 17.2 cm J of water {23-
25°C) and their behavior was recorded using a video
camera for 6 min and scored by an observer blind to the
environmental manipulation. Immobility time, defined as
the absence of all movements except those required to keep
the head of the mouse above the water, was measured. The
splash test was used to measure emotional distress
(Santarelli et al, 2003; Surget et al, 2008). In brief, the
dorsal coat of the mouse was sprinkled with a 10% sucrose
solution with a manual sprayer (two pulverizations deliver-
ing approximately 1 ml). Because of its viscosity, the sucrose
solution triggers a licking and grooming behavior, The first
grooming latency and the time spent grooming were
recorded for a period of 5 min.

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

Seven days after the environmental switch, mice were
decapitated and brains were removed, immediately frozen
on dry ice, and stored at —80 "C until use. Sections {200 um}
were cut using a cryostat and BNST or amygdala were
punched out using a 1-mm microdissecting needle. RNAs
for RT-PCR quantification were obtained as previously
described (Thiriet et al, 2008). The sequences of primers
used were designed using Primer-BLAST software (http://
www.nchi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/index.cgi? LINK_
LOC = BlastHome). The sequence for CRF,R was the same used
by Sztainberg et al (2010). Samples were normalized to control
e i e o S i L SR
where CT corresponds to the cycle threshold when
fluorescence is first detected. The changes in 277 were
normalized over SE-SE values and used for analysis.

Phospho-CREB Immunochistochemistry

Seven days after the environmental switch, mice were
anesthetized, transcardially perfused, and brain processed
as previously described (Solinas et al, 2008). Antibodies
directed at the phosphorylated form of CREB (Ser 133) (Cell
signaling; www.cellsignal.com) were used. Pictures of sections
(three per mouse) were taken using computerized image
analysis software {MorphoStrider, ExploraMova, La Rochelle,
France) and were quantified bilaterally using cell count
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analysis software (Mercator, ExploraMeva, La Rochelle,
France) by an experimenter blind to group assignments.

Drugs

Cocaine HCl was obtained from the Research Triangle
Institute and dissolved in sterile saline solutions (0.9%).
Antalarmin (Sigma-Aldrich) was dissolved in 10% DMSO
in saline solutions. All drugs were administered ip. in a
volume of 1 ml/100 g

Statistical Analysis

All results are presented as group means (£ SEM).
Differences between groups were assessed by one-way with
environmental history as factor or two-way ANOVA with
environmental history and time as factors. Results showing
significant overall changes were subjected to Student-
Newman-Keuls post-hoc test, Differences were considered
significant when P<0.05.

RESULTS

Switch from EE to SE Increases the Rewarding Effects
of Cocaine

Consistent with our previous findings (Solinas et al, 2009),
cocaine induced significant preference in mice that were
housed continuously in SE (SE-SE) but not in mice that
were housed continuously in EE (EE-EE) (Figures 2a—c). In
mice that were housed in SE from weaning to adulthood and
were switched to EE before the beginning of CPP con-
ditioning (SE-EE), cocaine still induced significant pre-
ference 7 days after the switch (Figure 2a). However, 30 and
%0 days after the switch, SE-EE mice appear little or not at
all sensitive to the rewarding effects of cocaine (Figures 2b
and ¢}, indicating that extensive exposure to EE can have
protective effects against addiction even when provided at
adulthood. Surprisingly, and opposite to our predictions, in
mice that were housed in EE from weaning to adulthood
and were switched to S5E (EE-5SE), cocaine induced a very
strong preference (5005, ie, 200% more than SE-SE controls)
when CPP conditioning was performed 7 and 30 days after
the environmental switch (Figures 2a and b). Only after
90 days in SE, EE-5SE mice returned to preference scores
comparable to controls (SE-SE) (Figure 2c). The effects of
environmental switch as a function of time for each group
are shown in Supplementary Figure 1. Statistical analysis
revealed a significant effect of environmental history
(Fs 115=8.00, P<0.0001), time (Fs ;0=6.80, P<0.01),
and a significant environmental history » time interaction
effect (Fy, 119= 3.36, P<0.01).

Suhsaquenﬂy, we investigated whether the effects of
environmental switch depended on the age at which animals
were exposed to EE before being switched or not to SE.
When mice were housed in EE at adulthood, exposure to EB
for 2 months (EE-EE), but not for 1 week (SE<EE), was able
to block the development of cocaine CPP (Figure 2d). On
the other hand, mice housed in EE at adulthood and then
switched to SE for 1 week (EE-SE) showed a CPP that was
similar to that of control SE-SE mice (Figure 2d). These
results show that although the protective effects of EE are
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Figure 1 Effects of environmental switch on the rewarding effects of cocaing, In mice housed in EE or 53E from weaning to adulthood, cocgine-induced
CPP was mvestigated (a) 7. (b) 30, or{c) 90 days after the enviranmental shift i mice switched from 5E to EE {SE-EE)} or EE to SE {EE-SE) and their non-
switchied controts (5E-5E and EE-EE), In rmice housed in EE or 5E for 2 months starting at adulthood (d), cocaine-induced CPF was investigated 7 days after
the erviranmental shift, Preference scone is the difference in the time (& 5EM) spent in the cocaine-paired compariment before and after conditioning
{m=10=11 per group), Post Student-Mewrman-Keuls #P <005 and **F<00] different from SE-5E controls.

rapidly lost after return to SE, this switch at adulthood does
not cause an increase in the rewarding effects of cocaine.
Statistical analysis showed a significant effect of environ-
mental history with EE differing from all other groups (one-
way ANOVA, F; 3s=6.44, P<0.01).

Switch from EE to SE Produces a Negative Emotional
State

We then investigated whether the enhanced sensitivity to
the rewarding effects of cocaine was associated with a
negative emotional state. Seven days after the switch, in an
OF test, mice switched from EE to SE showed low levels of
exploration of the center of the arena, a behavior that is
consistent with high levels of anxiety. These levels were
comparable to those of SE-SE but significantly lower than
those of both SE-EE and EE-EE mice (one-way ANOVA,
environmental history, Fs, 3, =4.94, P<0.01). On the other
hand, in a FST procedure, we found that over a 6-min test
EE-EE mice showed less immobility than other groups
(Figure 3a) (one-way ANOVA, F3 33=3.35 P<0.05),
confirming an antidepressant-like effect of enrichment
(Laviola et al, 2008; Nithianantharajah and Hannan, 2009
Solinas et al, 2010), EE-5E mice did not differ from SE-SE
or SE-EE mice in the total time of immobility during the 6-
min test (Figure 3b). However, a closer look at time courses
revealed that EE-SE showed low immobility levels similar to
EE-EE in the first 2-min bin of the test, but in the second
and third 2-min bins, they showed immobility levels similar
to those of SE-SE and SE-EE mice (Figure 3c). Indeed,
when expressed as % of initial immobility levels, EE-5E
showed increases in immobility that were significantly
higher than all other groups (Figure 3d) {one-way ANOVA,
environmental history, F; 1= 3.10, P<0.05). We intérpreted
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low levels of immobility during the initial phase of the test
as a consequence of motor fitness of EE-SE mice, due to
months of physical activity in EE (Madronal et al, 2010;
Munn er al, 2011; Pietropaclo et al, 2006), On the other
hand, we interpreted the rapid increase in immobility found
over the course of the FST session in EE-S5E as a
manifestation of enhanced behavioral despair and of an
underlying negative emotional state. To confirm this
hypothesis, we used the splash test, a procedure sensitive
to chronic stress (Santarelli ef al, 2003; Surget et al, 2008) that
is independent from motor performance. We found that mice
switched from EE to SE show significantly longer latency to
start grooming behavior and spend less time grooming than
all other groups of mice (Figure 3e) (one-way ANOVA,
latency: Fy 40=3.37, P<0.05; grooming time: Fy 4 =5.12,
P-<=0,01) confirming a low emotional state in these mice.

Switch from EE to SE is Associated with Increases in
mBRNA Levels of CRF

CRF is one of the major neurotransmitters involved in stress
responses and emotions { Arborelius et al, 1999), and it has
been recently demonstrated that the anxiolytic effects of EE
depend on the CRF system in amygdaloid regions (Sztain-
berg et al, 2010). Therefore, we hypothesized that the
emotional distress induced by the switch from EE to SE
could be mediated by alteration in the expression of
members of the CRF system in amygdaloid nuclei. Using
quantitative RT-PCR, we found that switch from EE to 5E is
associated with a selective increase in CRF mRNA in the
BNST (Figure 4a) (one-way ANOVA, Fz 33 =3.10, P<0.05)
but not in the amydgala (Figure 4b). No significant changes
in CRE,R or CRF;R mRENA were found in either the BNST
or the amydgala (Figures 4a and b).



a
i o y
fu] % I3
£ ¥
E
i
1®
B
o
* EE-EE
C 1001 asE5E
E =k~ SE-EE
=  |-A—EE-SE
é =g=EE-EE
50
i
E
n T L] T
2 4 5
2.min Bins
€ 1507 o sESE
2004 ©=% SE-EE
R EE-5E
E 1804 — EE-EE

i

_-_m_ﬁ ]

Enrichment deprivation and cocaine reward

| Mader et o
b
Ho -
"
E
=
100 <
:
E
E
o
SESE
d *
= 1000 4 ampESE
% —i—SE-EE
2 780 {-8-EEEE
E ~#-EE-SE
E s 4
g m 7
2
o T T T
2 4 &
24min Bins
- -1

i

Lawmncy

Figure 3

Grogming

Effects of environmental seatch on emational responses. Stress responses meazured incthe OF, FST and splash test in mice switched from SE 1o

EE {SE-EE) or EE to SE (EE-5E) and their non-swilched controks (SE-5SE and EE-EE) 7 days after the ervironmental switch, Panel {a) shows percentage of
trne spent In the center of the OF arena. Panel (b} shows total immobility and panel (c) shows time. course for immobllity during. a &-min F5T, Pane!
(d) shows the percentage mcrease in immability in the second and third 2-min FST companed with the mitial 2-min bin. Panel () shows latency to grooming
and tme: spent grooming in the splash test Data are expressed as mean [ £ 5EM) of group values (n= 10=-11 per group). Post Student-MNewrman-Keuls

=L (05 different from SE-SE coningks

Blockade of CRF,R Eliminates the Enhanced Sensitivity
to Cocaine Induced by Environmental Switch

We then investigated whether the increased CRF tone
associated with switch from EE to 5E was respansible for the
enhanced sensitivity to the rewarding effects of cocaine. For
this, we switched animals and treated them with the CRFR
antagonist antalarmin (10 mg/kg twice per day) or vehicle
during the 7 days, occurring between the environmental switch
and the beginning of cocaine CPP conditioning (Figure 5a). In
order to verify that chronic treatment with antalarmin itself did
not disrupt subsequent CPP, control mice were housed in SE
and received antalarmin or vehicle according to the same
protocol. We found that antalarmin completely abolished the
increase in cocaine rewarding effects induced by switch from
EE to SE (Figure 5b) (one-way ANOVA, F; 1= 3.32, P<0.05).

Switch from EE to SE is Associated with Increases in
pCREB Immunoreactivity Levels in the BNST and in the
NAc Shell

[t has been shown that repeated stress increases reactivity to
cocaine through an increase in CREB phosphorylation in
limbic areas and that these effects of stress are lost in mice

lacking CREB (Kreibich er al, 2009). We therefore
investigated whether environmental switch could lead to
increases in levels of pCREB in several brain areas such as
the NAc shell and core, the lateral septum (L5), the BNST,
the basolateral amygdala (BLA), basomedial amygdala, and
central amyedala (CeA) (Supplementary Figure 2). We
found that switch from EE to SE increased pCREB immuno-
reactivity levels selectively in the BNST and NAc shell
{Figure 6) (one-way ANOVA, NAc Fy 3=23.42, P<0.05
BNS5T: Fy 3:=5.13, P=0.01) but not in the other regions.

DISCUSSION

Exposure to EE has been shown to have beneficial effects on
neurodepenerative disorders, such as Parkinson Disease,
Alzheimer Disease, and Huntington Disease, and psychia-
tric disorders such as anxiety, depression and schizophrenia
{Baroncelli et al, 2010; Cirulli et al, 2010; Laviola et al, 2008;
Nithianantharajah and Hannan, 2009 Rosenzweig and
Bennett, 1996). In addition, EE has been shown to have
both preventive and restorative effects on drug addiction
{Carroll et al, 2009; Laviola et al, 2008; Solinas et al, 2010;
Stairs and Bardo, 2009), For example, it has been recently
reported that mice housed in EE from weaning to adulthood

Meuropsychopharmacology
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show reduced rewarding effects to cocaine (Solinas et al,
2009), heroin, and morphine (El Rawas et al, 2009; Xu ef al,
2007). Here we aimed at determining whether the positive
effects of EE on cocaine vulnerability would persist after the
discontinuation of EE. Surprisingly, the main finding of
the present study is that discontinuvation of EE leads to
increases in the rewarding effects of cocaine in comparison
with mice that have been exposed to neutral SE throughout
the experiment. Thus, not only the positive effects of EE are
not long lasting but also depriving mice from EE increases
vulnerability to cocaine. Therefore, mice that have been
exposed to a rich, stimulating environment could find a SE
rather poor, and thus the switch from EE to SE would be
perceived as stressful and aversive. Somewhat similarly, it
has been shown that DBA mice that have been socially
housed for 19 days and then switched to single housing self-
administer more cocaine than mice that are always kept in
single housing (van der Veen et al, 2007),



Given these somewhat unexpected results, we hypothe-
sized that the switch-induced increase in cocaine rewarding
effects was a consequence of a negative emotional stress. In
fact, stress is known to increase the reinforcing effects of
drugs (Goeders, 2002; Koob, 2008; Kreck et al, 2005;
Marinelli and Piazza, 2002; Sinha, 2001}, and accumulating
evidence shows that exposure to stress increases the ability
of cocaine to induce CPP (Kreibich et al, 2009; McLaughlin
et al, 2006; McLaughlin ef al, 2003). Consistent with this
hypothesis, we found that emotional responses were altered
in mice switched from EE to 5E. In a FST, a measure of
emotional behavior that is dependent on physical activity,
we found that EE-5E mice initially show low levels of
immobility probably becanse of motor fitness produced by
months of physical activity in EE (Madronal et al, 2010;
Munn ef al, 2011; Pietropaolo ef al, 2006). However, this
apparent beneficial effect quickly disappeared and EE-SE
mice showed increased immobility levels that were sig-
nificantly higher than other groups, a behavior that we
interpreted as a despair-like behavior. We confirmed low
emotional responses in these mice, in the splash test, a
measure of emotionality that is independent from physical
performance (Santarelli et al, 2003; Surget ef al, 2008). In
fact, the switch from EE to 5E was associated with a
decrease in se}f—grﬂnming, a behavior also found in chro-
nically stressed mice (Santarelli et al, 2003; Surget et al,
2008). In the OF test, EE-3E mice explored the center of the
arena less than EE-EE and SE-EE mice, suggesting that the
effects of EE on this anxiety-related behavior are rapidly lost
when EE is discontinued and, conversely, that they can
appear rapidly when EE is implemented. However, the OF
test was nol able to discriminate between EE-SE and
SE—SE mice as both these groups showed low levels of
exploration. Therefore, the negative emotional conse-
quences of environmental switch from EE to SE appear to
be subtle and may be revealed by some but not all
behavioral tests commonly used to study stress-related
FESPONSEes.

An important aspect of the negative effects of deprivation
of EE is that they appear to be age-dependent. In fact, only
when exposure to EE occurred at early stages of life, switch
from EE to SE increased the rewarding effects of cocaine, In
contrast, when exposure to EE occurred at adulthood,
switch from EE to SE simply lead to the loss of the effects of
EE but not to an increase in the rewarding effects of cocaine.
Therefore, these results support the hypothesis that adolescence
and young adulthood represent critical periods of develop-
ment during which external factors and environmental
conditions may have a great impact on the vulnerability to
drugs (Ernst er al, 2009; Marco et al, 2011; Spear, 2000). On
the other hand, during adulthood, individuals may be more
able to cope and overcome environmental changes even
when they may represent a deterioration compared with
previous conditions.

The CRF system is known to have a major role in stress
responses and emotions (Arborelius e al, 1999). In addition,
this system has been recently shown to be responsible for
the anxiolytic effects of EE (Sztainberg et al, 2010) and in
the stress-induced increases in cocaine CPP (Kreibich et al,
2009), suggesting that it may also be involved in the
behavioral consequences of environmental switch. In addition,
CRF has been shown to have major roles in drug-taking and
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drug-seeking behavior (Corominas ef al, 2010; Koob, 2008),
and in models of relapse (Buffalari et al, 2011; Shalev et al,
2010). In agreement with this role, we found that switch
from EE to SE produces significant increases in CRF mRNA
levels in the BNST, a brain region critically inveolved in
stress responses and emotions (Davis and Whalen, 2001).
The causal role of the CRF system, especially CRF R, in the
negative consequence of switching from EE to SE on the
vulnerability to addiction was confirmed by the fact that
chronic blockade of CRF\R by antalarmin prevented the
enhancement of the rewarding effects of cocaine. Similarly,
in a previous study, it was found that injections of anta-
larmin prior to exposure to a forced swim stress prevented
an enhancement in cocaine CPP (Kreibich et al, 2009). In
the same study, it was found that forced swim stress
produced an increase in CREB phosphorylation in the NAc
shell, NAc core, LS, the BNST, the BLA, and CeA, and that
CREB-deficient mice did not show any stress-induced
enhancement of cocaine CPP (Kreibich et al, 2009). In the
present study, the switch from EE to SE increased pCREB
levels in the NAc shell and in the BNST but not in the other
brain areas investigated, suggesting that different stressors
can induce different patterns of CREB activation. Increases
in pCREB in the BNST and NAc shell have been shown to be
associated with depression-like behaviors, enhanced re-
sponses to stress, and anxiety (Carlezon et al, 2005; Curtis
et-al, 2002; Kreibich er al, 2009). Although the role of CREB
in the NAc on cocaine reward has been clearly established
(Carlezon et al, 2005; Kreibhich et al, 2009}, future studies
will be necessary to better define the role of CREB in the
BNST on these effects. Nevertheless, a recent study has
shown that CREB phosphorylation in the BNST is necessary
for stress-induced reinstatement of cocaine CPP (Briand
et al, 2010},

An important implication of our findings is that although
positive life conditions, if maintained, may provide protec-
tion from drug addiction (Carroll et al, 2009; Laviola et al,
2008; Stairs and Bardo, 2009), discontinuation of EE increases
vulnerability to drug addiction. Although these results
deserve confirmation with operant self-administration proce-
dures, they may have implication for the understanding of
the consequences of changes in environmental conditions
that may occur in the passage from adolescence to adul-
thood. In fact, although it is generally agreed that addictien
is associated with poor sociceconomic and poor family
conditions {(Swadi, 1999}, many people belonging to families
with conditions that appear rather positive also develop
addiction to drugs and in particular to cocaine. Our results
sugpest that changes from living conditions perceived as
positive to less favorable environmental conditions could
lead to negative emotional states that can favor the develop-
ment of psychiatric illness such as addiction.
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Résultats Expérimentaux

Article 3: Modulation of the Endocannabinoid System prevents

Methamphetamine-induced neurotoxicity in mice

Nader J., Rapino C., Gennequin B., Francois A., Francheteau M., Makryiannis A., Maccarrone
M., Solinas M., Thiriet N.

(en cours de préparation)

La METH est I'un des psychostimulants les plus consommeés dans le monde, en raison
de son colt faible et de la longue durée de ses effets (Krasnova et Cadet, 2009). En
comparaison aux autres psychostimulants, la METH induit une forte toxicité neuronale (cf.
chapitre 1). En effet, des études d’imagerie cérébrale ont montré une diminution du taux des
marqueurs dopaminergiques chez des usagers de METH (Wilson et al, 1996 ; McCann et al,
1998 ; Volkow et al, 2001b). De plus, des études précliniques ont montré que les animaux
ayant été exposés a la METH présentent une dégénérescence des terminaisons
dopaminergiques dans le striatum et le cortex (Wagner et al, 1980 ; Ricaurte et al, 1982 ;
Schmidt et al, 1985; O’Callaghan et Miller, 1994). Par ailleurs, plusieurs propriétés
neuroprotectives ont déja été suggérées pour le SCE, notamment dans le cadre de lésions
cérébrales et de maladies neurodégénératives (Melis et al, 2006 ; Garcia-Arencibia et al,
2007) (cf. chapitre 3). De plus, les ECs ont la capacité de moduler des mécanismes, comme
I'excitotoxicité (Marsicano et al, 2003), I'inflammation (pour revue (Cabral et al, 2008)) et la
neurotransmission (pour revue (Schlicker et Kauthmann, 2001)), toutes trois impliquées dans

la neurotoxicité induite par la METH (cf. chapitre 1).

Ainsi, nous avons recherché si la stimulation pharmacologique du SCE permet de
protéger contre la toxicité induite par la METH. Dans un premier temps, nous avons mesuré,
en collaboration avec I'équipe du Pr M. Maccarrone (Université de Teramo, Italie), le taux

striatal d’anandamide et de 2-AG suite a I'administration de la METH (30mg/kg, i.p.). Nous
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Résultats Expérimentaux

avons montré que la METH induit des changements rapides du taux de ces
endocannabinoides dans le striatum. Dans un deuxieme temps, nous avons stimulé
pharmacologiquement le SCE, avant I'administration de la METH, en utilisant le THC
(3mg/kg), 'URB597 (1mg/kg) ou le JZL184 (1mg/kg), le premier étant un agoniste direct des
récepteurs cannabinoides et les deux autres des inhibiteurs des enzymes de dégradation des
ECs. Nous avons alors observé que la stimulation du SCE avant I'administration de la METH,
protége contre la perte de TH induite par la drogue. Enfin, en utilisant des antagonistes des
récepteurs CB1 ou CB2, nous avons montré que la neuroprotection induite par le SCE est

dépendante de I'activation des récepteurs CB2.

Ainsi donc, nos résultats soulignent I'importance du SCE en tant que systéme
protecteur contre les processus neurotoxiques déclenchés par la METH, et constituent un
argument en faveur du ro6le protecteur des récepteurs CB2 contre les processus

neurodégénératifs.
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Introduction

Methamphetamine (METH), a substituted amphetamine, is one of the most abused
psychostimulants around the world due to its inexpensive production and long duration of
action (Krasnova and Cadet, 2009). Its chronic use is often associated with cognitive
impairments such as deficits in attention, working memory and decision-making (Simon et
al., 2000; Volkow et al., 2001c; Chang et al., 2002; Johanson et al., 2006). Structural magnetic
resonance imaging (MRI) studies have shown that recurrent use of high doses of METH
induces persistent morphological changes in brain regions implicated in mood regulation
such as the prefrontal cortex, the hippocampus and the striatum (Volkow et al., 2001a-b;
Chang et al., 2005; Barr et al., 2006). For example, Thompson et al. observed a loss of gray
matter in the cingulate, limbic and paralimbic cortices, and a shrinkage of the hippocampus
in chronic METH users (Thompson et al., 2004). Also post-mortem and brain imaging studies
have shown that long-term use of METH induces specific damages for the dopaminergic
neurotransmitter system, such as a reduction of dopamine (DA) levels, as well as a
decreased level of dopamine transporter (DAT) and tyrosine hydroxylase (TH), a key step in
the DA synthesis (Wilson et al., 1996; McCann et al., 1998; Volkow et al., 2001c). In
agreement with clinical observations, preclinical studies showed that animals exposed to
METH present a degeneration of DA nerve terminals, which is shown by a reduction in TH
activity, DAT activity and vesicular monoamine transporter-2 protein level in the striatum
and cortex (Wagner et al., 1980; Ricaurte et al., 1982; Schmidt et al., 1985; O'Callaghan and
Miller, 1994; Fumagalli et al., 1998; Hanson et al., 1998; Kokoshka et al., 1998). In addition to

the loss of monoaminergic terminals, METH treatment causes death of neuronal cell bodies
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in the striatum of rodents (Ryan et al., 1990; Cadet et al., 2003; Jayanthi et al., 2005),

accompanied by microglial activation (Pubill et al., 2002; LaVoie et al., 2004).

The endocannabinoid system is a neuromodulatory system, involving two main
ligands, namely N-arachidonoylethanolamine (anandamide, AEA) (Devane et al., 1992) and
2-arachidonoyl! glycerol (2-AG) (Mechoulam et al., 1995). The endocannabinoids (ECs) are
synthesized from lipid precursors, released “on demand” by stimulated cells (Mechoulam et
al., 1998) and inactivated in a two-step process: transportation into neurons (Mechoulam et
al., 1998; Glaser et al., 2005), and inactivation by specific enzymes fatty acid amide hydrolase
(FAAH) and monoacylglycerol lipase (MGL) for AEA and 2-AG, respectively (Mechoulam et
al., 1998; Piomelli, 2003). ECs binds mainly to two receptors coupled to G-protein
(Mechoulam et al., 1998; Solinas et al., 2008; Campos et al., 2010), namely CB1 (Matsuda et
al., 1990) and CB2 (Munro et al., 1993). The CB1 receptor appears to be largely expressed in
areas of the brain involved in movement control, learning, memory, reward and emotions
such as the striatum, the hippocampus, the amygdaloid nucleus and the substantia nigra
(Herkenham et al., 1991; Moldrich and Wenger, 2000; Freund et al., 2003). Until recently,
CB2 receptors were thought to have mainly a peripheral expression but new studies have
demonstrated that functional CB2 receptors are also in the brain (Van Sickle et al., 2005;

Gong et al., 2006; Onaivi et al., 2006).

Recent converging evidence suggests that the ECS plays a neuroprotective role in
several pathological situations such as ischemia and Parkinson’s disease (Melis et al., 2006;
Garcia-Arencibia et al., 2007; Fernandez-Ruiz, 2009). For example, it has been reported that
the administration of exogenous cannabinoids (THC or cannabidiol) to rats helps reducing

the dopaminergic toxicity induced by a 6-OHDA lesion (Lastres-Becker et al., 2005), and the
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administration of the selective CB1 agonist WIN-55,212 protected rat brain against ischemia
(Nagayama et al., 1999; Melis et al., 2006). This neuroprotection seems to be due, at least in
part, to the ability of ECS to antagonize mechanisms that participate in neurodegeneration.
Indeed, cannabinoids were shown to protect neurons via an antioxidant activity (Hampson
et al.,, 1998), the inhibition of glutamate excitotoxicity (Shen and Thayer, 1998) and the

suppression of the formation of tumor necrosis factor (Gallily et al., 2000).

Taking into account this potential neuroprotective role of the ECS against brain
diseases, we undertook this study to investigate whether the ECS respond to a toxic regimen

of METH and whether the activation of ECS would reduce METH-induced neurotoxicity.
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Results

METH treatment regulates EC levels in the striatum

In order to evaluate the impact of METH treatment on the levels of ECs in the striatum of
mice, we measured AEA and 2-AG levels at different time points after METH treatment (30
mg/kg) using a liquid chromatography-electrospray ionization mass spectrometry. We found
that AEA levels were significantly increased, in the striatum, 1h and 12h after METH injection
(p<0.05) (Fig. 1a), while 2-AG levels were reduced 12h after the drug injection (p<0.05) (Fig.

1b).

A°-THC prevents METH-induced reduction of TH levels in the striatum.

To evaluate the protective role of the ECS, mice were treated with the natural cannabinoid
agonist, A’-tetrahydrocannabinol (THC; 3mg/kg) 30 min before METH (30mg/kg) injection.
Seven days after drugs’ injections, we measured TH levels in the striatum (Fig. 2). TH levels
of METH-treated mice were significantly reduced (30% loss) when compared to vehicle-
treated animals (p<0.001), which indicates that METH is toxic to DA neurotransmission
within the striatum. In contrast, METH-treated mice treated with THC showed TH levels
similar to saline-treated mice and significantly higher than that of mice that received METH
alone (p<0.05), indicating that THC pretreatment blocked METH-induced toxicity in the

striatum.
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Enhancement of the endogenous ECS tone prevents METH-induced reduction of TH levels

in the striatum.

THC is the main active ingredient in Cannabis and its administration produces rewarding
effects in nonhuman primates (Tanda et al., 2000; Justinova et al., 2003). Because of abuse
liability, the possibility of using THC in clinical settings is limited. Therefore, we investigated
whether indirect cannabinoid agonists that activate the ECS but are devoid of addictive
properties (Gobbi et al., 2005; Justinova et al., 2008), could also reduce METH induce
toxicity. First, we used URB597, an inhibitor of FAAH enzymes that increases the levels of
AEA (Kathuria et al., 2003). In order to determine the lowest dose of URB597 effective in
preventing METH-induced loss of striatal TH, groups of mice received different doses of
URB597 (Fig. 3). Again, TH levels of METH-treated animals were significantly reduced when
compared to vehicle group (p<0.001). In contrast, URB597 at the dose of 1mg/kg, but 0.1 or
0.3 mg/kg, pretreatment prevented DA levels decrease and mice showed similar TH levels
than vehicle-treated animals indicating that at this dose, URB597 prevents METH-induced

striatal dopaminergic loss.

We then used JZL184, an inhibitor of MGL enzymes that increases the levels of 2-AG (Long et
al., 2009). 40 min before METH treatment, JZL184 was injected at a dose of 16mg/kg that
has been shown to produce significant increase in 2-AG and to be effective in mice (Long et
al., 2009) (Fig. 4). We found that JZL184 prevented METH-induced striatal dopaminergic loss
and mice pretreated with JZL 184 showed levels of TH similar to those of vehicle-treated

animals.
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CB2 but not CB1 receptors mediate the protective effects of URB597 against METH-

induced toxicity.

In order to identify the receptor subtype involved in URB597 prevention of the loss of striatal
TH, we blocked CB receptors using selective CB1 (SR141716A) and CB2 (AM630) antagonists
at the dose of 1mg/kg (i.p.) before URB and METH injections (Fig.5). Mice were given one of
the two antagonists 1h before METH injection (20 min before URB597 administration).
Blocking CB1 receptors did not abolish the preventive effect of URB597 (p>0.05) while in
mice administered with CB2 antagonist the protective effects of URB 597 were abolished
(p<0.05 when compared to Vehicle-treated group), suggesting that the preventive effect of

URB597 is mediated by CB2 receptors.
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Discussion

In this study, we found that stimulation of the ECS has protective effects against
METH neurotoxicity. As a matter of fact, administration of a toxic dose of METH alters the
striatal levels of ECS ligands and direct or indirect stimulation of the ECS prevents the
reduction of dopaminergic markers in the striatum. In addition, it appears that the effects of
ECS agonists are mediated by CB2, but not CB1, receptors. Stimulation of the ECS may

represent a potential treatment to prevent the toxic effects of psychostimulants.

In this study, we found that administration of a toxic 30 mg/kg of METH altered
striatal levels of endogenous cannabinoid in a time dependent manner. In particular, METH
administration increased AEA striatal levels 1 and 12 h after the injection and these levels
returned to basal levels 24 h after the injection. In contrast, levels of 2-AG were decreased
12h after METH administration and they also returned to basal levels 24 h after the injection.
To the best of our knowledge, this is the first study investigating the effects of METH on the
levels of ECs. Previous studies have investigated the effects of other drugs of abuse such as
alcohol, morphine or cocaine on ECs levels and they used protocols of administration that
were more suited for the investigation of sensitization, tolerance or withdrawal effects
(Vigano et al., 2004; Solinas et al., 2008; Thiemann et al., 2008). Although direct comparison
may be difficult, our results are consistent with previous findings showing that
administration of drugs of abuse often increases the striatal levels of AEA and reduces the

levels of 2-AG (Solinas et al., 2008; Thiemann et al., 2008).

An important question raised by these results is whether these changes in ECS ligands
contribute to, oppose or have no effect on METH toxicity. We found that administration of
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URB597, a FAAH inhibitor that increases brain levels of AEA (Kathuria et al., 2003), and
administration of JZL184, an MGL inhibitor that increases brain levels (Solinas et al., 2008;
Thiemann et al., 2008)of 2-AG (Long et al., 2009), decrease the toxic effects of METH on the
DA system in the striatum, suggesting that increasing the endogenous tone of AEA and 2-AG
opposes METH neurotoxicity. In the case of AEA, it could be speculated that toxic doses of
METH induce a massive release of DA that, in turn, leads to the release of AEA (Giuffrida et
al., 1999) which would act as retrograde signal (Wilson and Nicoll, 2001) and produce a
negative feedback on DA release to limit damages that could be triggered by excessive DA
oxidation and reactive oxygen species generation. Therefore, increases in AEA levels would
represent one of brain mechanisms of protection from METH neurotoxicity. In the case of 2-
AG, the profile of striatal changes and the effects of inhibition of 2-AG metabolic
degradation suggest a different role for this endocannabinoid. In fact, administration of
METH does not produce the rapid increase in 2-AG striatal levels that could be expected as a
reaction to METH toxicity but rather a late decrease. Because 2-AG has been suggested to
play a house-keeping role that is necessary for basal functioning and survival of the cell
(Piomelli, 2003), it could be speculated that the decreases in 2-AG represent a sign of cell
damage induced by METH. Whereas 2-AG release does not appear to represent a
physiological response to METH administration, boosting 2-AG levels pharmacologically by

administration of JZL184 leads to the reduction of METH-induced toxicity.

The preventive effects of the ECS against METH-induced toxicity appear to be
mediated by CB2 receptors. In fact, direct stimulation of CB receptors by THC that binds to
both CB1 and CB2 receptors (Bayewitch et al.,, 1996) produced a neuroprotective effects

similar to those of URB587 and JZL184. On the other hand, the protective effects of URB597
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were lost when CB2, but not CB1, receptors were blocked. Although until recently the
presence and roles of CB2 receptors in the brain were considered limited, accumulating
evidence suggest that especially under pathological conditions or in response to external
insults, CB2 receptors modulate brain responses and activity (Onaivi et al., 2012). In
particular, recent studies show that CB2 receptors reduce the neurotoxicity of MDMA
(Torres et al., 2010; Tourino et al., 2010; Torres et al., 2011), a substituted amphetamine
that produces toxicity in the brain with mechanisms that are in large part similar to those
induced by METH (Quinton and Yamamoto, 2006). These results suggest that CB2 agonists
may be beneficial in preventing the toxic consequence of METH overdose. However, recent
studies showing that CB2 antagonists decrease the rewarding effects of drugs of abuse (Xi et
al., 2011) may suggest that direct pharmacological stimulation of CB2 actually increase
METH rewarding effects. For this reason, the use of indirect agonists, which increase the
tone of endogenous cannabinoid and amplify their effects only where they are released
(Piomelli, 2003; Di Marzo et al.,, 2004), may represent a more promising pharmacological

treatment for drug abuse.

Several mechanisms could be responsible for the protective effects of the ECS on
METH-induced toxicity. As stated earlier, one possibility is that endocannabinoids act as a
retrograde signal and reduce presynaptic release of neurotransmitters such as DA or
glutamate that are released after METH administration and participate to the METH-induced
neurotoxic processes (Quinton and Yamamoto, 2006). However, although this mechanism
has been clearly established for CB1 receptors, CB2 receptors appear to be located mostly
postsynaptically rather than presynaptically (Brusco et al., 2008) and there is no evidence

that they also play a role in retrograde signaling. Therefore, the fact that, in this study, CB2

143



and not CB1 receptors appear to play the major role in the protective effects of the ECS

indicate that other mechanisms are likely to contribute to the protective effects of ECs.

In particular, reduction of inflammatory processes by stimulation of CB2 has been
described for neurodegenerative diseases such as Parkinson and Huntington diseases
(Fernandez-Ruiz et al., 2011). As a matter of fact, several studies have demonstrated the
involvement of CB2 receptors in the progression or arrest of brain damage, by influencing
events such as microglial cell migration at neuroinflammatory lesion sites (Walter et al.,
2003; Fernandez-Ruiz et al., 2011). Such inflammatory processes are part of the METH-
induced toxicity since the drug induces a microglial activation in dopaminergic regions such
as the striatum (Sekine et al., 2008), which increases TNF-alpha production (Nakajima et al.,
2004; Buchanan et al., 2010). On the other hand, THC reduces MDMA-induced microglial
activation by acting on CB2 receptors (Tourino et al., 2010). These observations suggest that
the activation of CB2 receptors expressed by microglial cells may modulate microglial
response (Ashton and Glass, 2007), reduce the production of neurotoxic factors such as TNF-
alpha, ROS and nitric oxide by theses reactive cells (Klegeris et al., 2003; Fernandez-Ruiz et
al., 2007) and consequently, facilitate survival of neurons and prevent METH-induced

neurotoxicity.

An additional mechanism independent from both CB1 and CB2 receptors that may
participate in the protective effects of ECS is an anti-oxidant effect (Fernandez-Ruiz et al.,
2011). In fact, the oxidation of DA massively released by METH (Sulzer et al., 1995), produces
reactive species, such as superoxide radicals and hydrogen peroxide, that cause
neurodegeneration of dopaminergic terminals in rodents striatum (Davidson et al., 2001;

Cadet et al.,, 2003). THC and 2-AG have been shown to have antioxidant properties
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(McCarron et al., 2003; Fernandez-Ruiz et al., 2011) and therefore they could reduce the

METH-induced cellular damages by limiting the accumulation of reactive species.

Altogether the present results demonstrate that stimulation of ECS prevents METH-
induced toxicity on DA terminals in the striatum mainly by activation of CB2, but not CB1,
receptors. Whereas future investigations will be needed to determine the mechanisms
responsible for these protective effects, our results highlight the importance of the ECS as a
neuroprotective agent against neurotoxic processes induced by high doses of
amphetamines. Moreover, because of the similarity in the mechanisms underlying METH-
induced toxicity and neurodegenerative processes, this study provides support for the use of

direct and indirect ECS agonists in the treatment of neurodegenerative diseases.
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Materials & Methods

Animals

Adult male mice C57BI/6J were housed in a temperature-controlled environment on a 12h
light 12h dark cycle (light from 7 am till 7 pm). They were bred on-site and randomly housed
in groups of four, directly after weaning (3 weeks of age). Mice were given free access to
food and water. All experiments were conducted during the light period. Experiments were
carried out in accordance with the European Communities Council Directive of 24 November

1986 (86/609/EEC) for the care of laboratory animals.

Drugs and treatment

Mice received a single injection of METH (Research Triangle Institute) (30 mg/kg i.p.) or
physiological saline. This dose of drug has been shown to produce apoptosis in striatal
neurons of mice (Zhu et al., 2006b). The FAAH inhibitor URB597 (Covalab, France), the CB1
antagonist SR141716A (Rimonabant) (Research Triangle Institute) and the CB2 antagonist
AMG630 (synthetized at Northeastern University) were dissolved in a solution of 5% DMSO,
5% Tween-80 (Sigma, France) and 90% physiological saline (vehicle solution), and
administered at 1mg/kg. The MGL inhibitor JZL184 (Interchim, France) was dissolved in a
solution of 20% DMSO, 5% Tween-80 and 90% physiological saline, and administered at
16mg/kg. THC was dissolved in a solution of 5% ethanol, 5% Tween-80 and 90% physiological

saline and given at 3mg/kg.
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Experimental design

For the detection of ECS endogenous ligands, mice were treated with either METH
(30mg/kg, i.p.) or physiological saline, and decapitated 1h, 6h, 12h or 24h after the
treatment. Brains were removed and the striatum were dissected and sent to Teramo (Italy)

in order to measure AEA and 2-AG levels.

For the study of the protective role of the ECS against METH-induced toxicity, mice were
treated with the antagonists of the CB receptors or their vehicle 1h before receiving METH
injection. The inhibitors of MGL and FAAH, or their vehicle, were administered 40 min before
METH treatment. A°-THC or its vehicle were administered 30 min before METH injection.
Mice were decapitated 7 days after METH was administered. Brains were removed and the

striatum were dissected in order to analyze TH levels by western blot.

Measurement of ECs levels

Brain tissues were subjected to lipid extraction with chloroform/methanol (2:1, v/v), in the
presence of dg-AEA and dg-2-AG as internal standards. The organic phase was dried and then
analyzed by liquid chromatography-electrospray ionization mass spectrometry (LC—ESI-MS),
using a single quadrupole API-150EX mass spectrometer (Applied Biosystem, CA, USA) in
conjunction with a PerkinElmer LC system (PerkinEImer, MA, USA). Quantitative analysis was
performed by selected ion recording over the respective sodiated molecular ions, as

reported (Francavilla et al., 2009).
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Western Blot Analysis

TH levels in the striatum were analyzed by Western Blot to evaluate DA terminals loss.
Animals were sacrificed 7 days after drug treatment by decapitation. Brains were removed
and brain regions dissected over ice, frozen on dry ice and stored at -80°C until western blot
experiments. One hemi-striatum per animal was homogenized (350ul/25mg) in a buffer
solution containing Tris-HCI 0.2M pH6.9, SDS 8%, glycerol 35%. Samples were then heated to
90°C for 3 min and centrifuged (10min at 13000g). Supernatants were analyzed using a DC
protein assay kit (BioRad, France). Fifty mg of proteins per sample were loaded on a SDS-

page gel. Gels were transferred to nitrocellulose membrane.

Membranes were blocked for 1h at room temperature (RT) in Tris-Buffered Saline (TBS)
solution containing 3% Bovine Serum Albumin (BSA) and 0,1% of Tween-20. Membranes
were then incubated with primary antibodies : mouse anti-TH antibody (1:5000)
(Immunostar, France) and rabbit anti-Actin antibody (1:10000) (Sigma,France) diluted in the
same buffer for 2h at RT. Several rinses were made (3x10min) with TBS containing 0,1%
Tween-20 before 1h incubation at RT with secondary antibodies: goat anti-rabbit coupled to
Alexa Fluor 488 and goat anti-mouse coupled to Alexa Fluor 568 (1:1000, Invitrogen, France)
diluted in TBS containing 3% BSA and 0,1% Tween-20. Membranes were rinsed as described
earlier and analyzed using Typhoon Imaging system (GE Healthcare). Image J software was
used for quantification. TH signal was normalized to B-Actin signal in order to avoid any

loading artifact.
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Statistical Analysis

All results are presented as group means (+ SEM). Differences between groups were
assessed by ANOVA. Results showing significant differences were subjected to Student-

Neuman-Keuls post-hoc test except for the data of the ECs levels that were subjected to a

Dunnet’s post-hoc test.
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Figure Legends

Fig.1 The effects of METH treatment (30mg/kg) on AEA (a) and 2-AG (b) levels in the
striatum at different time point. METH induced modifications were investigated 1h, 6h, 12h
and 24h after the drug was injected. Data are expressed as mean + SEM (n=9 mice per

group). *p<0.05 when compared with Vehicle-treated group.

Fig.2 A’-THC prevents METH-induced reduction of TH levels in the striatum. (a) Graphical
representation and (b) representative immunoblots of levels of Tyrosine Hydroxylase (TH) in
the striatum of mice treated with A°-THC (3mg/kg) or its vehicle. 30 minutes later mice
received an injection of Methamphetamine-HCl (Meth; 30mg/kg) or its vehicle (NaCl 0.9%).
Data are expressed as means = SEM (n=8 mice per group). ***p<0.001 when compared with

Vehicle-treated group. #p<0.05 when compared with METH-treated group.

Fig.3 URB597, at 1mg/kg, prevents METH-induced reduction of TH levels in the striatum.
(a) Graphical representation and (b) representative immunoblots of levels of Tyrosine
Hydroxylase (TH) in the striatum of mice treated with different doses of URB597 (0.1mg/kg,
0.3mg/kg, 1mg/kg) or its vehicle. 40 minutes later mice received an injection of
Methamphetamine-HCI (30mg/kg) or its vehicle (NaCl 0.9%). Data are expressed as means +
SEM (n=8 mice per group). ***p<0.001 when compared to Veh-treated group; ###p<0.001

when compared to Veh-Meth treated group.
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Fig.4 JZL184 prevents METH-induced reduction of TH levels in the striatum. (a) Graphical
representation and (b) representative immunoblots of levels of Tyrosine Hydroxylase (TH) in
the striatum of mice treated with JZL184 (1mg/kg) or its vehicle. 40 minutes later mice
received an injection of Methamphetamine-HCI (Meth; 30mg/kg) or its vehicle (NaCl 0.9%).
Data are expressed as means + SEM (n=8 mice per group). *p<0.005 when compared with

other groups.

Fig.5 The preventive effect of URB597 is mediated by CB2 but not CB1 activation. (a)
Graphical representation and (b) representative immunoblots of levels of Tyrosine
Hydroxylase (TH) in the striatum of mice treated with METH (30mg/kg, i.p.), URB597
(Img/kg, i.p.) and CB1 (SR141716A) or CB2 (AM630) (1mg/kg, i.p.) antagonists injected 1h
before URB injection. Data are expressed as means + SEM (n=8 mice per group). *p<0.05

when compared to Vehicle-treated group.
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Discussion

A- Manipulation environnementale et dépendance

1. L’exposition a un EE protége contre I'addiction aux drogues

d’abus

Plusieurs arguments suggerent que les facteurs environnementaux réguleraient, de
facon importante, la mise en place de la dépendance aux drogues d’abus chez 'Homme
(Piazza et Le Moal, 1996). En effet, les expériences, positives ou négatives, auxquelles sont
confrontés les individus tout au long de la vie, font que tous ne réagissent pas de la méme
maniere face aux drogues d’abus (cf. chapitre 2). En conséguence, parmi toutes les
personnes qui expérimentent les drogues, il apparait que seul 15 a 20 % deviendrait

dépendants (Piazza et Le Moal, 1996).

Au cours de ces derniéres années, des études précliniques, notamment dans notre
laboratoire, ont permis d’avancer des arguments en faveur d'un effet bénéfique de
I'exposition a un EE, qui procure des conditions de vie stimulantes, contre I'addiction aux
drogues (pour revue Solinas et al., 2010). Cependant, dans la majorité des expériences qui
ont permis de valider |'effet protecteur de I'exposition a un EE, les animaux étaient exposés
a un EE de fagon continue, comme c’est le cas dans nos études ou les animaux sont exposés
a I'EE pendant deux mois depuis le sevrage (age 3 semaines) (Solinas et al, 2009). Nous nous
sommes alors demandé si, dans le cas d’une perte des conditions stimulantes, les effets
bénéfiques de I'EE sont maintenus. En effet, des études réalisées dans le cadre de maladies
neurodégénératives ont montré que I'exposition a un EE créerait une « réserve cognitive »,
qui retarderait la mise en place des symptémes associés a ces pathologies (pour revue
(Nithianantharajah et Hannan, 2009)). Notre question était donc de savoir si dans le cadre de
I'addiction aux drogues, I'exposition a un EE procure une « réserve », qui permettrait de

protéger I'individu malgré l'interruption de I’enrichissement environnemental.

Les résultats obtenus pendant ma these montrent que le changement de conditions
environnementales d’'un EE vers un SE induit, non seulement une perte rapide de I'effet

préventif de I'EE, mais également une augmentation de la vulnérabilité aux effets
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récompensants de la cocaine (Article 2). Ainsi, le passage de conditions de vie pergues
comme positives vers des conditions de vie percues comme moins favorables favorise le
développement de la dépendance aux drogues. Ces résultats indiquent que, par rapport a
I'addiction, le concept de « réserve » a dépenser contre les effets des drogues produit par
I'EE n’est pas applicable. A notre avis, cela ne remet pas en cause I'existence d’une telle
réserve cognitive, déja démontrée pour d’autres pathologies, mais montre que d’autres
phénomenes, de I'ordre émotionnel plutét que cognitif, sont fondamentaux dans les effets
bénéfiques de I'EE sur I'addiction. De plus, d’'un point de vue translationnel, ces résultats
mettent en évidence la complexité des conséquences des expériences de vie, vécues par
I'individu a un age précoce, sur la dépendance aux drogues. En fait, il apparait que
I'exposition a un milieu enrichissant a des effets positifs seulement si elle est maintenue au
cours de la vie. Par contre, si elle est interrompue au passage a I’age adulte, les effets d’une
exposition a I'EE peuvent se révéler néfastes. Ces résultats pourraient contribuer a expliquer
la présence de cas d’addiction, surtout a la cocaine, observés chez des individus qui
appartiennent a des milieux classiqguement considérés comme étant a faible risque car

exposés a un entourage structuré et/ou un milieu aisé, etc.

2. La modulation du niveau de stress : un mécanisme sous-tendant

'impact des manipulations _environnementales sur__la

dépendance aux drogues ?

Dans un article de revue, notre équipe a discuté plusieurs hypothéses quant aux
mécanismes impliqués dans les effets protecteurs de I'EE (Solinas et al, 2010). Parmi ces
hypothéses, nous avons proposé que I’'exposition a un EE diminuerait le niveau de stress des
individus, les rendant ainsi moins vulnérables a I'addiction. En effet, de nombreuses études
ont montré que les niveaux de stress modulent la réactivité aux drogues. Chez I’'Homme,
I'exposition a des événements stressants, comme un manque de soutien social, favorise la
prise de drogues, comme la cocaine, la nicotine, le cannabis et I'alcool (Dembo et al, 1988 ;

Wills et al, 1996 ; Sinha, 2001 ; Marinelli et Piazza, 2002). De plus, dans des modeles
165



Discussion

animauy, il a été montré que I'exposition a un facteur stressant, comme la nage forcée,
augmente la CPP induite par la cocaine (Kreibich et al, 2009 ; McLaughlin et al, 2003), ainsi
gue la mise en place d’'une dépendance aux drogues (Goeders, 2002 ; Marinelli et Piazza,
2002 ; Sinha, 2001 ; Koob et Le Moal, 2001 ; Kreek et al, 2005). Seulement une partie de mes
travaux de thése (article 1) constituent un argument direct en faveur de I'hypothése selon

laquelle I'effet bénéfique de I'EE serait lié a une diminution du niveau de stress des animaux.
i. L’exposition a un EE diminue le niveau d’anxiété

Dans le cadre de I'étude présentée dans I'article 1, nous avons mesuré, par le test de
I’'hypophagie induite par la nouveauté, les niveaux de stress des animaux exposés a un EE
pendant deux mois. Ce test d’anxiété repose sur la mise en place d’un conflit entre la faim,
qui pousse I'animal a aller vers la nourriture aprés une privation, et la peur de la nouveauté,
qui 'empécherait de s’aventurer dans un nouvel environnement (Santarelli et al, 2003).
Nous avons alors observé une diminution du comportement anxieux des souris EE qui
mettent moins de temps pour aller manger dans le dispositif que les souris SE. Ceci pourrait
étre interprété comme une anxiété réduite chez les souris EE, qui diminue le caractere
aversif du dispositif. Cette diminution de I’état anxieux induite par I'exposition a un EE a déja
été montrée dans un dispositif d’exploration ou les souris ont le choix de rester dans
I’'environnement familier ou d’aller vers le nouvel environnement : les souris élevées dans un
EE présentent un comportement moins anxieux que celles élevées dans un SE avec,
notamment, une diminution de la latence pour aller vers le nouvel environnement (Chapillon
et al, 1999). Récemment, il a été observé une diminution du comportement anxieux chez les
souris élevées en EE par rapport a celles élevées en SE, dans un test d’Open field (Stzainberg
et al, 2010). Nos résultats confortent I'hypothese d’un effet positif de I'EE contre le stress
puisqu’il est opposé a ceux obtenus chez des animaux stressés chroniquement et de fagon
imprédictible (Surget et al, 2008 ; Tanti et al, 2012). Ainsi, ces résultats suggerent que
I'exposition a un EE rendrait les animaux moins vulnérables a I'addiction en diminuant leur

niveau de stress.
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ii. Le « switch » environnemental induit un état émotionnel

négatif

Dans le cadre de I'étude présentée dans l'article 2, nous avons montré que
I'augmentation de la vulnérabilité induite par le « switch » environnemental est associée a
une augmentation du niveau de stress des souris. En effet, comparées aux autres groupes,
les souris EE>SE présentent, notamment, une mise en place rapide d’un comportement de
désespoir, mesuré par l'augmentation de I'immobilité dans le test de la nage forcée, et
I'apparition d’un état anhédonique, mesuré par une diminution du comportement de
toilettage dans le splash test. Quand elles passent d’un EE a un SE, les souris sont
confrontées a un environnement pauvre et moins stimulant que celui auquel elles ont été
habituées depuis le sevrage. Ce changement, percu comme stressant et aversif, placerait les
individus dans un état de stress, les rendant ainsi plus vulnérables aux propriétés
récompensantes des drogues. Bien que cette étude ne nous a pas permis de mettre
directement en évidence des effets anti-stress de I'EE, le profil comportemental associé au
« switch » négatif EE>SE semble étre compatible avec I'idée que la régulation induite par I'EE
du niveau de stress et de I'état émotionnel de I'individu joue un role central dans ses effets

préventifs contre I'addiction.

iii. Mécanismes régulés par les manipulations
environnementales et potentiellement impliqués dans la

modulation du niveau de stress des individus

a- Régulation du SCE par I'EE

Comme le SCE joue un réle dans la régulation des niveaux de stress (cf. chapitre 3), nous
avons évalué si l'exposition a un EE pouvait moduler ce systeme. Afin de mesurer
I'expression des genes codant pour les protéines du SCE, nous avons utilisé I’hybridation in

situ, une technique qui permet la localisation et la quantification d'un ARNm dans les
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structures cérébrales. Les résultats obtenus montrent que l'exposition a un EE modifie
I'expression de plusieurs composants du SCE. En effet, I'EE induit une augmentation de
I’'expression du récepteur CB1 et de la FAAH, I'’enzyme de dégradation de I'anandamide dans
I'hypothalamus et I'amygdale, deux régions impliquées dans la régulation de la réponse au
stress (Article 1). De fagon intéressante, dans une étude récente, Malone et collaborateurs
ont montré, par immunohistochimie, que l'isolement social, qui représente un stress,
diminue l'expression du récepteur CB1 dans I'amygdale des rats (Malone et al, 2008).
D’autre part, Marsicano et collaborateurs ont exposé des souris a un stimulus anxiogéne, et
ont mesuré une augmentation des concentrations d’anandamide dans la BLA (Marsicano et
al., 2002). Dans notre étude, nous n’avons pas évalué le taux d’ECs dans I'amygdale de souris
EE, mais, étant donné I'augmentation de I'expression de la FAAH observée, on peut supposer

gue ce taux d’anandamide serait plus faible chez les souris EE que chez les souris SE.

Depuis quelques années, le SCE a émergé en tant que régulateur important de la réponse
au stress grace a sa capacité a moduler 'activité de I'axe HPA (Patel et al., 2004; Cota et al.,
2007; Gorzalka et al., 2008; Steiner and Wotjak, 2008). Les ECs et le récepteur CB1 sont
exprimés dans lI'amygdale (Herkenham et al., 1991), une structure impliquée dans la
régulation de la réponse au stress. Plus spécifiquement, des études d'immunohistochimie et
d’électrophysiologie ont permis de démontrer que, dans la BLA, les récepteurs CB1 sont
exprimés au niveau des synapses GABAergiques et glutamatergiques (Katona et al., 2001;
Azad et al.,, 2003). Cette localisation leur confere le réle de modulateur de |'activité des
projections de la BLA vers le PVN, régulant ainsi la libération de CRF par les neurones du PVN
(Herman et al., 2005). Des études in vitro ont aussi permis de mettre en évidence un role des
récepteurs CB1 dans le rétrocontrole négatif de [Iactivité de I'axe HPA par les
glucocorticoides (Figure 27). Au niveau du PVN, les glucocorticoides induisent une
augmentation rapide de la synthése et de la libération d’ECs (Di et al., 2003). Cette libération
d’ECs dans le PVN induit une suppression de la neurotransmission excitatrice présynaptique
en activant les récepteurs CB1, exprimés par les neurones glutamatergiques présynaptiques,
diminuant ainsi la libération de CRF par les neurones du PVN (Di et al., 2003). Dans notre

étude, I'exposition a un EE augmente I'expression des récepteurs CB1 dans I"hypothalamus,
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un effet qui pourrait conduire a une diminution de la libération de CRF. Par conséquent,
I'activité basale de I'axe HPA serait réduite, ce qui expliquerait que les souris élevées en EE
sont moins anxieuses dans le NSF test. Ceci est conforme avec les données de la littérature
qui indiquaient déja que I'EE régule I'activité basale de I'axe HPA, ainsi que la réponse
hormonale aux événements stressants. Par exemple, Belz et collaborateurs ont démontré
que des animaux élevés en EE présentent un taux basal d’ACTH et de corticostérone moins

important que des souris isolées (Belz et al., 2003).

Neurone glutamatergique
présynaptique

Neurone
libérant le CRF

6 crF |

Figure 27.Schéma représentant le rétrocontréle négatif exercé par les endocannabinoides
(eCB) sur les neurones CRF du PVN. Suite 3 I'activation de I’axe HPA, la corticostérone (CORT)
libérée par les glandes surrénales induit, par activation des récepteurs aux glucocorticoides (mGR)
(1), la synthese (2) et la libération (3) d’eCB par les neurones CRF. Ces eCB activent les récepteurs
CB1 exprimés par les neurones présynaptiques glutamatergiques (4), inhibent la libération de
glutamate (5), diminuant ainsi la libération de CRF par les neurones du PVN (6). (d’aprés (Hill et al,
2010))

b- Régulation du systéme du CRF par le « switch » environnemental
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Nous avons aussi cherché a caractériser les mécanismes moléculaires sous tendant
I'effet négatif du « switch » environnemental. Nous nous sommes en particulier intéressés
au systeme du CRF, connu pour jouer un rbéle important dans la régulation du stress et des
émotions (Arborelius et al, 1999), et qui sous tendrait I’effet anxiolytique de I'EE (Sztainberg
et al, 2010). Dans notre étude, nous avons observé, par RT-qPCR, une augmentation de
I'expression du gene codant pour le neuropeptide CRF dans le BNST (Article 2). Par ailleurs,
nous avons montré que l'augmentation de la vulnérabilité induite par le « switch »
environnemental dépendrait de l'activation du systéme CRF puisque I'administration de
I'antalarmin, un antagoniste du récepteur CRF1, bloque cette augmentation induite par le
stress (Article 2). Ce résultat est en accord avec une étude récente qui a montré que
I'exposition a un stress chronique (nage forcée répétée) augmente la CPP induite par la

cocaine de fagon dépendante du récepteur CRF1 (Kreibich et al, 2009).

Le BNST constitue une structure relais entre les régions limbiques qui contrélent I’axe
HPA et le PVN (Cullinan et al., 1993). Cette augmentation de CRF pourrait donc se traduire
par une augmentation de I'activité de I'axe HPA, et, par conséquent, une augmentation de la
production de corticostérone, ce qui pourrait expliquer les niveaux de stress augmentés chez
les souris EE>SE. Par ailleurs, le BNST est associé au circuit de la récompense puisque, sur le
plan anatomique, il envoie des projections vers des structures du systeme de récompense
comme I'ATV et le NAc, et, d’'un point de vue fonctionnel, la majorité des drogues d’abus
induisent une augmentation de la libération de DA dans le BNST (Carboni et al., 2000). On
peut donc penser que I'augmentation du CRF dans le BNST augmente, par le biais de relais
synaptiques, la libération de DA dans des structures du circuit de la récompense comme le
CPF, le NAc et le BNST (pour revue (Corominas et al, 2010)), induisant, in fine, une

augmentation des effets récompensants de la cocaine chez les souris EE>SE.

c- Régulation de I’état de phosphorylation de CREB par le « switch »

environnemental

A un niveau plus intracellulaire, la stimulation du récepteur CRF1 est couplée a

I'activation de la PKA et aboutit a I'activation de facteurs de transcription, comme par
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exemple le facteur CREB (Kasagi et al, 2002). Récemment, il a été montré que ce facteur
CREB, en particulier dans le NAc, pourrait avoir un role important dans la réactivité aux
drogues d’abus. Par exemple, Kreibich et collaborateurs ont montré que des souris
déficientes en CREB, exposées a un stress répété (nage forcée), ne développent pas de
préférence de place pour le compartiment associé a la cocaine comme c’est le cas chez les
souris sauvages (Kreibich et al, 2009). Pour notre part, nous avons observé que
I'augmentation de la CPP observée chez les souris du groupe EE>SE était associée a une
augmentation de la phosphorylation de CREB, dans le Shell du NAc. Ainsi nos résultats
suggerent que le « switch » environnemental constitue un évenement stressant, qui
entraine des modifications neuroendocriniennes (expression du neuropeptide CRF dans le
BNST) susceptibles de conduire a des neuroadaptations, comme par exemple une
augmentation de la phosphorylation de CREB dans le Shell du NAc et le BNST. Ces
neuroadaptations  pourraient étre a l'origine des conséquences comportementales
observées, notamment la mise en place d’un état émotionnel négatif et I'augmentation de la

vulnérabilité a la cocaine (Figure 28).

-Etat émotionnel négatif f

Vulnérahilité a la cucai'ner

Figure 28.Schéma représentant les mécanismes potentiellement impliqués dans la mise en
place des conséquences négatives induites par la perte des conditions stimulantes.

3. Perspectives

Les travaux auxquels j'ai participé pendant ma thése ont permis de mettre en
évidence des effets comportementaux et neurobiologiques qui mériteraient d’étre étudiés
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ultérieurement. Dans le laboratoire, nous avons commencé a aborder deux aspects

concernant les effets préventifs de I'EE et les effets néfastes du « switch » environnemental.

i. Etude de [l'implication de Ila neurotransmission
dopaminergique dans les effets préventifs de I'EE sur la

sensibilisation a la cocaine

Comme nous l'avons proposé dans la revue publiée récemment, plusieurs
mécanismes sont susceptibles de contribuer a la diminution de la réactivité aux drogues,
induite par I'EE (Solinas et al, 2010). Nous avons testé I'hypothése d’une action sur le niveau
de stress, mais on peut envisager aussi une action plus cellulaire de I'EE, avec une régulation
du fonctionnement cérébral basal, ainsi que de la réactivité des neurones aux drogues, telle
gue la cocaine, a l'origine de phénomeénes de plasticité synaptique durables, qui ont lieu,
entre autres, au niveau du systeme dopaminergique, cible privilégiée des drogues
toxicomanogenes (Di Chiara et Imperato, 1988). Notre équipe a montré, par exemple, que la
diminution de la sensibilisation comportementale a la cocaine et de la CPP induites par I'EE
étaient associées a une modification de certains effets post-synaptiques, en particulier une
diminution de la transcription des génes a réponse précoce zif-268 et c-fos (Solinas et al,
2009 ; Chauvet et al, 2011). Comme ces observations ne sont pas liées a des altérations de la
quantité de DA libérée dans le NAc en réponse a la cocaine (Solinas et al, 2009), nous
envisageons une modulation plutot postsynaptique induite par I'exposition a I'EE. Les
résultats obtenus dans [l'article 2, et qui indiquent une régulation du niveau de
phosphorylation du facteur CREB par le switch environnemental, sont en accord avec notre
hypothése d’une régulation par I'environnement du fonctionnement cérébral, impliquant
ces aires dopaminergiques. Nous avons envisagé, dans un premier temps, que I’exposition a
un EE diminue I'expression des récepteurs dopaminergiques postsynaptiques, mais des
manipulations réalisées dans notre laboratoire ont montré que I’exposition a un EE ne
modifie pas I'expression des récepteurs D1 et D2 (résultats non publiés). Il faut donc
envisager que l'exposition a un EE module directement les voies de signalisation

intracellulaires activées en réponse aux drogues d’abus.
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Parmi ces voies de signalisation, nous envisageons d’étudier plus particulierement la
voie des MAP kinases (Figure 29). En effet, de nombreuses études ont permis de montrer
qgue lI'exposition a la cocaine augmentait I'activité de la kinase ERK dans I'ATV, le NAc,
'amygdale, le BNST et le CPF, des régions impliquées dans la sensibilisation
comportementale induite par la cocaine (pour revue (Vanderschuren et Kalivas, 2000)). Par
exemple, I'administration aigue de cocaine entraine, chez la souris, une augmentation rapide
et transitoire de la phosphorylation de ERK dans les neurones du NAc (Valjent et al., 2000a),
alors que l'injection systémique du SL327, un inhibiteur de MEK, bloque cet effet (Valjent et
al., 2000a). L’activation de la kinase ERK dépend a la fois des récepteurs dopaminergiques D1
et des récepteurs glutamatergiques de type NMDA (Valjent et al, 2005). De plus, Valjent et
collaborateurs ont montré que la phosphorylation de ERK induite par la cocaine nécessite
I'intervention de DARPP-32 puisque des souris KO pour cette phosphatase présentent une
diminution de la phosphorylation de ERK en réponse a la cocaine (Valjent et al, 2005). Cette
voie de signalisation semble nécessaire a la mise en place des effets comportementaux
durables des drogues car le blocage pharmacologique de la kinase ERK affecte peu les effets
immeédiats des psychostimulants, mais empéche le développement de certaines réponses
plus durables comme la sensibilisation comportementale (Valjent et al, 2005 ; Valjent et al,
2006) et la CPP (Valjent et al., 2000a). Une fois phosphorylée, la kinase ERK induit I'activation
de facteurs de transcription comme le facteur CREB (Mattson et al, 2005) qui, a son tour,
active la transcription de génes a réponse précoce comme zif-268 et c-fos (Mattson et al,

2005 ; Radawanska et al, 2005) (Figure 29).
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Figure 29. Schéma représentatif des voies de signalisation intracellulaires activées en
réponse aux drogues d’abus. (d’aprés (Lu et al, 2006))

Ainsi, I'activation de la kinase ERK semble constituer une étape cruciale dans la mise en
place des effets comportementaux durables des drogues d’abus (pour revue (Lu et al,
2006)). Cela nous a permis de proposer que l|'activation par la cocaine de cette kinase
pourrait représenter un mécanisme régulé par I'EE et partant, les adaptations a long terme
responsables de la mise en place de la dépendance le seraient aussi. Afin de tester cette
hypotheése, des études sont prévues au laboratoire pour étudier I'effet de I’environnement
d’élevage sur les événements qui ont lieu en amont et en aval de la phosphorylation de la
kinase ERK. Pour cela, nous utiliserons un protocole de sensibilisation comportementale a la
cocaine (Solinas et al, 2009), et nous essaierons de caractériser, par western blot, la
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modulation par I'EE des événements postsynaptiques déclenchés par la cocaine comme par
exemple, la régulation de la phosphorylation de I'inhibiteur de phosphatase DARPP32, des
kinases MEK et ERK, ainsi que celle des cibles de ERK comme le facteur de transcription
CREB, dans des régions impliquées dans I'addiction comme le NAc, le CPu et le CPF. Grace a
cette approche plus cellulaire, nous devrions pouvoir caractériser I'impact des conditions

expérimentales sur la réactivité de la neurotransmission dopaminergique a la cocaine.

ii. Existe-t-il une ségrégation neuronale de la phosphorylation

de CREB induite par le « switch » EE>SE ?

Comme l'activation de CREB dans le NAc a été associée aux effets récompensants des
drogues d’abus (Carlezon et al, 1998 ; Nestler, 2004), I'activation de CREB lors du « switch »
représenterait un mécanisme moléculaire conduisant a la modulation des circuits neuronaux
impliqués dans I|'addiction aux drogues, et, par conséquent, a l'augmentation de la
vulnérabilité a la cocaine. Toutefois, il faut rester prudent car une étude précédente a
montré que I'augmentation de la phosphorylation de CREB dans le NAc diminue les effets
récompensants des drogues d’abus (Carlezon et al, 1998). En effet, Carlezon et
collaborateurs ont montré que des souris surexprimant CREB dans le Shell du NAc, par
injection locale de vecteurs viraux, ne développent pas de préférence de place pour le
compartiment associé a la cocaine (Carlezon et al, 1998). Ainsi, une augmentation de la
phosphorylation de CREB dans une méme région induit deux effets opposés dans un modele
de CPP. Ceci pourrait étre expliqué par une spécificité cellulaire de la réponse au « switch »
environnemental. En effet, le striatum est principalement constitué de neurones épineux
moyens, formant, sur le plan fonctionnel, deux voies distinctes: (1) la voie directe,
nigrostriatale, formée par les neurones exprimant le récepteur dopaminergique D1, et (2) la
voie indirecte, pallidostriatale, formée par les neurones exprimant le récepteur
dopaminergique D2 (Gerfen et al, 1990). De plus, la phosphorylation de CREB dépend aussi
bien de I'activation du récepteur D1 (Dudman et al, 2003) que de celle du récepteur D2 (Yan

et al, 1999). Nous avons donc décidé d’étudier si le « switch » environnemental induit une
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activation sélective de CREB, dans I'une ou 'autre des deux sous-populations neuronales du
striatum. En effet, un effet sélectif dans 'une de ces deux populations neuronales pourrait
expliquer les différences observées entre, d’une part, les effets des manipulations
environnementales obtenus par Kreibich (Kreibich et al, 2009) et nous (article 2), et, d’autre
part, les effets des injections de vecteurs viraux qui augmentent le CREB dans toutes les
populations cellulaires striatales. Afin de tester cette hypothése, et de caractériser la
spécificité cellulaire de la réponse au « switch » environnemental, nous utiliserons des souris
transgéniques BAC, fournies par le laboratoire de JA Girault (INSERM, Institut du Fer a
Moulin, Paris). Ces souris ont la caractéristique d’exprimer la protéine fluorescente GFP sous
le contréle du géne codant pour le récepteur dopaminergique D1, permettant ainsi
d’identifier par co-localisation les cellules exprimant pCREB en réponse au switch. Dans ce
but, des souris seront élevées en SE ou en EE pendant deux mois, puis nous réaliserons le
« switch » environnemental pendant 7 jours. Par la suite, nous quantifierons, par
immunohistochimie, les neurones co-exprimant pCREB et la GFP. Cette approche devrait
nous permettre de caractériser s’il existe une ségrégation neuronale de cette

phosphorylation de CREB engendrée par le switch.

B- Stratégies pour prévenir la neurotoxicité de la METH

Ces dernieres années, la consommation de la METH a considérablement augmenté,
notamment auprés des jeunes adultes, ce qui représente un risque de santé publique. En
effet, cette drogue induit une forte toxicité neuronale puisque son administration aigue ou
répétée induit une dégénérescence des terminaisons dopaminergiques et
sérotoninergiques, ainsi qu’une mort neuronale par apoptose (pour revue (Krasnova et
Cadet, 2009)). Par ailleurs, chez 'Homme, sa consommation est associée a des déficits
cognitifs et moteurs (Scott et al, 2007). Ainsi, la recherche de facteurs neuroprotecteurs

contre la toxicité induite par la METH devient indispensable.
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1. Rappel : L’exposition a I’EE ne réduit pas la toxicité de la METH

Une étude récente du laboratoire a permis d’observer que I’exposition a un EE ne réduit
ni les propriétés récompensantes ni la neurotoxicité de la METH (Thiriet et al., 2011), alors
gu’il exerce des effets bénéfiques contre la consommation d’autres drogues (cocaine) et
contre les dommages observés dans diverses pathologies (pour revue (Laviola et al, 2008)).
Par exemple, I'exposition a un EE avant I'administration du MPTP rend les souris plus
résistantes a la toxicité induite par cette toxine (Bezard et al, 2003). De plus, des rats
exposés a un EE apres l'injection de la 6-OHDA présentent une amélioration de leurs
fonctions motrices (Jadaviji et al, 2006). Bien que la cocaine et la METH aient la méme cible
moléculaire, I'absence de protection par I'EE peut étre due au fait qu’elles agissent
différemment au niveau de la fente synaptique. En effet, alors que la cocaine inhibe les
DATs, la METH, elle, induit une importante augmentation de la libération de DA
(Fleckenstein et al, 2000). Cet exces dopaminergique induit, a long terme, une
dégénérescence des terminaisons dopaminergiques en déclenchant plusieurs événements
cellulaires et moléculaires toxiques comme le stress oxydatif et I'excitotoxicité (cf. chapitre
1). Cette absence de protection met en lumiere la dangerosité de la METH pour I'ensemble
des consommateurs et incite a rechercher de nouvelles approches pour protéger contre ses

effets neurotoxiques.

2. La stimulation pharmacologique du SCE : une nouvelle approche

pour prévenir la toxicité induite par la METH

Dans l'article 3, nous avons montré qu’une augmentation de l|'activité du SCE, par
stimulation pharmacologique avant I'exposition a la drogue, permet de contrer les processus
neurotoxiques déclenchés par la METH. De plus, cette protection serait dépendante des
récepteurs CB2. Nos résultats représentent un argument supplémentaire soulignant le role
du récepteur CB2 dans la fonction neuroprotectrice du SCE. En effet, de plus en plus de
données sont en faveur de I'implication de ce récepteur dans des processus physiologiques
déclenchés pour protéger contre des processus associés a la neurodégénérescence et a la

neuroinflammation. Il apparait que, dans le cadre de la maladie d’Alzheimer par exemple,
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I'expression des récepteurs CB2 est augmentée dans les cellules microgliales actives, et leur
activation sélective réduit I'accumulation de marqueurs neurotoxiques caractéristiques de
I'état inflammatoire qui accompagne la maladie (Ramirez et al., 2005; Fernandez-Ruiz et al.,
2007). De plus, dans une étude récente réalisée chez la souris, il a été montré que la
surexpression du récepteur CB2 diminuait la vulnérabilité des neurones dopaminergiques
nigrostriataux face a la neurotoxicité induite par l'injection de 6-OHDA dans le striatum
(Ternianov et al, 2012). Par ailleurs, I'administration d’un agoniste sélectif du récepteur CB2
(HU-208) diminue la neuroinflammation, la perte neuronale striatale et les déficits moteurs
induits par I'administration d’acide quinolinique, dans un modele animal de la maladie de
Huntington (Palazuelos et al, 2009). Au vu de nos résultats et de ceux de la littérature, le
récepteur CB2 jouerait un rdle crucial dans I'atténuation de I'activation microgliale et la
dégénérescence neuronale, ouvrant ainsi le chemin pour de nouvelles stratégies
thérapeutiques pour protéger contre les processus neurotoxiques induits par les
amphétamines, mais qui peuvent aussi participer a la physiopathologie de certaines

maladies neurodégénératives.

Rappelons que, dans l'article 1, nous avons montré que I'exposition a un EE régule
I'expression de genes codant pour des protéines du SCE. Au vu de ce résultat, on pouvait
envisager que |'exposition a I'EE soit également capable de prévenir les dommages
engendrés par la METH. Toutefois, ces modifications transcriptionnelles ont lieu dans
I’'hypothalamus et I'amygdale, deux régions trés impliquées dans la régulation du stress
(article 1). Par contre, aucune modification n’a été observée dans le striatum, qui représente
la structure la plus atteinte par la perte des terminaisons dopaminergiques induites par la
METH (Fleckenstein et al, 2000). Tous ces éléments pourraient expliquer le fait que malgré la
stimulation du SCE qu’il induit, 'EE ne protége pas contre les effets addictifs et

neurotoxiques de la METH.
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3. Perspectives : caractériser les mécanismes sous tendant la

neuroprotection induite par le SCE

i. Quel récepteur est impliqué dans la protection induite par

le JZL184 ?

Dans l'article 3, nous avons montré que l'inhibition de la FAAH ou de la MGL, a l'aide
de 'URB597 ou du JZL184 respectivement, protégeait contre la neurotoxicité induite par la
METH. Cependant, au moment ou l'article a été rédigé, nous n’avions identifié que le
récepteur impliqué dans la protection induite par 'lURB597, a savoir le récepteur CB2. Des
manipulations sont en cours afin de déterminer si la protection induite par le JZL184 est,
elle aussi, médiée par le récepteur CB2, ou si elle implique le récepteur CB1 ou d’autres

récepteurs non cannabinoides comme par exemple le récepteur vanilloide.
ii. Régulation de I'activité microgliale

Dans l'article 3, nous avons proposé plusieurs mécanismes qui sous tendraient la
protection induite par le SCE contre la toxicité de la METH. La modulation de I'activité
microgliale constitue une piste privilégiée pour plusieurs raisons. En effet, la METH induit
une activation microgliale dans des régions dopaminergiques comme le striatum (Sekine et
al.,, 2008), aussi bien chez I'Homme (Sekine et al, 2008) que dans des modeles animaux
(Bowyer et al, 1994 ; LaVoie et al, 2004). De plus, 'application de la DA quinone, qui est aussi
générée en réponse a la METH (cf. chapitre 1), a des microglies en culture modifie
I'expression de plusieurs génes microgliaux en augmentant, par exemple, I'expression de
ceux qui contribuent aux processus inflammatoires et aux dommages membranaires et
cellulaires, comme le géne codant pour le TNF-alpha, et en diminuant I'expression de
récepteurs microgliaux qui interviennent dans I'action anti-oxydante des microglies (Kuhn et
al.,, 2006). Le cumul de ces modifications limiterait les capacités anti-inflammatoires des
cellules microgliales, et participerait a I'amplification de I'atteinte neuronale induite par la
METH. Par ailleurs, il a déja été montré que le récepteur CB2 joue un rdle dans la régulation
des réactions inflammatoires dans le cadre de plusieurs maladies neurodégénératives
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(Ramirez et al, 2005 ; Fernandez-Ruiz et al, 2007). Il est donc possible que I’activation des
récepteurs CB2, induise une réduction de la production de facteurs neurotoxiques produits
par les microglies réactives comme le TNF-alpha, les ROS et le NO (Klegeris et al, 2003 ;
Fernandez-Ruiz et al, 2007), protégeant ainsi les neurones dopaminergiques contre la
toxicité induite par la METH. Afin de tester cette hypothése, nous envisageons de traiter des
souris avec de la METH (30mg/kg, i.p.), et de stimuler le SCE directement, en utilisant un
agoniste sélectif des récepteurs CB2 comme I'AM1241 (lbrahim et al, 2003), ou
indirectement, en inhibant la dégradation des ECs a I'aide de 'URB597 et/ou le JZL184. Nous
doserons ensuite, par ELISA, la quantité de TNF-alpha libérée dans le striatum de ces souris.
Si des différences sont observées, elles supposeraient une action régulatrice du SCE sur cette

réaction mirogliale déclenchée par la METH.
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L'effet protecteur de I'exposition a des conditions de vie stimulantes contre
I'addiction aux drogues a été largement étudié, mais les mécanismes sous tendant cette
protection restent a déterminer. Ce travail de thése nous a permis d’apporter, dans un
premier temps, un argument en faveur d’une action de I'EE sur les niveaux de stress de
I'individu. Toutefois, cette protection nécessite le maintien des conditions positives puisque
le passage d’un environnement favorable vers un autre qui I'est moins, rend les individus
plus vulnérables aux effets récompensants des drogues. Ce phénomeéne inattendu
expliquerait le fait que, si elles rencontrent des accidents de la vie, comme la perte d’un
statut socio-économique ou la perte du soutien de personnes trés proches, des personnes
ayant eu un bon niveau socio-économique et des conditions de vie plutot positives pendant
I'adolescence peuvent également développer des dépendances aux drogues d’abus. Les
mécanismes sous tendant ces effets méritent d’étre étudiés afin de mieux comprendre
comment les expériences de vie modifient le cerveau et déterminent les risques de

développement de maladies psychiatriques.

Par ailleurs, au vu de la consommation croissante de la METH ces dernieres années
(Figure 2) et de son importante toxicité (cf. chapitre 1), la recherche d’approches pour
réduire les dommages qu’elle induit a constitué notre deuxieme axe de recherche. Nous
avons alors montré que la stimulation du SCE, et plus particulierement I’activation des
récepteurs CB2, constitue une cible potentielle pour protéger contre des mécanismes
toxiques sous tendant la toxicité de ce psychostimulant. Etant donné que la METH déclenche
des mécanismes identiques a ceux observés dans des maladies neurodégénératives (cf.
chapitre 1), ce travail de thése permet de suggérer qu’une stimulation directe ou indirecte
du SCE pourrait étre utilisée comme stratégie thérapeutique pour réduire le développement

et éventuellement traiter des maladies neurodégénératives.
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