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1. La Cocaine

La production, la consommation et le trafic de samses illicites, telles que la cocaine,
constituent un probléme majeur de santé publiqugieluse heurte la société. En effet, une
hausse globale de la consommation de cocaine @bé&vée dans I'Union Européenne au
cours de la derniere décenni@b&ervatoire Européen des Drogues et des Toxicasani
2009. Les données disponibles font état d'une divérsitonsidérable chez les
consommateurs, tant en termes de mode de consoonnEatien termes de sociologie. Le
groupe le plus important est constitué d'usagersigudont qu’expérimenter la substance a de
rares occasions. Un second groupe comprend desmareteurs réguliers socialement bien
intégrés. Enfin, un troisieme groupe comprend d@esammateurs tres réguliers, mais exclus
socialement. En raison de la diversité des prdfés consommateurs de cocaine, I'évaluation
de la prévalence de la consommation de cette dr@ggeconséquences sanitaires et sociales
ainsi que les réponses nécessaires représentertnu@eux défis. L'essentiel des études a
porté sur les causes sociales, psychologiques yamhipsrigues qui ameéenent un individu a la
prise de drogue. Cependant, la nécessité d'étudedre neurobiologique, pour comprendre
pourquoi de nombreux consommateurs perdent totalelmeontréle de leur prise de drogue,
demeure. L’action répressive s’oriente quant asi#ématiquement vers les personnes, leurs
provenances et la surveillance de leurs activBéde nombreuses saisies sont effectuées, leur

effet sur 'ampleur du trafic reste modeste en régies moyens investis.

1.1.Origine
La cocaine est un alcaloide extrait des feuilles dux espéces de cocaier :
Erythroxylum cocaet Erythroxylum novogranatens€es arbustes se trouvent principalement
le long de la Cordillere des Andes. Bien que pautsaal'état sauvage, l'arbuste a coca est
cultivé, généralement entre 500 et 1500 m d'akitueh climat humide. Les rameaux, de
coloration rougeatre, portent des feuilles ovaled foncé (Figure 1), des fleurs blanches et
des fruits rouges. Les feuilles de ces arbustedietorent jusqu’a quatorze alcaloides,

présents a des concentrations variables.

Figure 1 : lllustrations d'une
plante d'Erythroxylum coca
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La « Khoca » qui signifie « I'arbre par excellencen langue aymara, était cultivée
bien avant I'empire Inca. La plante était vénéraeles sociétés andines qui étudiaient 'usage
des plantes. Sa consommation avait acquis un éagantystique et magique, mais aussi
religieux et social. Ainsi, I'utilisation de la féle se révélait omniprésente dans les relations
des hommes avec les dieux et les forces natur@lidseau, 2006 Plante médicinale de
premier ordre, elle était déja utilisée pour semppétés anesthésiques, lors des interventions
chirurgicales bien avant la découverte de I'aness¢hiécale en Europe.

Les feuilles de coca étaient consommées sous fdiume chique, que I'on mastiquait
pendant quelques heures. Le sujet portait a sahlkogaelques feuilles de coca et de petits
fragments d’une substance alcaline (de la cendmeda chaux vive) puis formait une boule
simplement maintenue entre la gencive et la joureiéxtraire lentement le suc des feuilles.
L’appareil digestif en était anesthésié, 'usageressentait plus la faim. Cette consommation
permettait aussi de se protéger du froid de ltadit Dans les mines d’or, d’argent et d’étain
des Andes, son usage est aujourd’hui encore cagspdé les mineurs comme un moyen de
protection de leur santé, ainsi qu’un stimulantsdeur travail.

Ce n'est qu'au Siecle des Lumieres que I'Europmroenca a s'intéresser a cette
plante. En 1750, le botaniste De Jussieu décasifpkemiers spécimens. Lamarck la nomma
Erythroxylumcocaen 1786. En 1855, Gaedcke distilla le résidu sew dxtrait de coca et
obtint un produit cristallin qu’il nomma « Erythrglin ». En 1859, le naturaliste Von
Scherzer envoya des feuilles au chimiste Woéhlec'est en 1860 qu'un de ses éleves,
Niemann, isola un alcaloide de ses feuilles qwimma cocaineNiemann, 1860 Trois ans
plus tard, Lossen en détermina la formule chimiQu&l,;NO, (Figure 2).

o o

Cl”

Figure 2 : Structure du o N+
chlorhydrate de cocaine H

o
H o

La découverte de la cocaine en tant qu’anestheésitpcal provoqua un
bouleversement dans divers domaines de la médeaime simple application locale
autorisait les interventions chirurgicales les plamplexes sur le sujet vigil@dylor, 1884.
Les applications thérapeutiques de la cocaine fueechirurgie (ophtalmologie, urologie,
gynécologie), le traitement par substitution ddcBalisme, I'opiomanie et I'asthme. Les
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propriétés « stimulantes » de la cocaine furenesnésprofit pour créer différentes boissons.
Le vin Mariani, par exemple, commercialisé en 186Bun pharmacien corse du méme nom,
contenait de fortes doses de cocaine. Cette ptépanaspira des 1885 John Pemmington, un
pharmacien américain, qui élabora la boisson Cama:-CCette boisson aux propriétés
toniques contenait des extraits de feuilles de,cemarce de cocaine, et des extraits de noix de
cola, source de caféine. La cocaine ne fut défamtient retirée de cette boisson qu’en 1929.
A la méme époque, un procédé de consommation physeset plus efficace fut découvert :

il consistait a inhaler la poudre de cocaine. Calletait alors de toutes les fétes ; elle jouissai
d’'un grand succes en tant que « drogue du plaisirsen usage se répandit dans toutes les
classes sociales. Cette « période d’or » de laviralicoco » allait s’étendre de la moitié du
XIX ™ sigcle jusqu’au tout début du X® au moment ol son utilisation massive et
chronique provoqua un veéritable malaise dans lee&s américaine et européennes.

En 1884, Freund publia son article « Uber Cocécridant les effets bénéfiques de la
cocaine Freund, 1883 Un an apres, les premiers cas d'effets toxiquesnt publiés,
tendance qui s'amplifia jusqu'au début des ann866. 1 es premiers cas de dépendance
furent également décrits a cette époque. On padatt&@ occasion d'une« épidémie » de
consommation de cocaine. Les Etats-Unis avaientd@ax fois émis des restrictions a cette
consommation (Pure Food Act de 1906 et Harrisorcdter Act de 1914). En France, ce
n'est qu’en 1916 qu’apparut une liste de stupé&iattune loi prohibant 'usage des drogues.
Dans les années 1970 apparut une seconde « épidédegeconsommation de cocaine
largement amplifiée dans les années 1980 avec fganee du « crack ». Cette forme de la
cocaine, insoluble dans I'eau, pouvait étre funafreson point de vaporisation est beaucoup
moins élevé que celui du chlorhydrate de cocairegauid 1977, le trafic, l'utilisation et les

déces dus a la consommation de cocaine sont ereatgjion constante.

1.2. Production et commerce

1.2.1. La pate de coca
Pour obtenir la pate de codagsale and Klein, 1993il faut faire macérer les feuilles deca
dans de I'eau en présence d’'un sel de carbonatedafs’assurer que la cocaine est sous sa
forme de base libre. Ensuite, un solvant non misdbl’eau est ajouté pour que la cocaine
sous forme de base soit extraite dans ce solvansolvant est ensuite récupéré et de I'acide
sulfurique dilué y est ajouté pour transformerdaaine en son sel sulfaté, soluble en solution

aqueuse. Dans la phase finale un exces de baseoXlgd de calcium ou hydroxyde de
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sodium) est ajouté a la solution aqueuse pour alidr I'acide sulfurique et convertir le
sulfate de cocaine en cocaine base qui précipite ldasolution aqueuse sous la forme d’'une

gomme jaunatre. La substance solide ainsi récugstda pate de coca.

1.2.2.La cocaine base
Pour obtenir la cocaine sous sa forme basiqueati gie coca est dissoute dans une petite
quantité d’acide sulfurique, puis la solution @sé¢ avec du permanganate de potassium, un
puissant oxydant, et de 'ammoniaque afin de pitipa cocaine base. L'obtention de celle-
ci est généralement effectuée par les récoltamsm@mes dans des conditions d’hygiéne

déplorables et avec un grand risque pour leur sensdes produits utilisés.

1.2.3.La cocaine HCI

Dans cette étape, la cocaine sous sa forme basgjudissoute dans du diéthyléther, puis
filtrée pour la débarrasser d'une grande partissete impuretés. De I'acétone et de l'acide
chlorhydrique concentré sont ajoutés pour obtengel hydrochloré de cocaine. Avant d’étre
vendue sous forme de poudre, la cocaine HCI egudérément « coupée », adultérée avec

d'autres substances.

Figure 3 : Poudre de cocaine HCI

1.2.4.Le crack

A partir de cocaine HCI, il est possible de fabeigdu « crack », nom communément donné a
la cocaine sous sa forme basique. Ce sont fréqueimie® vendeurs eux-mémes qui la
produisent en faisant précipiter le chlorhydrate abeaine dans de I'eau bouillante en
présence de bicarbonate de sodium. La base estélentuellement mélangée a du tabac, du

chanvre ou d’autres herbes, pour étre fumée.

Figure 4 : Galets de crack
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1.2.5. Le commerce
Pour I'année 2008, les trois principaux pays prtelus de cocaine ont été la Colombie, le
Pérou et la Bolivie avec une production respeatiesviron 430, 300 et 110 tonnddrjited
Nations Office on Drugs and Crime, 200®epuis 2000, le prix de la cocaine chute en
Europe et sa consommation ne cesse de croitreO@&h 2,9 % des 15-34 ans déclarent avoir
consommé de la cocaine au cours de la vie et GG &ours de I'année. A 17 ans, a la méme
épogue, son niveau d’expérimentation s’éleve a tleé%a classe d’age, il est de 2,5% en
2005. C’est a partir de cette période que les @udiusage de la cocaine vont sensiblement
s'orienter vers la hausse. Ainsi, dans le groupgel’le plus concerné par ces usages, les 18-
44 ans, le niveau d’expérimentation triple entr®2l@t 2005, passant de 1,2 % a 3,8 %.
Rappelons que plus d’'un usager sur deux fréqueliempace festif « électro » est agé de
moins de 24 ans et que 62 % d’entre eux ont expdétiéna cocaine. Ce phénomene n’est pas
spécifique a I'espace festif techno mais touchelds en plus des milieux jusque-la plutot

éepargnés@bservatoire Francais des Drogues et des Toxicoesa2010)

1.3. Pharmacocinétique
La quantité disponible dans le corps, 'amplitutéaedurée du pic plasmatique dépendent de
la voie d'entréeHaddah and Winchester, 1990
» Par voie orale (ingestion), la cocaine apparaitia@au sanguin au bout de 30 min et
le pic est obtenu en 50 a 90 migrke, 1989.
» Par voie nasale, les effets débutent 3 min aprpsda, le pic étant obtenu en 15 min
environ.
 Par voie intraveineuse, le pic du taux sanguirobttnu en quelques dizaines de sec et
I'effet est de courte duré (20 min).
 Par inhalation (fumée sous forme de crack), lestefur le cerveau apparaissent trés
rapidement apres 8 a 12 sec, ils sont tres violgntissh ») et de trés courte durée : 5
a 10 min Clarke, 1986.

1.4.Catabolisme
La demi-vie de la cocaine se situe entre 40 eti®) en fonction a la fois de la voie d'entrée,
de la dose administrée et du sujet lui-méme. Laeumngjpartie de la cocaine est métabolisée
dans le foie, dans les 2 h suivant la prise. Tvoies de biotransformation ont été décrites
(Figure 5 ;Fleming et al., 1990:
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* Une voie principale : les estérases hépatiquesastmatiques hydrolysent la cocaine
pour former I'ester de méthylecgonine.
* Une voie secondaire : I'nydrolyse spontanée, pilebamt sans intervention enzyma-
tigue, conduit par déméthylation a la benzoylecgeni
La forme de dégradation finale, conjonction desxdeaies, est représentée par l'ecgonine.
» Une voie mineure : la N-déméthylation de la cocailpeutit a la norcocaine.
La benzoylecgonineet lester de méthylecgonirs®nt inactifs, alors que leorcocaine
est toujours active, En présence d'alcool se fopaefransestérification, un autre métabolite

actif, lecocaéthylengplus toxique encore que la cocaidatlow et al., 1991

Cocaine

Benzoylecgonine Ester de méthylecgonine Norcocaine

Ecgonine

Figure 5 : Catabolisme de la cocaine
Contrairement a la benzoylecgonine et a I'ester de méthylecgonine, la norcocaine est un
métabolite de la cocaine toujours actif

L'élimination urinaire des métabolites se fait moportions variables selon la voie
d'entrée Ambre et al., 1988 Au bout de 4 h, la majeure partie de la drogsteééminée du
plasma, mais les métabolites peuvent étre idestifisqu'a 144 h aprés la prise. L'élimination
se fait également dans les selles. La cocainebstnaoylecgonine sont retrouvées dans le lait
maternel jusqu'a 36 h aprés la prise et dans ieesudes nouveau-nés pendant cing jours. Vu
gue les cheveux et les ongles gardent une trac@rddsits consommés au moment ou ils
poussent, les métabolites de la cocaine peuvemteydétectés apres de longues périodes,
alors méme que les analyses de sang et d’'urineemeeftent plus d’obtenir des résultats

exploitables.
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1.5. Effets somatiques
La consommation de cocaine n'affecte pas uniquetagonctionnement du systeme
nerveux central (SNC), mais induit de multiples ifestations somatiques. D’'une fagon
générale, la consommation de cocaine se traduitupar tachycardie, une hypertension
artérielle, une dilatation pupillaire, accompagnéessueurs, de frissons, de nausées ou de
vomissements. Cela parce qu’elle agit directemantles organes périphériques : systémes

cardiovasculaire, respiratoire, hépatique, remaunitaire et les muscles striés squelettiques.

1.5.1.Manifestations neurologiques
L'usage de la cocaine peut provoquer une désynidation de I'activité électrique du
cerveau. Comme la cocaine abaisse le seuil épjepey des convulsions sont fréquentes et
peuvent survenir méme apres une administratiorueni’autres signes sont notés: céphalée,
ischémie cérébrale ou hémorragie cérébro-méningée. hyperthermie est frequemment
décrite chez les usagers de « crack ». L'usage wlsihpt chronique de cocaine est associé a
des perturbations diverses : des accidents céxazmslairesl(ichtenfeld et al., 1984; Wojak
and Flamm, 198)/ des perturbations de la circulation sanguinelm@le Yolkow et al.,
1992, voire une atrophie cérébrale diffugeaécual-Leone et al., 19R1Ataxie, troubles de
I'expression verbale et de la mémorisation semidénet tres fréquemment retrouvés chez ces

consommateurdifdila et al., 199)1

1.5.2.Activité anesthésique locale
La cocaine est connue pour inhiber les canaux sedigiépendant du voltage de facgon
rapidement réversibleCfumb and Clarkson, 1990La cocaine pénetre a I'intérieur du canal
sodique et empéche linflux de sodium dans lesuladl dites « excitables » (cellules
musculaires et nerveuses). Cette capacité d'inbiba d’ailleurs conduit a l'utilisation de la
cocaine et surtout d’'un de ses dérives, la lidegaians I'anesthésie locale, pour leur action

sur les fibres nociceptivesdfet C.

1.5.3.Toxicité cardio-vasculaire
La cocaine, via lactivation du systeme nerveuxomoime sympathique, induit une
augmentation des taux plasmatiques d’adrénalide ebradrénaline ayant pour conséguence
'augmentation du rythme cardiaque, voire I'appantd’arythmies pouvant engendrer une
ischémie myocardiqgueChakko, 200 La cocaine provoque également une tres forte
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vasoconstriction des vaisseaux sanguins pouvamneingr une rhabdomyolys@/élch et al.,
1991), mais aussi induire des nécroses dans certassstinotamment au niveau de la cloison

nasale et des coronaires, d'ou la fréquente suevdtinfarctus.

1.5.4.Toxicité pulmonaire

L’exposition a la cocaine se traduit par des tales expectorations sanglantes, des douleurs
thoraciques, des dyspnées, des pneumothorax ¢edesrragies alvéolaires le tout sur fond
d’hypertension artério-pulmonair@dérper and Van Thiel, 1992Ces signes apparaissent de
facon bien plus précoce et fréequente chez les usalgecrack. Un oedeme du poumon peut
accompagner l'intoxication aigie, avec dans ledeagplus fulgurants, un déces en quelques
heures Gold, 19932.

1.5.5.Autres effets toxiques

Bien que nombre d’'usagers vantent les propriétésodsiaques de la cocaine, son usage
peut perturber les fonctions sexuelles. D’'une fagonématique, une utilisation ponctuelle
tend & augmenter la libido et les capacités seegjedlors qu’'un usage compulsif entraine des
dysfonctionnements de type impuissance ou anorgashinjection intraveineuse de la
drogue ou méme l'inhalation de crack peut entralmex éjaculation spontanée. Mais une
tolérance se développe tres rapidement, aboutissant état d’'impuissance ou de frigidité
(Cocores et al., 1988; Gold, 1992

Puisque la cocaine traverse la barriere placentgine sa demi-vie est plus longue
chez le foetus que chez la mere et gu’elle dimieu#ebit sanguin utérin, 'abus maternel de
cocaine pendant la grossesse est associé a uratfmoimportante d’avortements spontanés
et de naissances prématurées. A la naissance servelune diminution du poids, de la taille,
et du diametre cranien du nouveau-né, ainsi queddesmages, souvent irréversibles, au

niveau des fonctions cérébrales et motri@=h(ke and Eyler, 1993; Chiriboga, 1998

1.6. Effets comportementaux

1.6.1.Administration aigué
Chez 'homme, I'exposition unique a la cocaine aonhd des effets comparables quelque soit
le mode d’administration, ce dernier ne jouant gueles délais, la durée et 'amplitude des
phénomeénes. Lors d'un usage occasionnel de codaisejet devient euphorique et ressent

un accroissement de la vigilance, une sensatiojectie d’amélioration des performances
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physiques et de I'acuité mentale, une diminutiodadgensation de fatigue, de I'appétit et du
sommeil. Cette phase dite de «rush » ou de « flaglst de type orgasmique. Ces aspects
hédoniques font de la cocaine un puissant renforpasitif. Si les administrations se
succedent sur une période breve, leur arrét saitrdit d’abord par une trés forte fatigue et
une lassitude. Puis s’ensuit une phase dite dashocr durant laquelle le sujet ressent de

I'anxiété, de la dépression, l'incitant a reprenigrproduit.

1.6.2. Administration chronique
L’effet renforcant, ressenti lors des premieresgsj motive frequemment l'individu & une
consommation ultérieure. Chez certains individuetiecphase de consommation controlée
peut étre suivie d’'une phase dite phase d'« ablisabus correspond a une consommation
excessive induisant des dommages somatiques, Efetidfs ou sociaux soit pour le sujet
lui-méme, soit pour son environnement.

Durant les intoxications, les hallucinations viges auditives, olfactives et cutanées
se généralisent. Surviennent aussi des épisoddslides d’interprétation revétant une forme
paranoide. On rapporte de fréquentes attaques rdquea notamment chez les usagers de
crack. Certains individus développeront un compoeiat vis-a-vis de la cocaine caractérisé
par une consommation compulsive, indépendante de peopre volonté; I'état de
dépendance apparait alors. Le potentiel de dépeadartégard de la cocaine inhalée ou
injectée est bien supérieur a celui de la cocatimirastrée par voie orale. Cela s’explique
sans doute par I'exceptionnelle rapidité avec |dgua cocaine, une fois inhalée ou injectée,

gagne le cerveau et y agit.

1.7. Facteurs de vulnérabilité
Divers parametres peuvent étre considérés commefagésurs de vulnérabilité et ainsi
prédisposer un individu a développer, au coursaeis, une dépendance vis-a-vis d’'une
drogue. Citons d'abord les facteurs liés a la $ditéi du consommateur comme ceux
d’'origine génétique. En effet, on sait entre aafue la présence de certains alléles du géne
codant le récepteur au cannabinoide CB1 augmentprdhabilité de développer une
dépendance a I'alcooComings et al., 1997De méme la présence d’'un allele particulier du
géne dBDNF (« brain derived neurotrophic factor ») augmeatedlnérabilité au tabagisme
(Lang et al., 200)
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D’autres facteurs liés a la sensibilité du consateur sont I'age, la propension a
rechercher des sensations nouvelles, 'état émudlorthyperréactivité, stress, anxiété,
dépression) et mental (faible estime de soi) owrenka présence de troubles psychiatriques :
psychoses (schizophrénie), troubles de la persién@ntisocial, borderline), troubles de
I'numeur (bipolarité), troubles de I'attention (hgractivité associée a un déficit attentionnel).
Pour ne prendre qu’'un exemple, il est clairememhatéré que la prévalence de I'abus de
drogue, surtout de nicotine, était tres élevée dbgzpatients atteints de schizophrénie, et
gu’ils avaient un plus fort taux de rechute apesage Potvin et al., 2008

En plus des facteurs liés a la personnalité, idtexaussi de nombreux facteurs liés a
I'environnement dans lequel vit I'individu. Par exgle, une vie précaire en marge de la
société ou I'absence de soutien familial augmengeptobabilité d’essayer diverses drogues,
principalement I'alcool. La tolérance de I'envir@ment familial ou son dysfonctionnement,
de méme que le rble de I'entourage (rites d'iniiat appartenance a un groupe) sont autant
de facteurs d’entrée dans la consommation de dsodilette derniére peut-étre vue comme
une échappatoire a la suite d’évenements de wenrasants (abus sexuel, rupture conjugale,
licenciement, deuil). Finalement, des facteurs dida drogue elle-méme doivent étre pris en
considération, comme le pouvoir renforcant (tras pour la cocaine), la qualité, la pureté, la
toxicité, ou encore le prix et la disponibilité.

Par opposition a ces facteurs de vulnérabilitéexisterait des facteurs dits de
protection dont les principaux sont sans douteolgien familial ou social et le sentiment

d’appartenance a un groupe, a une communauté.

1.8.La dépendance aux drogues
1.8.1.Diagnostic

Le diagnostic de dépendance, qui tient lieu aujbuidde référence, repose sur les critéres
issus du DSM-IV-TR (Diagnostic and Statistical Mahof Mental Disorders American
Psychiatric Association, 2000 Tableau 1) et de la CIM-10 (Classification stjue
internationale des maladies et des problemes dé sannexesQrganisation Mondiale de la
Santé, 1992 Tableau 2). Ces critéres ne sont pas spécifiquase substance psychoactive
donnée.

Le passage de l'usage simple a l'usage abusifieolusage abusif a la dépendance,
n'est souvent pas percu par le consommateur quisepeou prétend maitriser sa

consommation. Cette impression d’« autocontrélé&estrbien souvent qu’une illusion.
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Tableau 1 : Critéres de la dépendance selon le DSM-IV-TR

Mode d'utilisation inadapté d’'une substance (ici la cocaine) conduisant a une altération du
fonctionnement ou une souffrance, cliniguement significative, caractérisée par la présence

de trois ou plus des manifestations suivantes, a un moment quelconque d’'une période
continue d'un an :

1. Tolérance, définie par I'un des symptdmes suivants :

* Besoin de quantités notablement plus fortes de la substance pour obtenir une
intoxication ou l'effet désire

* Effet notablement diminué en cas d'utilisation continue d’une méme quantité de la
substance.
2. Sevrage, caractérisé par I'une ou l'autre des manifestations suivantes :
* Syndrome de sevrage caractéristique de la substance
* La méme substance (ou une substance tres proche) est prise pour soulager ou éviter
des symptémes de sevrage

3. La substance est souvent prise en quantité plus importante ou pendant une période plus
prolongée que prévu.

4.1l y a un désir persistant, ou des efforts infructueux, pour diminuer ou contrdler ['utili-
sation de la substance.

5. Beaucoup de temps est passé a des activités nécessaires pour obtenir la substance, a
utiliser le produit ou a récupérer de ses effets.

6. Des activités sociales, professionnelles ou de loisirs importantes sont abandonnées ou
réduites a cause de I'utilisation de la substance.

7. L utilisation de la substance est poursuivie bien que la personne sache avoir un probléme
psychologique ou physique persistant ou récurrent susceptible d’avoir été causé ou
exacerbé par la substance.

DSM-IV-TR : Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders — Revision IV (American
Psychiatric Association, 2000)
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Tableau 2 : Criteres de la dépendance selon le CIM-10

Ensemble de phénomeénes comportementaux, cognitifs et physiologiques dans lesquels
l'utilisation d’'une substance psychoactive spécifique (ici la cocaine) ou d’'une catégorie de
substances entraine un désinvestissement progressif des autres activités. La caractéristique
essentielle du syndrome de dépendance consiste en un désir, souvent puissant, parfois
compulsif. Au cours des rechutes, c'est-a-dire aprés une période d’'abstinence, le syndrome
de dépendance peut se réinstaller beaucoup plus rapidement qu’initialement.

Pour un diagnostic de certitude, au moins trois des manifestations suivantes doivent
habituellement avoir été présentes en méme temps au cours de la derniére année.

* Désir puissant ou compulsif d’utiliser une substance psychoactive.

* Difficultés a contrdler I'utilisation de la substance (début ou interruption de la consom-
mation ou niveaux d’utilisation).

* Syndrome de sevrage physiologique quand le sujet diminue ou arréte la consommation,
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 symptdomes de sevrage.

* 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.

* Abandon progressif d’autres sources de plaisir et d’intéréts au profit de I'utilisation de la
substance psychoactive, et augmentation du temps passé a se procurer la substance,
la consommer ou récupérer de ses effets.

* Poursuite de la consommation de la substance malgré la survenue de conséquences
manifestement nocives.

CIM-10 : Classification internationale des maladies et des problemes de santé connexes
(Organisation Mondiale de la Santé, 1992)

1.8.2.Théories de la dépendance

Actuellement au moins cing théories ont été progegiour tenter d’expliquer la transition

entre consommation contrdlée d’une drogue et dépwedRobinson and Berridge, 2003

1.8.2.1. Renforcement positif et négatif
Cette théorie, la plus intuitiva priori, est basée sur le fait que la consommation deugrog
serait motivée d’une part par la recherche desseffigphorisants que procure la drogikse,
1996 et d’autre part par I'évitement des effets ndgatncontrés lors du sevrag€opb and
Bloom, 1988 Cependant ce modele peut difficlement expliglieecaractére compulsif et
récurrent de la dépendance, qui de plus s’accongpaguvent d’'une diminution des effets

euphorisants de la drogue aprés un usage répéte.
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1.8.2.2. Processus opposants
Cette théorie est basée sur le postulat que dargaliisme, toute modification d'un état est
contré par des processus au sein du SNC ayantbpbude diminuer I'intensité de cet état
(Figure 6a ;Solomon and Corbit, 1974 Comme la théorie précédente, la théorie des
processus opposants est basée sur le fait quedaalest dans un premier temps consommeée
pour I'euphorie, puis pour éviter les symptomessderage. En effet, la consommation de
drogue produirait initialement un effet plaisaniteswa I'activation du systeme de réecompense
(processus « a »). Le processus a induirait aloesffet opposant négatif qui viserait a rétablir
I’'homéostasie hédonique (processus « b »). La sodeagrocessus « a + b » représenterait
alors I'état ressenti. A chaque exposition a lagdey le processus « a » resterait identique
voire diminuerait en amplitude, alors que le preass« b » apparaitrait progressivement et
serait susceptible de s’amplifier et de durer des jgn plus longtemps au fur et a mesure de la
répétition des prises. L'état de dépendance réaitlidonc de la mise en place, dans le SNC,
de nombreuses neuroadaptations persistantes quiposeraient aux effets de la
consommation d’'une drogue. Ces adaptations abmutira&a une totale dérégulation de

I’'homéostasie hédonique qui déboucherait sur I'efipa de la dépendance.

1.8.2.3. Déregulation de 'homéostatique / allostasie
Basée sur la théorie précédente, la théorie dérkgdlation de I’homéostasie, encore appelée
allostasie (the homeostatic dysregulation theomlldstasis ;Koob and Le Moal, 1997
représente le développement de la dépendance adasrlie d’'un cercle vicieux et propose
une hypothése neurochimique des processus oppo@émtd and Le Moal, 2008 Le
renforcement positif serait causé par l'activataun systeme de récompense, alors que le
renforcement négatif serait causé par l'activaties voies neurochimiques du stress
induisant surtout la libération de corticolibérifdoob, 2008. La transition de I'impulsivité a
vouloir consommer de la drogue vers une consommatmmpulsive serait liée a une
perturbation des systemes de récompenses et & sti@u fil des prises de cocaine, la
libération de dopamine (DA) diminue, provoquantrenforcement positif plus faible et la
libération de corticolibérine augmente, provoquamtrenforcement négatif plus fort. Ainsi,
en accord avec les propositions de Solomon et Cdddfet plaisant de la drogue diminue en
durée et en intensité, alors que I'état de mal-@agmente ce qui aboutit a une homéostasie
non stableoob and Le Moal, 2008 c’est ce qu’on appelle I'allostasie (Figure .6b)

-15 -



Contexte Scientifique

prise unique prises répétées

état A
y

>
|

Echelle hédonique
Etat
ressenti
o
| ]
:
1
1
1
]
]
‘ ‘
(D~
9
—~+
ws)
]
]
]
]
]
]
]
]
%
]
]

B
9 9 AT Aeprocessus a
n €
o &
§ § 0 - -‘\ " .. —
S
o Fo) B— cCoacacad . "0

Smeocee L4

S
processus b

| Drogue | | Drogue |

b a
/\ a points allostatiques
Humeu/r’ /\ '/ a %

homéostatique b
b

état aIIostatique/

Figure 6 : Théories de la dépendance

Selon la théorie des processus opposants (a), la réponse hédonique a la drogue est le
processus a, qui a son tour induit le processus opposant b. La somme de ces deux
processus procure ['état initial plaisant A suivi d'un état déplaisant B. Lors d'une
consommation contrblée de drogue, I'état A est tres important, alors que I'état B est trés
faible. Cependant, lors du développement d’une dépendance, le processus déplaisant b
augmente d’amplitude et de durée, induisant un état B extrémement anhédonique et prenant
le dessus sur I'état A ; c'est le sevrage (adapté de Solomon and Corbit, 1974). Selon la
théorie de l'allostasie (b), le processus b n'a jamais la possibilité de retourner a son état
homéostatique originel avant que l'individu ne consomme a nouveau de la drogue. Cela a
pour conséquence I'apparition d'un état allostatique de plus en plus anhédonique (adapté de
Koob and Le Moal, 2001).

1.8.2.4. Apprentissage procédural aberrant
Cette théorie est basée sur le postulat que legudso perturbent les mécanismes
d’apprentissage et de mémorisation, qui serventitbellement a automatiser les
comportements de survielyman et al., 2006 Deux systémes permettant de prédire la valeur
d’'une action sont présents dans le cerveau : uemagsplanifie, qui permet d’effectuer une
analyse bénéfice / risque d’'un comportement pragétén systeme automatique permettant
d’associer une action spécifiqgue a une situatiomde. Dans I'état initial, la consommation

de drogue est consciente et dépendrait du systéamifign Puis au fur et a mesure du
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développement de la dépendance, une transitioki®€ogt vers le systéeme automatique. La
drogue serait alors consommeée par « mauvaise kabitlors de I'exposition a des indices
associés a la consommatioRopbins and Everitt, 1999 La transition d’'une décision
planifiée vers un comportement automatique seitetée au niveau neuroanatomique par
un changement progressif des connections dopanmuesy En particulier, le contrble exercé
par le cortex préfrontal (CPF) lors d’'une décispanifiée serait remplacé par un contréle
exercé par le caudé-putamen (CPu) lors de la répantomatique Everitt and Robbins,
2005.

1.8.2.5. Sensibilisation de I'incitation / de la motivation

La théorie de la sensibilisation de la motivatienir{centive sensitization »Robinson and
Berridge, 1993 repose sur la dissociation entre la valeur higgen(« liking ») que procure
la drogue et la recherche de la drogue (valeurwvatdinnelle ; « wanting »). On retrouve
effectivement cette dichotomie au niveau neuroang@poe, vu que ces deux notions sont
contrdlées par des réseaux neuronaux distinctenSudtte théorie, le développement de la
dépendance s’accompagnerait d’'une sensibilisatiomédeau neuronal contrélant la valeur
motivationnelle attribuée aux drogues et aux stiranovironnementaux associés. Le systéme
dopaminergique serait nécessaire a la sensibdisale la motivation, mais pas a I'attribution
de la valeur hédoniqu@&érridge and Robinson, 19p&ette sensibilisation de la motivation
provogquerait donc chez le consommateur réguliedésir irrépressible de rechercher et de
consommer la drogue, appelé « craving » (termea@nfpiisant référence au « désir ardent,
appétit insatiable », qu’il ressente ou non despggmes de sevrage. Une fois en place, cette
sensibilisation peut provoquer une recherche cosnmilde drogue durant toute la vie. A ce
propos, chez I'animal, la sensibilisation comporatale modélise tres bien cette théorie. Ce
paradigme est de plus dépendant du contexte éasameirfent modulé par I'environnement

dans lequel la drogue est administréed]li and Terry, 1998

1.9. Sevrage et rechute
La prise de conscience des effets de la consommdé&acocaine sur I'organisme, sur la vie
professionnelle, sociale et familiale ou encoregance meédicale peuvent conduire I'usager
régulier a tenter de mettre fin a sa consommat®udrdgue. Apparait alors un syndrome de
sevrage. Il arrive fréquemment que méme aprés &g longues périodes de sevrage,
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I'individu reprenne une consommation réguliere etathle, comme s’il n’avait jamais cessé
de consommer. On parle alors de rechute.

Il existe de nombreux facteurs pouvant induirgdprise de la consommation. Une
forte sensation de manque, aboutissant a un besonpulsif et un désir incontrélable de
reprise de la consommation ou « craving », est astefir essentiel. Un second facteur
déclenchant trés important est le stress intengerelé par un évenement de vie qui peut
induire le désir incontrélable de reprise de lasmonmation. Le simple fait d’'une réexposition
a la drogue peut suffire dans certains cas pouemnejppe une consommation réguliere. Enfin,
le fait de se retrouver dans le contexte envirorerdai dans lequel I'individu avait I’habitude
de s’administrer la drogue ou encore la simple geg instruments jadis utilisés pour son

administration, sont suffisants pour réinstallee gonsommation.

1.10. Thérapies existantes et nouvelles

Il n'existe, pour linstant, aucun traitement phawculogique de la dépendance aux
psychostimulants. La prise en charge des patiargagers chroniques de cocaine, doit
répondre a une multitude de facteurs qui sous-téndet usage et trouver des solutions
adaptées aux problémes médicaux, biologiques, pkgiques et sociaux. Du point de vue

pharmacologique, on distinguera les traitementseduage des traitements de fond.

1.10.1.Traitements du sevrage
Il n'existe pas de traitement spécifique pour lgage a la cocaine qui s'accompagne souvent
de troubles de I'numeur. Ce sont essentiellemenminifestations cliniques du sevrage qui
sont traitées avec des médicaments adaptés aeataltliniques.

Les benzodiazépines restent les médicaments éieenék pour la prise en charge des
crises d'anxiété rencontrées lors du sevrage.likatton des antidépresseurs est également
justifiée, par leur action sur les neurotransmestesérotonine (5-HT) et noradrénaline qui

leur conférent une utilité dans le traitement dasséépressifs.

1.10.2.Traitements de fond
La prescription des traitements médicamenteux eyé@pléors du sevrage peut devenir, a des
doses moindres et en fonction des effets résiduels,prescription de moyenne ou longue
durée. Il n'existe cependant aucune pharmacotierafficace, en comparaison des

traitements de substitution des opiacés, pourpamigance a la cocaine.
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A ce jour, aucun résultat concluant sur l'effitdcles antagonistes des récepteurs
dopaminergiques dans le traitement de la dépendareeété rapporté. Néanmoins,
I'utilisation d’antagonistes des récepteursditénuerait le renforcement induit par la cocaine.
Des études cliniques sur des antagonistes agigsantipalement sur les récepteurs, D
comme les neuroleptiques classiques, ont montrélsqWloquaient partiellement la
consommation de la cocaine. Mais cette approchraghétique souffre de deux principaux
problemes :

» L’administration chronique de tels agents induis @édéfets moteurs extrapyramidaux
indésirables.

e Le traitement répété d'antagonistes dopaminergigpesit conduire a une
augmentation de la sensibilité des récepteurs dimgagiques postsynaptiques, qui
pourrait indirectement augmenter les effets suligede la cocaine et donc ses effets
abusifs.

Des antagonistesibnt été testés également, mais en raison de asulintradictoires, des
études ultérieures sont requises afin d’attribueesirécepteurs un réle dans le traitement de
la dépendance aux drogu&®(el et al., 2002

Dans une perspective similaire a celle utiliséasdie traitement de I'addiction aux
opiacés par la méthadone, divers psychostimulantsét® proposés comme thérapie de
substitution. Ces études ont montré que les symggaia sevrage étaient diminués, mais que
la consommation de cocaine n’était pas réduiteplDs, a long terme, la consommation et
I'état de manque augmente@rébowski et al., 2001 En conclusion, les essais cliniques et
les approches thérapeutiques utilisant des agaotbtédnt la transmission dopaminergique
pour le traitement de la cocaine s’averent pegafés dans la réduction de I'utilisation de la
drogue et la diminution des symptémes associés @lam craving ».

La thérapie via des agonistes GABZomme le baclofene a montré son efficacité dans
les essais cliniques en réduisant le renforcemmshiiti par la drogue et en diminuant le
« craving » [ing et al., 1998 L’activation tonique du récepteur n’est donc paguise pour
ces effets renforcants puisqu’il a été montré gee dntagonistes n’alterent pas l'auto-
administration (AA). De plus, des inhibiteurs désapteurs GABA, comme la tiagabine, ont
montré une diminution de la prise de cocaine. Emfialgré le fait que certains agonistes du
récepteur GABA, tels les benzodiazépines ou I'éthanol, montrest mropriétés appétitives,
le topiramate montrerait lui une éventuelle effitapour diminuer le « craving Rgis et al.,
2008.
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Enfin, plusieurs laboratoires pharmaceutiquesaiteent a la mise au point d'un
vaccin contre la cocaine qui agirait en diminuarguantité de cocaine atteignant le SNC. Les
travaux en cours semblent prometteurs bien qu’'linvdecin ne sera pas administré de
mainere préventive a I'ensemble de la populaticaismplutot aux personnes souffrants d’'une

réelle dépendance aux droguksgten et al., 2002

1.10.3.Psychothérapie comportementale
Les approches psychothérapeutiques de la dépendalaceocaine s'inscrivent comme une
condition importante pour la réussite du sevragsuetout du maintien de l'abstinence. Il
s'agit de psychothérapies de soutien, de psyclagtiesr d'inspiration analytique et des
psychothérapies cognitivo-comportementalistes. batisn familial est aussi un facteur
primordial dans la reconstruction de la person@adit dans le maintien d'une abstinence a

long terme.
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2. Neurotransmetteurs impliqués dans les effets de @caine

2.1.Le circuit de récompense
Depuis la découverte fondamentale par Olds et Wik 1954, décrivant le circuit de
récompense et de renforcement positif a partirtd-atimulations électriques dans le cerveau
de rat QOlds and Milner, 1954 de nombreuses recherches ont montré I'implicatie ces
circuits dans les effets renforcants des drogues.dubstances ayant un pouvoir renforcant
activent le circuit de récompense, provoquant heisk » recherché par le consommateur
(Killam et al., 1957. A la suite de ces résultats, de multiples rexdhes ont été réalisées pour
cartographier le circuit, puis dans un deuxiemepwnpour déterminer quels étaient les
neurotransmetteurs impliqués. Ce circuit de récorspest constitué d’'un ensemble de voies
neuronales jouant un réle clé dans la perceptiotadealeur appétitive des renforcements
positifs, dans l'intégration de stimuli environnameux prédictifs d’'une réecompense et dans
leur traduction en une réponse motrice adaptéerécbarche. Toutes les drogues agissent sur
ce circuit via différents systemes de neurotransrues (Tableau 3).

Tableau 3 : Effets des drogues sur le systeme de récompense

Drogue Site d’action principal sur le systeme de ré  compense

Au niveau de la VTA, il inhibe les récepteurs NDMA et augmentent

Alcool I'efficacité des récepteurs GABA,.

Au niveau du CPF, du CPu et du NAc, elles bloquent le VMAT, situé dans
les terminaisons nerveuses et bloquent le DAT situé sur les terminaisons
des neurones DA issus de la VTA. Augmente la libération de DA.

Amphétamines
Méthamphétamine

Barbituriques Au niveau de la VTA ils augmentent I'efficacité des récepteurs GABA,
. inhibiteurs situés sur les terminaisons des interneurones GABA
Benzodiazépines i hibiteurs.
Cannabis Au niveau de la VTA, il active les récepteurs CB1 inhibiteurs situés sur les
(A9-THC) terminaisons des neurones GABA inhibiteurs et glutamate excitateurs.
y Au niveau du CPF, du CPu et du NAc, elle bloque le DAT situé sur les
Cocaine o .
terminaisons des neurones DA issus de la VTA.
Au niveau de la VTA, elle active les récepteurs nicotiniques de
Nicotine 'acétylcholine : les a4f2 activateurs situés sur les terminaisons des
interneurones GABA inhibiteurs et les a7 activateurs situés sur les
terminaisons glutamate excitatrices issues des régions corticales.
o Au niveau de la VTA, ils activent les récepteurs p inhibiteurs situés sur les
Opiacés

terminaisons des interneurones GABA inhibiteurs.

CPF, cortex préfrontal ; CPu, caudé-putamen ; DA, dopamine ; DAT, transporteur de la dopamine ;
GABA, acide y-amino-butyrique ; NAc, noyau accumbens ; VMAT,, transporteurs vésiculaires des
monoamines 2 ; VTA, aire tegmentale ventrale
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2.2.Le systéme dopaminergique

Dans le SNC, la DA est impliquée dans le contr@entlltiples fonctions, telles l'activité
locomotrice, le comportement alimentaire, la the¥ygalation, les fonctions sexuelles,
’'homéostasie cardio-vasculaire, les régulationsdoerines, les fonctions cognitives
(mémoire, attention) ainsi que dans les processiwationnels, et c’est a ce titre qu'elle est
considéréee ici. Parmi les pathologies dont I'étgdo est directement reliée a un
dysfonctionnement de la neurotransmission dopamigee, la maladie de Parkinson est la
mieux caractérisée. Elle est la conséquence detd@nérescence de la voie nigro-striée
(Greer and Williams, 1963

2.2.1.Synapse dopaminergique
2.2.1.1. Métabolisme de la dopamine

L'essentiel de la synthese de la DA se déroule mean des terminaisons nerveuses
catécholaminergiques. La DA est synthétisée arpdeti’acide aminé Tyr en deux étapes
(Figure 7). La premiére étape est la conversioladetyrosine en L-dihydroxyphénylalanine
(L-DOPA) par la tyrosine hydroxylase et la secogtipe est la conversion de la L-DOPA en
DA par la L-DOPA décarboxylase.

OH L-tyrosine

NH
HO 2
0,
tyrosine hydroxylase
H20
O
HO . ]
OH L-dihydroxyphénylalanine
NH, (L-DOPA)
HO

Figure 7 : Biosynthése de la DA

Celle-ci s'effectue en deux étapes

a partir de lacide aminé L- DOPA décarboxylase
tyrosine. La tyrosine hydroxylase
est I'enzyme limitante dans cette
biosynthese

o3

HO
Dopamine
m"b
HO
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La DA néosynthétisée dans le cytosol est stoclades dies vésicules synaptiques au
niveau des terminaisons axonales a l'aide de toates vésiculaires des monoamines-2
(VMAT ). La libération par exocytose de la DA est dépateldu calcium et est déclenchée
par I'arrivée de potentiels d’action. La quantigg [dA libérée dépend de I'activité électrique
du neurone, les décharges en bouffées entraingmtigaforte libération de DA. Une fois
libérée, la DA stimule des récepteurs pré- et pgaaptiques. L'inactivation de la DA
extracellulaire se fait par des mécanismes de teapar I'élément présynaptique, par
'intermédiaire d’'un transporteur de la dopamineAfD). Cette recapture représente le
principal processus d’inactivation et de recycldgd’amine (environ 80%). Une fois dans le
cytosol, la DA est soit dégradée, soit restockées dies vésicules via VMAT La dégradation
de la DA s’effectue par les enzymes catéchol-O-giéthnsférase et monoamine oxydase
(Figure 8). L'action successive, dans un ordreale de ces deux enzymes, aboutit a la

formation d’acide homovanillique.

Dopamine
MAO COMT
HO OH @)
HaC”
(0] NH,
HO HO
Acide 3'4-Dihydroxy- 3-Méthoxytyramine
phénylacétique
COMT MAO

@] OH
0]
HO

Acide homovanillique
Figure 8 : Catabolisme de la DA

L’action successive, dans un ordre variable de la catéchol-O-méthyl-transférase (COMT) et
de la monoamine oxydase (MAO) aboutit a la formation d’acide homovanillique
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2.2.1.2. Régulation de la tyrosine hydroxylase

La biosynthése de la DA est surtout controlée saau de l'activité de 'enzyme de synthese
tyrosine hydroxylase, qui est formée d’'un tétraméee sous-unités identiques de masse
moléculaire d’environ 60 kDa. Chacune des soustarniossede un domaine catalytique du
c6té C-terminal de I'enzyme et un domaine régulatéu c6té N-terminal. La partie
régulatrice est la cible de différentes protéineakes, qui phosphorylent les résidus Ser en
position 19, 31, 40 et 153, induisant une augmiemate I'activité enzymatiquelédynak et
al., 2003.

La tyrosine hydroxylase est régulée par de melipglacteurs. La DA cytosolique
exerce un rétrocontrdle négatif sur I'activité deyrosine hydroxylase. La DA extracellulaire
exerce une influence inhibitrice par le biais d&septeurs P(Onali and Olianas, 1989 Lors
de modifications a long terme de l'activité des moees dopaminergiques, on observe une
régulation de la transcription de I'enzymBldlinoff and Axelrod, 1971 En effet, une
augmentation prolongée de l'activité des neurorgmhinergiques provoque une induction
de ’ARNmM de la tyrosine hydroxylasBést et al., 1995

2.2.1.3. Les transporteurs

Il existe deux types de transporteurs de la DA. tmssporteurs vésiculaires VMAT
concentrent la DA du cytosol vers les vésiculesapyiques et le transporteur membranaire
DAT capte la DA libérée dans la fente synaptique.

Deux VMAT distincts ont été caractérisés, le VMAGt le VMATS, ; ce dernier étant
le transporteur neuronal qui posséde une fortenigffipour la DA. Ces protéines sont
constituées de douze segments transmembranairesoneportent une longue boucle
intravésiculaire entre le premier et le deuxiengrent transmembranaire. Le transport de la
DA du cytoplasme vers lintérieur des vésicules @siplé a une sortie protonkif and
Edwards, 199 Il est a noter que ces transporteurs ne sonspasifiques de la DA, mais
permettent aussi de stocke la 5-HT, la noradréaain’histamine.

Le DAT a été cloné chez le reilty et al., 199) et il est tres conservé entre les
especes. Il appartient a la famille des transpstdapendant du sodium et du chlore. Cette
protéine de 619 acides aminés est organisée égalemelouze segments transmembranaires,
comportant une longue boucle extracellulaire etgrdroisieme et le quatrieme segment
transmembranaire. Les parties N- et C-terminales situées dans le cytoplasme. La partie

N-terminale jusqu’au cinquiéme segment transmenadrarest responsable du passage de la
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DA, des ions et des autres substrats. La partitratenreprésente le site de fixation des
antidépresseurs tricycliques et de la cocabhek and Amara, 1994La cocaine, en se liant
au DAT, bloque son activité (Figure 9). Il s’entsume rapide et importante accumulation de
DA dans la fente synaptique et surtout dans |'espacisynaptique, mesurée notamment chez
le rat par des études de microdialyse, dans le &PEPu, le noyau accumbens (NAc), la
substance noire ou l'aire tegmentale ventrale (VTB) Chiara and Imperato, 1988;
Maisonneuve et al., 1990La cocaine joue ainsi un réle d’agoniste dop@&ngigue indirect.

En plus de bloquer le DAT, la cocaine inhibe lengmorteur membranaire de la 5-HT, pour
lequel elle présente une affinité beaucoup plusomapte, et le transporteur membranaire de
la noradrénalineRitz et al., 199

DAT

Figure 9 : Mécanismes d’action de la cocaine
La cocaine bloque la recapture de la DA, de la 5-HT et de la noradrénaline en se fixant sur
les transporteurs membranaires spécifiques a chaque monoamine.

Le DAT possede de plus des sites de glycosylagbrnde nombreux sites de
phosphorylation, par les protéines kinases A, CCafi/calmodulines kinases (&&CaM
kinases foster et al., 2006 L’entrée du substrat dans la cellule est coupléeotransport de
deux ions sodium et d’'un ion chlorf®@dqnders et al., 1997La sélectivité du DAT pour la DA
est trés importante par rapport aux autres catastioes Kitayama et al., 1992 mais il est
aussi responsable de l'entrée des neurotoxines BAOt MPTP dans les neurones
dopaminergiquesR(fl et al., 1993. Selon un mécanisme de régulation compensateise,
neurones augmentent I'expression du DAT a la sertkcleurs membranes en réponse a des
administrations répétées de cocaine, ce qui comtrisans doute a la diminution des
concentrations de DA extracellulaires observééareét de la drogueRarsons et al., 1991
L’effet inhibiteur de la cocaine sur le DAT a é&mbntré chez 'homme par tomographie par
émission de positons, puisqu’on constate une tmés €orrélation entre le degré d’occupation

du DAT par la cocaine et le « rush » ressenti tdenjet {olkow et al., 1997
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2.2.1.4. Les récepteurs
Cing sous-types de récepteurs dopaminergiquessquatédes genes distincts, ont été clonés
(Bunzow et al., 1988; Dearry et al., 1990; Sokotifal., 1990; Sunahara et al., 1991; Van
Tol et al.,, 1991 lls appartiennent a la superfamille des récepteu sept domaines
transmembranaires couplés aux protéines G. lisqré@tre regroupés en deux familles :

Les récepteurs de la famille;,Ddont la partie codante des genes ne possede pas
d’introns susceptibles de produire des variant®pasage alternatif, sont les récepteuretD
Ds. Les récepteurs PDsont les plus représentés dans les structurebratag et le plus
intensément exprimés parmi tous les sous-typemnfeau et al., 1991; Weiner et al., 1991
L’ARNmM du récepteur B est localisé dans les aires de projection des onesr
dopaminergiques comme le bulbe olfactif, le CPINAe, mais aussi dans I'hypothalamus et
le thalamus. Dans le CPu, le récepteurdst préférentiellement localisé sur les neurones
GABAergiques coexprimant la substance IR (Moine and Gaspar, 1998Comparé au
récepteur [, le récepteur Pest peu exprimé dans le SNC de rat et présentéistrdution
différente. En effet, il est majoritairement loséli dans I'hippocampe et les noyaux
thalamiques, ou le récepteuy Best que peu détecté.

Les récepteurs de la famille;Ddont la partie codante des genes possede dessntr
susceptibles de produire des variants par épissisgmatif, sont les récepteurs,Ds et D.

La DA présente environ vingt fois plus d’affinitéyr les récepteursit Dy que pour le R

La région codante du gene du récepteup@ssede six introndonsma et al., 1999celle du
récepteur R en posseéde cindgOkoloff et al., 1990et celle du récepteurs®n possede trois
(Van Tol et al., 199/ Les récepteurs de la famille, Bont présents essentiellement dans le
NAc, le CPu, le CPF, I'hypothalamus, la substanaieenet la VTA Bouthenet et al., 1991
Dans le CPu, ils sont présents sur les neuronesA@Ajiques €pineux de taille moyenne
coexprimant les enképhalineke( Moine and Gaspar, 1998Le récepteur pest exprimé
surtout dans le NAc, les tubercules olfactifs,Uastance noire ou la VTA, I'hippocampe et le
cervelet, mais son expression est tres faible ta¥u Gokoloff et al., 1990; Bouthenet et
al., 199). Enfin le récepteur Pbse retrouve surtout dans le CPF, le CPu, 'amygdal
cervelet et 'hippocampevan Tol et al., 1991 Les récepteurs Det D; semblent jouer un
réle important dans la régulation de la transmissiopaminergique par rétrocontrdle négatif.
En effet, la DA peut inhiber sa propre libérationse fixant sur les autorécepteursdd/ ou

D3 présents au niveau des terminaisons dopamineryiffuieiss et al., 1995; Gobert et al.,
1996.
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Les récepteurs de la famille, Bont localisés sur les neurones postsynaptiqlas, a
que les récepteurs de la famille &nt une localisation a la fois pré- et post-syipet. Par
contre la question de la colocalisation des récept® et D, dans un méme neurone a
longtemps été controversée. En effet, TARNm depéeur 3 est détecté dans les neurones a
substance P de la voie striato-nigrale, alors clei clu récepteur Pest présent dans les
neurones a enképhalines de la voie striato-padlida@ Moine and Gaspar, 1998Dans le
striatum ventral, les récepteurg Bt D; sont également présents dans un méme neukene (
Moine and Bloch, 1995Ainsi, en général, un méme neurone exprimeesirécepteurs et

D3/D4 ou les récepteurs 2t Ds.

2.2.1.4.1. Transduction du signal

Les récepteurs de la DA sont tous des récepted@tabmiropes a sept segments
transmembranaires couplés a une protéine G. LaepBrterminale posséde un nombre
similaire d’acides aminés dans tous les sous-tgleesécepteurs. Par contre, on trouve des
différences dans le nombre de sites de N-glycdsylaka partie C-terminale est environ sept
fois plus grande chez les récepteurs de la farDijleue chez ceux de la famille,DCette
région est riche en résidus Ser et Thr, des siig=nfpiels de phosphorylation, et contient un
résidu Cys qui est conservé dans tous les récaepteuplés aux protéines Gaper et al.,
1996.

Les récepteurs de la famille Bont couplés a une protéing @ai active une adénylate
cyclase Kebabian et al., 1984catalysant la synthése d’AMP cyclique. Par coritesix de la
famille D, sont couplés a une protéing,@hibant cette adénylate cyclaseopper et al.,
1986. Les recepteurs de la famille, Bont parfois couplés a une protéing & induisent la
production d’inositol-triphosphate par linterméidéa de la phospholipase QJiidie and
Friedman, 1990 Les récepteurs de la DA présentent des actiotaganistes sur I'entrée du
calcium dans les neurones ; la famille povoque son entrégif et al., 199%, alors que la
famille D, inhibe son entrée, mais augmente son stockageléagsiculum endoplasmique
(Malgaroli et al., 1987. L’activation du récepteur finhibe la pompe NaK*-ATPases, alors
que la stimulation du récepteus Dactive (Horiuchi et al., 1993 L’augmentation de la DA
dans la synapse induit la diminution de la conegimin d’AMP cyclique et l'inhibition de la
protéine kinase A dans I'élément présynaptique edgant a un accroissement de I'activité
du DAT (Batchelor and Schenk, 1998la DA stimule donc sa propre recapture. D’autres
mécanismes de régulation de l'activité du DAT paogphorylation ont été décrits : la

phosphorylation par la protéine kinase C du DATuiédon activité Zhu et al., 199y alors
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que la phosphorylation par la €4&CaM kinase Il I'augmentePjerce and Kalivas, 1997En
résumé, les récepteurs de typesbnt généralement associés a une augmentaticacteiié
des neurones cibles tandis que la stimulation élespteurs de type,Dnduit une diminution

de I'excitabilité des neuroneS€éamans and Yang, 2004

2.2.1.4.2. Auto-administration et dopamine
S'’il est évident que le systeme dopaminergique jon role essentiel dans le mode
d’action de la cocaine, les effets de la cocainevipnnent de l'action simultanée du
neurotransmetteur sur plusieurs types de récepteds Parmi les données concernant
I'interaction entre la cocaine et les ligands doip@ngiques, ceux concernant 'AA de
cocaine montrent que :

» Les agonistes Dne maintiennent pas le comportement d’AA initié [gacocaine et
déplacent la courbe dose-réponse vers la droitguceeprésente une diminution des
propriétés de récompense de la drogGairfe et al., 2000 La préadministration
d’antagonistes Préduit le comportement d’AA chez le r&dgrgman et al., 1990

* Les agonistes Pmaintiennent I'’AA initiée par la cocaine et dégatcla courbe dose-
réponse vers des doses plus faibles, suggérant potentialisation des effets
renforcants de la cocain€dine et al., 2000 Les antagonistes ,[peuvent réduire
I'AA chez le rat et déplacer la courbe dose-réporers la droite Caine and Koob,
19949).

2.2.2.Anatomie des voies dopaminergiques
Les neurones dopaminergiques du SNC ont été lésalmr des expériences d’histo-
fluorescence, ce qui a permit de dénombrer neufunoyA8 a A16 Anden et al., 1965Ces
noyaux font partie de systémes anatomiques distinCette distinction a été faite dans
I'annotation des voies dopaminergiques en fondatietea taille des projections :
Les systémes de projection a neurones trés caurtprennent :
* les neurones présents dans la rétine et dans bee lmifactif : il s’agit de cellules

périglomérulaires qui lient les cellules mitralex @lomérules adjacents.
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Les systémes de projections a neurones courts eomgnt :

* La voie tubéro-infundibulaire, dont les corps cilites se trouvent dans les noyaux
arqué et périventriculaire de I'’hypothalamus ; pllejette vers 'éminence médiane, la
tige et le lobe intermédiaire de I'hypophyse esvarposthypophyse.

e La voie périventriculaire, dont les corps cellwsirsont situés dans le pont, le
mésencéphale et le diencéphale ; elle projette Rignsothalamus, 'habénula et les
noyaux du raphe.

Les systemes de projection a neurones longs comgmer{fFigure 10 Haber and Fudge,
1997 :

 La voie nigro-striée, dont les corps cellulairegreeivent dans la partie compacte de
la substance noire (aire A9) ; elle projette ver<CPu et le NAc core (NAcC). Les
dendrites issues de ces corps cellulaires s’adigridans la partie réticulée de la
substance noire (aire A9). Cette voie est prineip&nt impliquée dans l'initiation et
le contrble de la motricité extrapyramidale.

 La voie méso-cortico-limbique, dont les corps dalhes sont situés dans la VTA (aire
A10) et qui projette, d’'une part dans le NAc sK{BIAcS), 'amygdale et le complexe
septo-hippocampique, formant la voie méso-limbigied’autre part dans le CPF, le
cortex cingulaire antérieur (CgCx) et les cortexf@ime et entorhinal, formant la
voie meéso-corticale. Cette voie est principalemenpliquée dans les processus

motivationnels ; elle fait partie du « circuit decompense ».

P, . tubercle
/ Substantia
nigra
Ventral

Voie mésocorticolimbique

tegmentum

Voie nigrostriée

Figure 10 : Les voies dopaminergiques de projection longue
Schéma représentant les deux systémes de projection a neurones longs du systéme

dopaminergique chez le rat.
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Concernant les structures cibles des neuronesjacfions longues, le CPu contient
comme cellules principales des neurones épineuxpugection de taille moyenne,
représentant 90% de I'ensemble des neurones de swticture. Ce sont des neurones
GABAergiques qui contiennent et liberent égalemetiners neuropeptides tels les
enképhalines, la dynorphine, la substance P, leotensine ou la neurokinine BK&nazawa
et al., 1977; Sar et al., 1978; Vincent et al., 298elle Donne et al., 1997Les 10% de
neurones restant sont des interneurones non epiBABAergiques et des interneurones
cholinergiques géant®ickel and Chan, 1990

Le NAc peut étre divisé en deux compartimentspdeie core du NAc est proche du
CPu et est principalement impliquée dans les méoas d’initiation des mouvements, la
partie shell du NAc est plutdt limbigque et parteipavantage au contrdle des processus
eémotionnels et attentionnelMéredith, 1999 Le NAc forme ainsi une interface entre les
systémes moteurs et limbiquéddgenson et al., 1980La division anatomique entre core et
shell permet de clarifier le r6le du NAc dans leadtions motivationnelles, telles que le
comportement moteur et appétitiRgbbins and Everitt, 1996 Le NAc est innervé
principalement par des neurones dopaminergiqudibgcant la cholécystokinine, issus de la
VTA et de la substance noire compactaarca et al., 1998 mais également par des
afférences glutamatergiques issues du CPF, depbbgmpe et de 'amygdale. Le NAcC
envoie ses projections GABAergiques principalemasts la substance noire compacte et
réticulée, alors que le NACS projette essentiell@nseir la VTA et le thalamudkemoto,

2007). Les deux sous-régions projettent égalementespallidum ventral.

2.2.3.Réle de la dopamine dans les processus de récompens

L’administration aigué de cocaine induit une hyp@aminergie extracellulaire et
'administration répétée n’'est pas associée a émg@méne de tolérance : au fil du temps, la
cocaine induit une libération de plus en plus irntgpde de DA dans le NAc ou le CPu. Cette
sensibilisation neurochimique a été proposée comdaet responsable de la sensibilisation
comportementale. Durant la période d’abstinence dsu sevrage de la cocaine, la
concentration de DA dans le CPu et le NAc dimimeyr atteindre des valeurs inférieures
aux taux de base, ce qui pourrait participer at’@hhédonique observé durant cette phase. Il
semble donc que les modifications des taux de Difaegllulaires lors de la phase de sevrage
et apres réadministration de cocaine soient enuatiéq avec I'état hédonique de I'animal.
Enfin, 'excés de DA observé au niveau des strestuibles des voies dopaminergiques suite
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a I'exposition répétée a la cocaine n’'induit pagétglation homéostasique, mais plutét un
phénomeéne d’allostasie participant a ce qu’on atuqualifier de fuite en avant du systéme
dopaminergique face a la drogue et donc de l'inldiface a sa consommation.

Plusieurs hypotheses ont été proposées quantededa DA dans les processus de
récompense Berridge, 200). La plus ancienne, aujourd’hui trés largement isemen
guestion voire réfutée, suggérait que le systenpaminergique méso-cortico-limbique sous-
tendait la composante hédonique ou le « plaisgsecé a la recompense. Elle reposait sur le
fait que ce systeme est activé par la plupart éesmpenses naturelles et par toutes les
drogues \Vise and Bozarth, 1985; Di Chiara and Imperato, 898

Selon une autre hypothése, la DA serait plutbtlignpe dans des processus
d’activation sensorimotrice. De fait, de nombreusasnées indiquent que la DA joue un role
dans la genése de l'action, I'effort, le mouveméatiention ou encore I'éveilSalamone et
al., 1994. Ainsi, chez le rat, de faibles doses d’antagesislopaminergiques entrainent un
changement de stratégie, I'animal préférant lekeidaciles et faiblement récompensées aux
taches fortement récompensées, mais qui demandeptus grand effort Jalamone and
Correa, 2002. Cette hypothése est toutefois tres générales ggenmet pas d’expliquer les
aspects plus spécifiques de la récompense.

D’autres auteurs pensent que le systéme doparngoergnodulerait la saillance
motivationnelle attribuée aux drogues et aux stirassociés. Cette hypothése, qui n’est pas
en contradiction avec la précédente, repose notainsue des travaux selon lesquels la DA
est impliquée dans l'envie de drogue (« wantinglkitét que dans ses effets hédoniques
(« liking ») Berridge and Robinson, 1998Selon cette hypothése, la DA attribuerait une

Certains auteurs suggerent que le systeme dopagigine serait plutét impliqué dans
I'apprentissage et la prédiction de I'occurrencdadeecompense. Cette hypothese repose sur
le fait qu’aprés apprentissage, les neurones dopagigues s'activent lors de la présentation
des stimuli qui annoncent la récompense, plutdtigisede l'arrivée de la récompense elle-
méme Schultz, 2000

2.3Le systéme sérotoninergique
L’implication de la neurotransmission sérotoningtgs centrale dans les addictions a été
établie par de nombreuses études précliniquesnéquets au cours des derniéres années. La
cocaine est capable de fixer et d’inhiber le transpir membranaire de la 5-HT de fagon plus
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efficace que pour le DATR(tz et al., 1990 Il s’ensuit une augmentation de la concentration
synaptique de 5-HT qui pourrait participer a lass¢ion d’euphorie. S'il est aujourd’hui
accepté gque le systeme dopaminergique soit primloddins les effets de la cocaine dans le
SNC, divers travaux suggerent aussi I'implicatienceé systéme de neurotransmission. Ainsi,
les souris knock-out pour le DAT ou pour le tramgpar membranaire de la 5-HT
recherchent toujours le compartiment associé @daine dans le test de préférence de place
conditionnée (CPP), mais ce comportement est atbar les souris doublement mutées pour
le DAT et le transporteur membranaire de la 5-8®ré et al., 1998; Sora et al., 2Q0Alors
gue des souris dont le géne codant le DAT a étdidé/continuent a s’auto-administrer de la
cocaine Rocha et al., 1998 des travaux trés récents ont montré que lesssowalidées
pour le transporteur membranaire de la 5-HT, netg:administrent plus la drogué{omsen

et al., 2009. Enfin, le systeme sérotoninergigue module lictthn par la cocaine de

I'expression de certains genétufnblot et al., 1998

2.3.1.Synapse sérotoninergique
2.3.1.1. Meétabolisme de la sérotonine

La 5-HT, est un neurotransmetteur que I'on retrod@es I'ensemble du SNC et qui stimule
un grand nombre de récepteurs distincts, expliggaiitsoit impliqué dans un grand nombre
de fonctions. La 5-HT est synthétisée en deux étapeartir du L-tryptophane, un acide
aminé essentiel apporté par I'alimentation. Lelptophane est hydroxylé dans les neurones
sérotoninergiques en 5-hydroxytryptophane parfisne Il de la tryptophane-hydroxylase,
qui représente I'enzyme limitante de la synthesa. décarboxylase des acides aminés
aromatiques transforme finalement le 5-hydroxyopptane en 5-HT (Figure 11). La plus
grosse partie de la 5-HT libérée est inactivéeymmeécanisme de recapture assuré par le
neurone présynaptique. Cette recapture fait intérle transporteur membranaire de la 5-HT,
qui comme le DAT possede douze domaines transmeiaibea et dépend d’'un cotransport
d’'ions sodium et chlore. Une fois dans le cytodal,5-HT peut étre dégradée en 5-
hydroxyindolacétaldéhyde par la monoamine oxydase, enzyme située sur la membrane
externe des mitochondries. L'aldéhyde est ensuiyelé® en acide 5-hydroxyindole acétique,
sous l'action d’'une aldéhyde déshydrogénase.
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2.3.1.2. Reécepteurs sérotoninergiques
Les récepteurs de la 5-HT sont trées nombreux (5-41%-HT; ainsi que tous les sous-types),
mais peuvent étre regroupés en deux famibdg(et al., 2009 :
 Les récepteurs couplés a des protéines G :
= Les reécepteurs 5-HT5-HTia, 18, 10, 16 17 €t 5-HTs (5-HTsa, 58), COuplés aux
protéines G , inhibent I'adénylate cyclase, stimulent I'ouwgg d’'un canal
potassique et la fermeture d’'un canal calcideergutka, 1994; Nelson, 20P4
Les récepteurs 5-HTsont aussi couplés a l'activation de la voie deSPM

kinases.
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» Les récepteurs 5-BT(5-HT2a, 28, 2c), couplés aux protéinesgGactivent la
phospholipase CPfitchett et al., 1988 ce qui résulte en la production
d’inositol-triphosphate suivie de l'augmentation d& concentration
intracellulaire de calciumPeroutka, 199%

= Les récepteurs 5-HJ 5-HTs et 5-HT;, couplés aux protéinessGactivent
'adénylate cyclaseQostall and Naylor, 1993; Thomas and Hagan, 2004;
Woolley et al., 2004

* Les récepteurs canaux :

= Les récepteurs 5-HT(5-HTza, 38, 3c) Sont couplés a un canal sodique dont la
stimulation induit la dépolarisation des neurori@srkach et al., 1989 La 5-
HT, via ce récepteur présynaptique, module la ditién de DA Blandina et
al., 1988, de GABA QAlhaider et al., 1991ou encore de 5-HTMartin et al.,
1992.

Il est a noter qu’on observe un parallélisme el@seconcentrations extracellulaires de DA et
de 5-HT en réponse a la cocaine : aprés une augtioentiurant I'exposition a la drogue, on
note une dépression de 5-HT sous les valeurs Isadal@ant la phase de sevrage, ce qui
participe vraisemblablement a I'explication de KHédonie ressentie lors de cette phase
(Parsons et al., 1996 Parmi les nombreuses données concernant |'citera entre la
cocaine et les ligands sérotoninergiques, on prtaelles concernant I'AA de cocaine, qui
montrent que :
* Les agonistes 5-HE diminuent I'AA de cocaine, alors que les agonisiedT;g
'augmentent Peltier and Schenk, 1993; Parsons et al., 1998
» Les antagonistes 5-HA n'empéchent pas l'installation du comportementAl’ Anais
ne permettent pas a la cocaine de réactiver ce atenpent apres une période de
sevrageKletcher et al., 2002
* Les antagonistes 5-Hd augmentent 'AA de cocaine, alors que les agomitie
diminuent Grottick et al., 2000; Fletcher et al., 2002

2.3.2.Voies sérotoninergiques
Les neurones qui synthétisent la 5-HT sont peu membdans le SNC. lIs sont localisés,
pour I'essentiel, au sein des noyaux mésencéplealiguibulbaires du raphé, numérotés de B1
a B9 selon un axe rostro-caudd@inflen et al., 1965 Les expériences de marquage par

transport axonal ont montré I'existence de nomlaguprojections ascendantes et
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descendantes provenant de ces noyaux. Le systesnendiant correspond aux neurones des
quatre noyaux (B1 a B4), qui innervent la moellmi&pe, alors que le systéme ascendant est
constitué de neurones innervant le cerveau par tdesoeaux principaux (Figure 1Jacobs
and Azmitia, 199
* Le faisceau dorsal, issu du noyau dorsal du raphérve les cortex frontal, pariétal et
occipital, le NAc, le CPu, la SN, la VTA, mais au&smygdale, le cervelet et |la partie
ventrale de I'hippocampe.
» Le faisceau ventral, issu du noyau médian du rapim&rve le NAc, mais aussi le

thalamus, 'amygdale, I'hippocampe dorsal et letsep
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Figure 12 : Voies sérotoninergiques
Schéma représentant les systemes de projection ascendants et descendants, issus des
noyaux du raphé, du systeme sérotoninergique chez le rat.

2.4.Le systeme noradrénergique
En plus du DAT et du transporteur membranaire de5ddT, la cocaine inhibe le
fonctionnement du transporteur présynaptique dedeadrénaline, ce qui aboutit a une
augmentation de la concentration extracellulaireNde notamment dans le CPF et le NAc
(Florin et al., 1994. La noradrénaline intervient dans I'attentioneséle, I'éveil et les
réactions au stresgdote et al., 1983; Berridge and Waterhouse, 30&3e est impliquée
dans l'addiction, I'apprentissage et la mémoirexditabilité neuronale, la douleur et les
désordres affectifRessler and Nemeroff, 1999; Gibbs and Summers, 208 shenker and
Schroeder, 2007 Elle est synthétisée a partir de la DA dansEsrones noradrénergiques ;

la DA est convertie en noradrénaline par la dopasithydroxylase. Une fois libérée, la
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noradrénaline peut étre dégradée par la catéchobtbyl-transférase en normétanéphrine ou
recapturée au niveau des terminaisons par le taiesp de la noradrénaline et dégradée en
3,4-dihydroxyphénylglycolaldéhyde par la monoanorgdase.

Les récepteurs de la noradrénaline ont été diweéseux catégories principales et
B. On compte six sous-types olA, alB, alD, a2A, a2B eta2C, et trois sous-typds: 1,

B2 et B3 (Levitzki, 1986; Ruffolo and Hieble, 1994es récepteurs noradrénergiques sont
tous des récepteurs a sept domaines transmemiasoauplés aux protéines G. Les familles
a 1, a 2 etP sont respectivement couplées aux protéings Gg et G (Summers and
McMartin, 1993.

Le systéme noradrénergique comprend deux profectigcendantes composées des
voies dorsale et ventrale. La voie dorsale esteisdu locus coeruleus un noyau
mésencéphalique projetant sur le CPF, I'hippocaetpe cervelet. La voie ventrale prend son
origine dans plusieurs noyaux du pont et de la hteeétiinnerve le thalamus, I’hypothalamus
et 'amygdale foore and Bloom, 1979

Diverses études ont montré lI'implication du systemoradrénergique dans la CPP et
dans la sensibilisation locomotrice induites par dacaine ou encore I'AA de
psychostimulantsHarris et al., 1996; Drouin et al., 20020n sait aussi que des souris
dépourvues de dopaminghydroxylase n’expriment pas de CPP pour la cocailoes
gu’elles acquiérent une CPP pour la nourritulas(in et al., 2006 La noradrénaline est
donc nécessaire pour la perception par 'animalefiiess plaisants des psychostimulants. Plus
particulierement, le réceptewl-adrénergique semble jouer un rdle important. iAites
prazosine, antagoniste des réceptedrsinhibe la libération de DA dans le NAcC et blequ
'augmentation de l'activité locomotrice, toutesudeinduites par I'amphétamin®fouin et
al., 2003. Elle s’oppose aussi a 'augmentation d’AA de aioe, suite a sa préexposition
(Zzhang and Kosten, 2007 Enfin, I'hyperactivité¢ locomotrice et la sengigation
comportementale induites par 'amphétamine et e sont réduites chez des souris dont
le géne du réceptewrdB a été invalidé Qrouin et al., 2002 Ces résultats sont toutefois
contradictoires avec des études plus anciennes\@ie€nt montré que la noradrénaline ne
jouait qu’un réle mineur dans les mécanismes cartébmduits par la cocaine, nhotamment

dans ses effets renforcanioperts et al., 19%7
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2.5. Interactions avec les autres systémes de neurotremetteurs

En plus des systémes monoaminergiques, les syst@A&Aergique, glutamatergique,

opioide et cannabinoides jouent un réle importansdes processus de dépendance.

2.5.1.Systeme GABAergique

Le GABA, neurotransmetteur inhibiteur, est omniprésdans le SNC. On évalue a 30% la
proportion des synapses du SNC dans lesquellesitérvient. Il est présent a des
concentrations tres élevées dans certaines rédioegrveau, notamment dans les ganglions
de la base. Le GABA est formé dans les neuronesiaau des mitochondries par une
décarboxylation du glutamate ; la réaction estlgsé® par une décarboxylase de I'acide
glutamique Qlsen, 2002

Le GABA possede trois recepteurs dans le SNC. Beuax des récepteurs ionotropes
couplés a une conductance chlorure, ce sont lespteéiors GABA et GABAc, et un
récepteur métabotrope couplé a une protéine Géckpteur GABA (Macdonald and Olsen,
1994; Barnard et al., 1998 Dans le SNC, le récepteur GABAst exprimé exclusivement
dans la rétineZhang et al., 1995 Le récepteur GABA est formé d’'un canal ionique qui
s’ouvre apres fixation du GABA sur ses sites, et un flux entrant d’ions chlorure qui
hyperpolarisent le neurone. Le récepteur GABpossede une pharmacologie trés riche,
puisque les benzodiazépines, les barbituriques)dasostéroides, I'alcool, des anesthésiques
dont le propofol lient le récepteur sur des sitadipuliers et modulent son fonctionnement.

Le récepteur GABA provoque une dépression synaptique et contribliahabition
neuronale. Il est couplé a une protéing & a divers systemes d’effecteurs intracellulaires
comprenant l'inhibition des canaux calciques dépenhddu voltage de type L et N, la
stimulation de la phospholipase A2, I'inhibition dadénylate cyclase et I'activation de la
phospholipase OMisgeld et al., 19956 Il est présent sur les neurones dopaminergidada
substance noire compacte et de la V' M#ir(shafter and Sheppard, 200JAu niveau de la
substance noire réticulée, il a une localisatiaEsymaptique, puisqu’il est colocalisé avec la
parvalbumine, un marqueur des neurones GABAergiivasshafter and Sheppard, 2001

Du fait de la présence de nombreux interneuron@BAG dans les noyaux
dopaminergiques ainsi que dans leurs régions ¢idlesiombreuses études se sont penchées
sur le rdle du GABA dans le mode d’action de laaipe. Ainsi, un traitement répété de
cocaine diminue les taux de GABA dans le CRing et al., 199Pet module I'expression des
différents sous-types de récepteurs GABXamaguchi et al., 2000t GABAg (Li et al.,
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2003. A l'opposé, l'activation du systeme GABAergiqdeninue les concentrations de DA
dans le CPu et le NAc. Le GABA a donc un effet lmfeiur sur I'hyperdopaminergie induite
par la cocaine.Gruen et al.,, 1992 Des agonistes GABAsont dotés de propriétés
appétitives fartellotta et al., 1998 alors que des antagonistes sont aversitgjas et al.,
1989. Certains modulateurs allostériques positifss tek benzodiazépines, sont également
appétitifs Spyraki et al., 1985 Les benzodiazépines diminuent de facon globala de
cocaine Goeders et al., 1983e méme que le baclofene, un agoniste GABRoberts and
Andrews, 199y

En conclusion, en modulant la neurotransmissiopadonergique, le systeme
GABAergique, au travers de son neurotransmetteudeetses récepteurs, peut diminuer

I'efficacité de la cocaine.

2.5.2.Systeme glutamatergique
Le systeme glutamatergique est le plus répandu &ar&NC. Son neurotransmetteur, le
glutamate, concerne environ 50% des synapses lemnghest responsable de la principale
neurotransmission excitatrice dans le SNC des mé&masi Il participe aux modifications de
I'efficacité de la transmission synaptique sousdtart les mécanismes de la mémoire et de
I'apprentissage et joue ainsi un role déterminamischombre de processus mentaux.

On distingue traditionnellement deux classes deepturs du glutamate, les
métabotropes et les ionotropes. Ces derniers soigésl en trois groupes a-amino-3-
hydroxy-5-méthyl-4-isoxazolepropionate (AMPA), kai@ et N-Méthyl-D-Aspartate
(NMDA) (Nakanishi et al., 1998 A ce jour, huit genes ont été clonés codantrdespteurs
métabotropes et quatorze codant des récepteursropee dans le SNC de mammiferes.
Quatre sous-unités ont été isolées formant le téaefAMPA (mGIuR1 a mGIuR4), cing
constituant le récepteur kainate (mGIuR5, mGIuRB|uR7, KAl et KA2) et cing formant le
récepteur NMDA (NR1, NR2A, NR2B, NR2C et NR2D). Liésepteurs NMDA fonctionnels
sont des hétérodiméres composés d’'une sous-unifédii’'une sous-unité NR2 ; il existe
donc de multiples compositions de ce récepteurGhaest un coagoniste indispensable a
I'activation du récepteur NMDA\Wyklicky et al., 1990 Ce dernier est impliqué dans les
meécanismes responsables de la plasticité synaptgjseque la potentialisation a long terme
ou la dépression a long terme, notamment danspldugmpe et le cortexBliss and
Collingridge, 1993. L’activation du récepteur AMPA, est nécessait@étion du glutamate
sur le récepteur NMDAJesce et al., 1992
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Les récepteurs métabotropes forment une supeléamd récepteurs couplés aux
protéines G regroupés en trois groupes selon kEguwence Fin and Duvoisin, 1995 Cette
classification tient compte aussi des cascadesadsduction auxquelles ils sont associés, et
de leur pharmacologie respective. Le groupe | (rR&let mGIuR5) est couplé a I'activation
de la phospholipase C, mais mGIuR1 est aussi cquméivement & I'adénylate cyclase
(Aramori and Nakanishi, 1992 Les groupes Il (mGIuR2 et mGIuR3 ) et Il (MGHWR
MGIuR6, mGIuR7 et mGIuR8) sont couplés a une pmetdsi et donc négativement au
systeme de l'adénylate cyclasBufoisin et al., 1996 Une des fonctions principales des
récepteurs métabotropes est de réduire la tranismisglutamatergique du neurone
présynaptique. Par contre, de par leur localisgimstsynaptique, ils jouent un réle important
dans la régulation de I'excitabilité neuronale & donductances ioniques mises en jeu par les
récepteurs ionotropes.

L'interaction DA / glutamate est considérée aujbli comme capitale dans le mode
d’action de la cocaine, en particulier dans le ph#ne de sensibilisation comportementale
(Kalivas et al.,, 1998 Le traitement répété de cocaine augmente leceotmations
extracellulaires de glutamate dans I'hippocampe\Ae, la substance noire compacte et la
VTA (Kalivas and Duffy, 1995; Smith et al., 199%’administration répétée de cocaine
module aussi I'expression des différents sous-tygegécepteursChurchill et al., 1999;
Ghasemzadeh et al.,, 1999De plus, les agonistes NMDA augmentent les pétés
renforcantes de la cocaine et facilitent la reclapies une période d’abstinen€o(nish et
al., 1999, alors que les antagonistes NMDA bloquent l'acquisi de I'AA de cocaine
(Schenk et al., 1993Les récepteurs AMPA sont aussi impliqués dassplegénomeénes de
rechute Cornish and Kalivas, 2000 Enfin, les antagonistes des récepteurs métgiexro
semblent plutdt induire une diminution de I'AA decaine cGeehan and Olive, 2003

A I'image du systeme GABAergique, il apparait deesysteme glutamatergique joue
un réle essentiel dans les propriétés de la cocaares doute par la régulation de l'activité
dopaminergique dans le NAc et la VTA.

2.5.3.Systeme opioide
Le systeme opioide joue essentiellement un rolealeomodulateur dans le SNC. Il est
composeé de trois familles de récepteurs aux opsaidelta §), kappa ) et mu (u) Stefano
et al., 2000. Ce sont tous des récepteurs métabotropes coapiéprotéines (g diminuant

I'activité neuronale, car inhibant I'adénylate @&#, les canaux calciques dépendant du
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voltage et activant les canaux potassiques. lt@xisis groupes de ligands endogenes de ces
récepteurs Goldstein et al., 1979; Grossman and Clement-Joa883 : les dynorphines
spécifigues des récepteuks les endorphines plutdt sélectives des réceptaurst les
enképhalines se fixant sur I8t les Y. La morphine présente pour sa part umatafplus
forte pour les récepteurs |Btéfano et al., 2000 Du fait du fort pouvoir addictif de la
morphine ou de I'héroine, le systéme opioide sentlele fortement impligué dans les
mécanismes neurobiologiques de la dépendance atresaurogues. Par exemple,
'administration de cocaine augmente la libérattbendorphines et réduit I'expression du
géne codant le réceptexr(Rosin et al., 1999; Olive et al., 2001e blocage des récepteurs
opioides U ek par I'antagoniste naltrexone diminue I'AA de cowaichez le ratGorrigall
and Coen, 1991 Un autre antagoniste des récepteurs |, la naéggxaduit une aversion de
place et bloque la CPP induite par la cocaBleo(bis and Maidment, 2003ar opposition,
'administration de I'agoniste des récepteurs pbu@rénorphine, diminue le comportement
d’AA (Mello et al., 1989

Le systeme opioide est lui aussi un médiateur rrapbdes effets comportementaux

induits par la cocaine.

2.5.4.Systeme cannabinoide
Le systéme cannabinoide a été découvert commeél&ade la principale molécule active du
cannabis, leA9-THC. Tout comme le systeme opioide, celui desnabimoides joue
essentiellement un réle de neuromodulateur dagsl(e.

Deux récepteurs ont été isolés, les récepteurs €B1B2 Demuth and Molleman,
2009. Ce sont des récepteurs métabotropes couplésaagoiprotéines G activatrices de
I'adénylate cyclase, soit aux protéineg,Gnhibitrices de I'adénylate cyclase. Un des ldgn
endogénes de ces deux récepteurs est I'anandabelar(e et al.,, 1992 Concernant
'implication du systeme endocannabinoide danseféets renforcants des psychostimulants,
le tableau est moins net. Chez le rat, le blocaggerdcepteurs CB1 s’oppose aux effets des
psychostimulants. En effet, [l'antagoniste rimondabaempéche [l'acquisition du
conditionnement de CPP induit par la cocafdeaperon et al., 1998et un autre antagoniste,
'AM-251, diminue 'AA de méthamphétamine/inklerova et al., 2002 L'activation des
récepteurs CB1 semble également nécessaire anktal@tion du comportement d’AA de
cocaine. Ainsi, le HU-210, agoniste cannabinoidactive la recherche de cocaine aprés
extinction, tandis que le rimonabant atténue lahuee induite soit par les stimuli
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antérieurement associés a la cocaine, soit pgrd&tion a une dose test de cocaibe Yries

et al., 2001; De Vries and Schoffelmeer, 200%ependant, certaines réponses
comportementales aux psychostimulants ne sont akfiées chez les souris dont le géne
CB1lest invalidé ou chez des souris non mutées apoeade de ces récepteuddaldonado

et al., 2006. Ainsi, le conditionnement de CPP et la sensailon comportementale induits
par la cocaine, ou I'AA de cocaine ou d’amphétammeesont pas diminués chez ces souris
(Cossu et al., 2001; Lesscher et al., 200%u contraire, d’autres études montrent que I'AA
de cocaine est diminuée chez des souris dont le @Ba est invalidé ainsi que chez des
souris non mutées ayant recues du rimonalfamtig et al., 200b Les résultats concernant
I'implication du systeme endocannabinoide dansfésts renforcants des psychostimulants
sont moins cohérents, mais aboutissent a la caonlgsie ce systéme est capable de moduler

les effets comportementaux de la cocaine.

2.6. Cocaine et expression génique
L’activation de I'ensemble des systémes de neurstnéssion impliqués dans la réponse aux
drogues, et plus particulierement a la cocainea &stigine d’'un vaste ensemble de réponses
physiologiques. En effet, la cocaine modifie a t@emme I'activité neuronale en modulant
des courants ioniques ou des cascades de sigmaigsattracellulairesNairn et al., 2004
Bien que modifiée tres rapidement aprés I'admiaigin de cocaine, I'expression de genes se
trouve altérée sur le long termedratalla et al., 1992 Enfin a tres long terme, la cocaine
change la morphologie des synapses, des épinestdgras Robinson et al., 20Qvoire la
morphologie des circuits neuronaux.

La mise en jeu des voies de 'AMP cyclique et 8P kinases par la cocaine
aboutissent respectivement a l'activation de CRkEBRAMP responsive element binding
protein ») ou de Elk-1Hyman et al., 1995; Jenab et al., 2008es facteurs de transcription
sont constitutifs dans la cellule et sont activas ghosphorylation (protéine kinase A / MAP
kinase ERK). D’autres facteurs de transcriptiont gbihinductibles car présents en tres faible
guantité dans la cellule au repos et transdetsiovoa partir de génes d’expression précoce,
suite a l'activation de la cellule. Parmi ces geaagponse précoce, on trouve les isoformes
de la protéine Fos et ceux de la protéine Junsb@ation, sous forme d’hétérodimere, d’'une
protéine Fos (c-Fos, Fra-1, Fra-2, FosBAdosB) avec une protéine Jun (c-Jun, JunB, JunD)
forme le complexe de transcription AP-Mdrgan and Curran, 1991 L'expression des
protéines Fos et Jun peut étre initiée par lesefastde transcription constitutifs CREB ou
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Elk, mais aussi via la G4CaM kinase. Ce facteur de transcription est aatigéfacon si
fréquente (apprentissage et mémoire, épilepsiessticonsommation de droguederrera
and Robertson, 1996 qu’il est désormais considéré comme un marquiurl’activité
neuronale. L’administration aigué de cocaine inddfos et c-Jun dans le CPu et le NAc
(Graybiel et al., 1990 Un autre géne précocegr-1 est également induit par la cocaine
(Humblot et al., 1998 L’exposition chronique a la cocaine conduit a pirfénomene de
tolérance aboutissant a une absence d’effet deogud sur I'expression de certains genes a
réponse précoce tetFos (Ennulat et al.,, 19940u a des modifications de la cinétique de
I'expression pour d'autres commegr-1 (Jouvert et al., 2002 Par contre, on observe
I'accumulation d’autres genes procheskHis lesFras chroniques, qui possedent une demi-
vie plus longue.Hope et al., 1994 Un des Fras chroniques qui semble jouer undétes les
effets de la cocaine est le getfesB(Nestler, 200}

Des études par microarrays ont montré chez I'anope I'expression d’'un grand
nombre de génes est modifiée en réponse a la eof&no et al., 2004; Yuferov et al., 2005
Des études faites sur des échantillons de cervesmain ont montré que chez les
consommateurs réguliers de cocaine il y avait desanx d’expression différents pour
certains genes par rapport au sujet non toxicomg@emon et al., 2005; Lehrmann et al.,
2006.

L’ensemble de ces données démontre clairementagoecaine modifie I'expression
des genes. Elles permettent d’expliquer les maifias fonctionnelles et morphologiques

qui ont lieu a plus long terme en réponse a laioeca
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3. Les modéles d'études comportementales des effetsldeocaine

3.1. Activité locomotrice et sensibilisation comportemetale
L’amphétamine, la cocaine et la nicotine sont degclpostimulants qui, quand ils sont
injectés de maniére aigué au rat, produisent deslificetions mesurables de leur
comportement : augmentation de la locomotion et'atgivité exploratoire pour des doses
faibles et moyennes ; apparition de comportemeBteaypées pour de fortes dos&¥itkin
and Goldberg, 1990 En d’'autres termes, a doses faibles et moyeheegfsychostimulants
augmentent l'interaction du sujet avec son envieoment. L’effet psychostimulant peut étre
détecté trés facilement en plagant le rat danshaite d’actimétrie quadrillée de faisceaux
infrarouges. Le nombre de coupure des faisceauxgiede quantifier les effets locomoteurs
de la drogue. D’autres études mettent en jeu utemsygs d’enregistrement par caméra,
permettant de calculer la distance totale parcoltnelus de cette analyse quantitative, il est
possible de mesurer plus spécifiquement I'actiex@loratoire des animaux en les placant
dans des cages dont les parois sont munies de;tteusomportement exploratoire sera
évalué en mesurant le nombre et la durée de l'exipdm de ces trous. Les mouvements
stéréotypés sont le plus souvent directement oésepar I'expérimentateur : toilettage,
reniflement, mouvement de la téte, redressemenésyrattes arrieres.

Des modifications du milieu extérieur, survenast fdcon répétée, peuvent étre a
I'origine de modifications a long terme du foncti@ment du SNC. Cette plasticité neuronale
joue un role essentiel dans I'adaptation componteate puisqu’elle permet a I'organisme de
modifier son comportement en fonction des expédsnpasseées. La sensibilisation
comportementale induite par la cocaine est un ebed® ces phénoménes d’adaptation. La
sensibilisation comportementale est définie pardraentation d’'une réponse a un stimulus,
lors de I'exposition répétée a ce stimulus. Dansake qui nous intéresse, elle correspond plus
particulierement a I'augmentation de I'hyperactvibcomotrice notée lors de I'exposition
répétée a une dose constante de cocaine (Tablp&Q ZKalivas et al., 1988; Pierce and
Kalivas, 1997. Ce phénomeéne persiste pendant plusieurs mass égpderniére injection. Il a
été postulé que cette sensibilisation pouvait jauerdle important dans le développement de
la toxicomanie vis-a-vis de ces droguBslfinson and Berridge, 1993

Un des aspects les plus intéressants de la d&saibn est qu’une fois établie chez les
animaux, ceux-ci développent un comportement d’AAnmme a de trés faibles doses de
drogue, inefficaces chez les témoins. Par aillglsrspanifestent cette vulnérabilité a trés long

terme. Le role de I'environnement ou s’est faitdacontre avec la drogue est fondamental,
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puisque ce n'est que dans cet environnement quemaeifestera la sensibilisation
comportementale Mattson et al., 2008 Un autre aspect essentiel de ces études est
I'apparition de sensibilisations croisées : les @dvenus hyperréactifs a la cocaine le seront
également a la morphine, aux amphétamines et asssét vice versdB6nate et al., 1997;
Cunningham et al., 1997Ceci est en accord avec le fait que toutes teguds agissent,
directement ou indirectement, en augmentant ladiimn de DA dans le CPu et le NADI(

Chiara and Imperato, 1998

3.2. Discrimination de drogues

Chez 'homme, la consommation de drogue psychcactimtraine des effets subjectifs

caractéristiques de la drogue consommeée qui pe@entlécrits par le sujet. La capacité de
percevoir et d'identifier les effets caractérisegqud’'une drogue toxicomanogéne donnée
semble jouer un réle critique dans la recherchaedgue car, sur la base de ces effets
subjectifs, elle encourage le développement deogortement et oriente le toxicomane vers
une substance donnée plutdt qu'une ad@gaert, 1999 En général, ces effets subjectifs

sont évalués chez ’'homme gréace a des échellesodéaaluation.

Chez I'animal, le protocole généralement utiliséle suivant : le rat est introduit dans
une cage munie de deux leviers (A et B) qu'il paettonner pour obtenir de la nourriture, de
I'eau ou une solution sucrée. Quand la substancéféeence est injectée avant la séance, seul
le levier A est actif. Quand le solvant est injectést le levier B qui est actif. Le rat apprend
peu a peu a associer son état interne (drogueacelp) a la réponse appropriée (A ou B). Au
cours de la phase d’entrainement, on va augmenteavail demandé a I'animal en passant
graduellement d’un ratio fixe 1 (un appui requisipta récompense) a un ratio fixe 10 (dix
appuis requis pour la récompense). Quand le coeperit du rat est stabilisé, apres
plusieurs sessions d'apprentissage, on procéde sedace test lors de laquelle on lui
administre une autre molécule afin de déterminerel® se substitue a la substance
discriminante. Si I'animal appuie sur le levier A, est possible de conclure que cette
molécule induit des effets comparables a ceux dedrague utilisée au cours de
I'apprentissage OQjesai et al., 2008 Cette procédure permet donc I'évaluation desteff
subjectifs de composés pharmacologiques. La coea@té testée selon ce protocole et il en
ressort gqu’elle produit des effets discriminantdjsctifs chez l'animal de laboratoire
(D'Mello and Stolerman, 1977
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3.3. Conditionnement de préférence de place
Parmi les diverses approches utilisées pour évagegoroprietés de récompense et les effets
appétitifs d'une drogue, le test de CPP est le ptilisé. Ce paradigme permet d’évaluer la
perception qu’a l'animal de la valeur renforcantgrinseque de la drogue, qu’elle soit
positive ou négative, ainsi que la « trace » l@&sk#ns le souvenir de I'animal et son pouvoir
évocateur (Tableau 4, p50Sanchis-Segura and Spanagel, 20aBans la CPP, les effets
subjectifs d’'une substance constituent un stimanarsconditionné, ou stimulus primaire. Des
stimuli environnementaux initialement neutres, agso de facon répétée a ce stimulus
primaire, en acquierent les propriétés motivatitlese Ills deviennent des stimuli
conditionnés qui, a l'issue du conditionnement, veett exercer des effets attractifs ou
aversifs sur I'animal, selon que les propriétésivatipnnelles primaires de la substance sont
positives ou négatives.

Dans ces expériences, le rat est placé dans geeqcacomporte deux compartiments
gu’il peut distinguer par la couleur des parois,tdature du sol et dans certains cas par
différentes odeurs. Au cours d'une premiere séafie@jmal est libre d’explorer les
compartiments. Dans une deuxiéme phase, I'animata@dginé dans un compartiment apres
I'administration de la drogue puis a la sessiornvamtie dans l'autre compartiment apres
'administration du solvant. Le but de cette phasgeconditionnement est d’induire chez
I'animal I'association d’'un contexte environnememiarticulier avec les effets induits par une
drogue. Par la suite, au cours de la troisiemegHamnimal est réintroduit dans la cage avec
un acces libre aux différents compartiments. Aurgeale cette phase, I'animal ne recoit
aucune injection de drogue. La modification de sg#@oence pour un compartiment donne
révele la valeur renforcante (hédonique) de la temos testée. Si I'animal préfere le
compartiment associé a I'injection de la drogudlees sera qualifiée de renforcante. Toutes
les substances toxicomanogéenes chez I'homme (ammphwt, cocaine, ecstasy, éthanol,
héroine, morphine, nicotine\9-THC) induisent une forte CPPI4schentke, 200.7 Des
substances endogénes comme la testostérone, petwya&ieiment montrer des propriétés
appétitives. Certains comportements tels que Ipporés sexuelsMartinez and Paredes,
2001 ou la prise de nourriture chez des animaux sowmisie privation $chroeder and
Packard, 2002 montrent aussi des propriétés de récompense.e#anche, si un rat est
confiné dans un compartiment particulier lorsqast dans la phase de sevrage d’une drogue
(héroine, nicotine), il évitera cet environnemerdn parle alors d’aversion de place

conditionnée (CPA). Il faut noter aussi que cedaidrogues toxicomanogenes induisent une
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CPA (nicotine, éthanolA9-THC), surtout a des doses plus élevées par ragpaelles
induisant une préférencéZschentke, 200.7

Ce protocole expérimental permet en outre dertésteanimaux longtemps apres la
phase de conditionnement. C’est ainsi qu'un raierdvde facon préférentielle dans le
compartiment ou il a regu une drogue (psychostintwda opiac€) méme plusieurs mois aprés
son conditionnement, révélant ainsi I'intensitésduvenir laissé par la drogue.

Cette procédure permet d'étudier I'effet de sutista susceptibles d’interférer avec
les différentes phases du conditionnement. Quard suhstance est administrée avant les
séances de conditionnement « sous drogue », eli¢ ipgerférer avec l'acquisition du
conditionnement de place, c'est-a-dire modifierp&ception qu’a l'animal de la valeur
renforcante intrinseque de la drogue. Quand latanbs est administrée uniquement avant la
séance de test, elle peut interférer avec I'exppesdu conditionnement de place, c'est-a-dire
modifier la perception du pouvoir attractif (ou ldevaleur appétitive) acquis par les stimuli
initialement neutres qui ont été associés a law¥og

Le dispositif et / ou la procédure de CPP peuétrd de deux types : biaisé ou non
biaisé. Le dispositif est dit « biaisé », si legv@ux présentent une préférence spontanée pour
'un ou l'autre des compartiments (préférence é&mllors d'un prétest réalisé avant tout
appariement avec une drogue). Dans ce cas, la@maut étre systématiquement associée au
compartiment préféré (dispositif biaisé, procédbi@see). Alternativement, I'appariement
peut étre contrebalancé, la drogue étant assoai€erapartiment préféré pour la moitié des
animaux et au compartiment le moins fréquenté pturtre moitié (dispositif biaisé,
procédure non biaisée). Dans un dispositif « naisBi», les animaux naifs ne présentent pas
de préférence spontanée pour l'un ou l'autre dempestiments et par conséquent, la
procédure ne peut étre que non biaisée égaleméespositif et procédure biaisés sont tres
critiquables car source de faux positifs. Une augat®on, méme statistiquement
significative, du temps passé dans le compartinmétiblement le moins fréquenté peut ne
pas représenter une « préférence », mais une dioninde I'aversion, le temps passé dans le
compartiment associé a la drogue restant inféaeuremps passé dans I'autre compartiment.
De méme, si une drogue a une forte composante lgtigiee, elle peut s’'opposer a I'aversion
initiale pour le compartiment non préféré et augmeta fréquentation de ce compartiment
sans gu'il s’agisse de la manifestation d’'un effigpétitif. C’est pourquoi il est préférable de
privilégier les dispositifs de conditionnement diace non biaisésS@anchis-Segura and
Spanagel, 2006
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Notons que la CPP n’est pas un modele de toxicmnguisque la substance est
imposée par l'expérimentateur et non choisie panifal. Le conditionnement et le
phénomene de renforcement démontrés par ce test@mpletement passifs et ne refletent
pas au mieux la mécanistique et les réseaux neuwxomapliqués dans le comportement
addictif chez I'nomme. En outre, la durée des pmoles et les quantités de drogue
administrées a I'animal ne correspondent pas asetbbnsommées dans le test d’AA ou bien
chez 'homme. Enfin certaines substances dont ah a#elles n'‘engendrent pas de
dépendance chez 'homme, méme aprés un traitenmeahique, montrent des propriétés
appétitives dans le test de CPP. C’est le casagdal€ lysergique, ou LSD, un hallucinogéne
connu pour sa consommation récréative chez I'homingii induit une CPPP@arker, 1996.

La CPP reste cependant un bon modéle animal p@woiprl'effet d’'une substance sur le

systéme de récompense.

3.4. Auto-administration

Le modele expérimental d’AA (orale, intraveineus@tracérébroventriculaire ou
intracérébrale) d’'une drogue psychoactive prendossidération une variable mesurable qui
s’apparente a la prise compulsive de drogue chazxieomane. Ce modele permet d’étudier
les propriétés renforcantes des drogues, qui sefestant par un comportement actif de
I'animal en vue de se procurer la drogue. L’infuste drogue renforce la réponse de I'animal
de facon contingente et induit I'acquisition d’'uongportement qui déclenchera a nouveau
I'infusion d’'une dose ultérieure (Tableau 4, pS0¥tude de l'acquisition du comportement
d’AA a permis de faire ressortir chez I'animal gdontantes différences de vulnérabilité a la
drogue. Ce modele tente de dégager des caracfeestineurobiologiques et d'en déduire
d'éventuels facteurs prédictifs pour 'lhomme.

Les procédures d’AA orale sont surtout utiliséesrpges études sur I'alcooGauvin
et al., 1993 En effet, les animaux peuvent soit avoir un acpestraint soit un acces
permanent a des biberons contenant des soluticoslisées (généralement, 0, 5, 10 et 20
pourcents) et cela pendant de trés longues péridaeil du temps, les animaux se mettent a
consommer de plus en plus d’alcool et surtout de ph plus de la solution la plus fortement
alcoolisée. Concernant I'AA orale, celle-ci peutlkegnent étre utilisée dans des protocoles
nécessitant un travail des animaux (pression suewar ou introduction du museau dans un

orifice ('abréviation NP provenant du terme anglainose-poke » est utilisée tout au long de
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ce manuscrit)). Ainsi, une fois le travail accomph solution alcoolisée ou sucrée est
accessible a I'animal dans une mangediteafpe and Samson, 2003

Dans les procédures d’AA intraveineugavporkin and Stairs, 2003 un cathéter est
implanté dans la veine jugulaire du rat permettalianimal de s’auto-administrer une faible
dose unitaire de drogue par pression sur un |¢kaeer press) ou suite a un NP. Le levier, ou
I'orifice actif, est situé a coété d'un second leyieu d'un second orifice, inactif dont
'actionnement n'a pas de conséquence prévue. &aepce de l'orifice inactif permet de
s’assurer que les rats apprennent bien a discniordice renforcant : en effet, une fois leur
comportement stabilisé, les rats effectuent en gémpéus de 90% de leurs actions vis-a-vis
du levier ou de l'orifice actif. L'orifice inactibermet également de visualiser les effets non
spécifiqgues d’'une substance sur le comportemergunaiu rat. Toute injection de drogue est
suivie d’'une période réfractaire (20 a 60 sec)ausde laquelle le levier ou l'orifice actif est
neutralisé pour éviter un éventuel surdosage. lresogoles établis dans les tests d’AA
peuvent étre beaucoup plus complexes et subtilslgns les tests cités précédemment. Deux
protocoles de renforcement sont utilisés principeliet pour étudier le comportement d’AA.
Les infusions y sont délivrées soit en ratio fi¥eR(pour « fixed ratio »), soit en ratio
progressif (PR pour « progressive ratio »). Darss geogrammes de renforcement en FR,
I'animal doit effectuer un nombre fixe et prédéfit@ réponses pour obtenir chaque injection
de drogue ; par exemple, dans un programme dercemi@nt en FR2, deux appuis sur le
levier sont nécessaires pour obtenir une injedii@sage et al., 1999Dans les programmes
de renforcement en PR, le nombre de réponses rpquisobtenir des injections successives
augmente progressivement, selon un algorithmerdétér généralement exponentiel, jusqu’a
ce que l'animal arréte de répondiRighardson and Roberts, 19960n considere que le
nombre d’appuis nécessaires a la délivrance derasiaie injection recue avant la cessation
des réponses (point de rupture) est un indice eféoitt consenti pour obtenir la drogue. I
reflete la motivation de I'animal pour obtenir laodue. Un rat est capable d’appuyer
plusieurs centaines de fois pour obtenir de laicec€aine et al., 1998

Dans ces procédures, des stimuli externes somesbwassociés a l'infusion de la
drogue (lumiére / son émis au moment de I'injegti@es stimuli environnementaux gagnent
progressivement une valeur motivationnelle parmlesessus d’'apprentissage associatif. Ils
permettent d’'une part a I'animal d’apprendre plapidement a discriminer le levier ou
I'orifice actif de l'inactif. D’autre part, ils penettent de mesurer 'impact d’'un environnement
particulier et précis sur l'acquisition du companent d’AA, sur la phase de sevrage et

surtout sur la rechute.
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Le terme de rechute fait référence a un phénordénéinstallation du comportement
de recherche de drogue aprés une période d’abséin#ns ou moins longue. La rechute ne
peut étre étudiée chez I'animal qu’aprés, soit p@eode de sevrage forcé, soit une période
d’extinction du comportement d’AA. Elle pourra éingluite, soit par une injection unique de
drogue (on parle de «priming »), soit par un stré&&ger, soit encore par la simple
réexposition d’'un stimulus environnemental assqmiécédemment a la prise de drogue
(Shaham et al., 2003 Ces stimuli deviennent des éléments renforcpats eux-mémes,
déterminants dans le comportement d’AA de drogwsitous les cas, la rechute en AA se
mesure en terme de nombre total de NP effectués ldaifice actif, mais snas que ces NP
soient renforcés par des injections de drogue. ¢dmactéristigue importante concernant la
rechute a la cocaine est que plus la durée dugeest longue et plus 'ampleur de la rechute
est importante. Ce phénomeéne est appelé I'incubatio« craving »&rimm et al., 2001

La plupart des drogues toxicomanogénes chez I'hersomt des renfor¢ants positifs
effectifs chez I'animal dans la procédure d’AA, ralque, dans la majorité des cas, les
drogues non toxicomanogenes ne le sont pas. Tart ggharmacologique modifiant un
parametre de I'AA indique la possible interventidim mécanisme neurobiologique associé
dans les effets de la drogue. Les conditions exyadriales utilisées sont tres variables aussi
bien en FR qu’en PR. Toutefois, I'analyse de t&diture permet de dégager certains facteurs
qui facilitent la prise de cocaine par I'animal :

* La fourchette des doses efficaces est relativenestrieinte. Chez le rat, la dose de 0,3
mg/kg/infusion est communément utilisée dans umenmre approche. Il faut noter
que la courbe dose-réponse de la cocaine en FRpasdinéaire, mais est en forme
de U inversé l(eSage et al., 1999Par contre en PR, la courbe dose-réponse est
linéaire, dans la limite des capacités physiquesales.

* La vitesse d'injection doit étre rapide (1 a 3 sekc)e volume injecté faible (10 a 50
ul), de sorte que l'arrivée de cocaine dans leazense fasse sous forme de « rush »
(Liu et al., 200%.

» La phase d’'activité nocturne est plus favoralldA de cocaine. C’est pour cela que
les protocoles d’AA s’effectuent dans I'obscuritapres avoir procédé a un
inversement du cycle nycthémeéral des rats deugis $emaines avant I'implantation
du cathéter.

* La présence de stimuli associés a linjection deagte facilite sensiblement

I'acquisition et le maintien de 'AA.
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Ce test constitue le modele animal de I'étudeetfiess d’une drogue se rapprochant le

plus de ce que l'on observe chez 'homme. En efé, protocoles étalés sur plusieurs
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4. L'épigenétique

4.1. Histoire et définition
Au XVIII ®™ siécle, deux théories ont été proposées pour cumlile développement
embryonnaire : la préformation et I'épigenése. ltangiére considere que l'oeuf contient
I'étre en devenir, miniaturisé, mais formé. La se® énoncée par Aristote dés 1€
siecle avant notre ére, considére que I'ceuf, iakficié au moment de sa fécondation, se
développe durant I'embryogenese par formation ssiece de parties nouvelles jusqu'a
atteindre le stade adulte. C’est cette théorie Xgst imposée au fil du temps. Le terme
« épigénétique » fut introduit en 1942 par Conraabldington pour désigner les processus par
lesquels les genes contrdlent le développement’atgahisme et son fonctionnement.
L’épigénétique avait pour ambition de complétegémétique qui, a I'époque se limitait a une
énumeration des genes, et a leur positionnemenéswhromosomes. En créant ce mot et la
science qu’il définit, Waddington a souligné l'ipeité de la génétique Mendélienne a
expliquer le développement embryonnaire. L’épigé€uét ne se limite pas seulement au
développement et a la différenciation cellulaire. éffet, entre 1940 et 1970, I'épigénétique
était invoquée dés que la génétigue Mendélienngphépiait pas un phénomene. Ainsi
I'épigénétique représente une vision complémentiireontréle de I'information génétique
et non une simple théorie concurrente. Elle réVeldraordinaire richesse et diversité des
mécanismes de contrble de I'expression des gemssmiodifications épigénétiques étant le
fruit du fonctionnement cellulaire, elles sont sbles aux variations de celui-ci liées a des
changements de I'environnement. Le domaine ded&mitique est a méme de combler la
breche entre I'inné et I'acquis. Ces modificati@pggénétiques participent donc a la plasticité
nature des processus impliqués. Au cours des anaéb&inition de I'épigénétique a évoluée
pour étre considérée aujourd’hui comme « I'étudeal@ctere, généralement réversibles, tel
les changements des états de transcription des,gguiesont héritables au cours des divisions

cellulaires, mais qui n'impliquent pas de changeisiee la séquence d’ADN ».
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4.2.Chromatine et nucléosome
Dans les cellules eucaryotes, le matériel génétepieorganisé en une structure complexe
constituée d'ADN et de protéines et est localisésda noyau. La structure a été appelée
chromatine par Fleming en 1882. Environ deux mé#8®N sont contenus dans chaque
cellule, dans un noyau de quelques microns de dianfEigure 13 Kornberg, 197). En
plus de cet énorme degré de compaction, I'ADN dster rapidement accessible afin de
permettre son interaction avec les machineriemués régulant la transcription des genes,

mais il doit également pouvoir étre répliqué ouarép

M Double hélice d’ADN

Ajout de l’occtamére d’histcnes

Nucléosome

Structure

«billes sur un fil»

Ajout de l’histcne H1
3

—~

Fibre de 30nm

N4

\_/

Chromosome métaphasique

Figure 13 : La compaction croissante du filament d’ADN

La double hélice d’ADN s’enroule autour d’'un octamére d’histones (H2A, H2B, H3 et H4)
pour former le nucléosome. Ces derniers interagissent entre eux par le biais de I'histone H1
ce qui accroit le niveau de compaction de la chromatine en formant les fibres de 30 nm. Le
niveau ultime de condensation est celui du chromosome, surtout pendant la métaphase.
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La digestion partielle de la chromatine génere fdagments de 180 a 200 paires de
bases, caractérisés par des images en « échefleds migration électrophorétique. La
régularité de cette structure a été confirmée parascopie électronique révélant que la
chromatine est constituée de particules régulienéenespacées, les nucléosomes. Le
nucléosome est l'unité fondamentale de la chromatifigure 14). Il est composé d’'une
particule centrale et d'une région internucléos@@li relie les particules adjacentes. La
particule centrale est composée de 146 paires sesbenroulées sur 1,7 tour autour d'un
octameére d’histones constitué de deux copies dtsrias H2A, H2B, H3 et H4.Qger et al.,
1997. Les histones sont des petites protéines (11 kD22 extrémement bien conservées au
cours de I'évolution, qui contiennent un domainebglaire de nature hydrophobe, le
domaine « histone fold ». Celui-ci est formé deistrbélicesa et est impliqué dans la
dimérisation des histones. Elles sont composégslldede 20% de résidus dont la charge
globale est positive (Arg ou Lys) ce qui en fons gotéines trés basiques. La présence de
ces charges positives permet aux histones d'inteeagc le squelette phosphodiester de
'ADN chargé négativement, indépendamment de laisgce. Ces interactions représentent
le premier niveau de compaction de 'ADN. Les régioN-terminales de ces protéines

pointent vers I'extérieur du nucléosome.

Queueg N-terminale des histones

Coeur globulaire

Double hélice d’'ADN

Figure 14 : Le nucléosome

L'unité fondamentale de la chromatine, le nucléosome, est constituée par un octamere
d’histones comprenant deux exemplaires de chacune des protéines H2A, H2B, H3 et H4.
Une longueur invariable d’ADN de 146 paires de bases s’enroule autour de chaque
octamére (adapté de Luger et al., 1997).
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C'est au niveau de la région internucléosomalel'istone H1 est incorporée pour
permettre le pontage entre deux nucléosomes adgacka longueur d'’ADN entre deux
nucléosomes varie selon les espéces entre 160lepdes de bases. Ce pontage permet
I'enroulement des nucléosomes sur eux-mémes salenhélice réguliere comprenant six
nucléosomes par tour. Cette fibre de 30 nm de dranest appelée fibre solénoidaiécGhee
and Felsenfeld, 1980 Celle-ci s’ancre sur la matrice nucléaire enmfant des boucles
d’ADN d’environ 300 nm de diamétre qui constituddame peu condensée du chromosome,
ou euchromatine. Ces boucles d’ADN peuvent égalemserreplier sur elles-mémes pour
constituer la forme trés condensée du chromosomkeéterochromatine. Ces deux formes de
chromatine définies par Heitz en 1928 présententchractéristiques suivanteBagsarge,
1979 :

e L'euchromatine est décondensée pendant l'interpbas®nstitue des fragments de
génome accessibles aux facteurs de transcripgtia pst donc activement transcrite.
Elle est répartie a l'intérieur du nucléoplasme.

» Par opposition, I'hétérochromatine est définie cemume structure qui ne change pas
d'état de condensation au cours du cycle celluiireste inaccessible aux facteurs de
transcriptions. L'hétérochromatine est localiséagpalement en périphérie du noyau
et du nucléole. Les chromosomes contiennent dedlgrdomaines d’hétérochromatine
indispensables a leur fonction comme les centrosnere les télomeéres, mais ils
renferment également des domaines hétérochromaipiels petits dispersés le long
du chromosomeQ@rewal and Elgin, 2002 On distingue :

= L'hétérochromatine constitutive qui contient trésupde génes, formée
principalement de séquences répétées et dont Ussgohndes régions sont
situées a proximité des centromeres et des tél@meéere

» L'hétérochromatine facultative qui contient desigBg codantes pouvant
adopter les caractéristiques structurale et fonnttle de I'hétérochromatine.
En réponse aux signaux cellulaires, cette hétéoochtine facultative peut se

décompacter pour atteindre les caractéristiquaststales de I'euchromatine.
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4.3. Modifications épigénétiques

Les cellules qui composent un tissu expriment destions spécifiques, caractéristiques de
ce tissu. Pourtant, I'ADN est identique dans tolgsscellules d'un organisme donné. C'est
pendant I'embryogenése que les cellules acquidaerdpacité d'exprimer certains de leurs
genes a lI'exclusion des autres. On sait que leepsois de différenciation est orchestré par une
interaction entre I'ADN et diverses protéines. ispdsition et la répartition des protéines qui
interagissent avec 'ADN déterminent si un gengrasente sous une conformation active
permettant sa transcription, ou sous une formetiirequi réduit le gene au silence. Ce sont
ces différentes interactions entre protéines et AjpNexpliquent comment un méme génome
peut exprimer différentes fonctions dans différentellules. Divers facteurs ou mécanismes
résultant de I'interaction de l'individu avec somve@onnement sont susceptibles de modifier
I'expression des genes: les variants des histdaenéthylation de I'’ADN, les modifications
posttraductionnelles des histones, les ARN intarféy, les facteurs de remodelage de la

chromatine dépendant de I'ATP (Figure 15). Ce ssmtégulations épigénétiques.

SIGNAUX
ENVIRONNEMENTAUX

Chromatine décondensee Chromatine condenseée

Variants d’histones Remodelage de la chromatine
dépendant de I’ATP

Méethylation de I'ADN ARN interférants

Modifications post-traductionnelles des histones

Figure 15 : Transition entre chromatine condensée et décondensé e en réponse aux
signaux environnementaux

La compaction de I'euchromatine décondensée ou la décompaction de I'hétérochromatine
condensée en réponse a des signaux environnementaux puis cellulaires implique : I'échange
entre différents variants des histones, la méthylation de I'ADN, les modifications
posttraductionnelles des histones, les ARN interférant ou encore le remodelage de la
chromatine sous l'effet d’enzymes dépendant de 'ATP.
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4.3.1.Les histones et leurs variants

Chaque histone de I'octamere, sauf H4, ainsi goistbne de liaison H1, existent dans la
cellule sous plusieurs isoformes, qui ont des hogies de séquence variables et sont codées
par des génes différentgranklin and Zweidler, 1977 L'’ensemble de ces isoformes est
regroupé sous le terme de «variants des histon®s >connait actuellement onze variants
pour I'histone H1, seize pour H2A, quatorze pouBH&ouze pour H3 et aucun pour H4
(Lindner, 2008; Happel and Doenecke, 209 est depuis peu apparu que certains variants
sont associés a des évenements clés comme la méiodplication de I’ADN, I'inactivation

du chromosome X chez les femelles de mammiféresida en place de 'empreinte parentale
de certains genes autosomauxofer and Reinberg, 20Q07ou encore l'activation et la
répression de la transcriptioBgrma and Reinberg, 2005

Concernant les variants de H2A, le génome hunmaitient dix génes codant pour les
variants H2A.1 (A a J) et un gene codant pour lgamd H2A.2. De plus, cing autres génes
H2A codent pour des protéines dont les séquencesaetiffeonsidérablement des histones
majoritaires ; il s’agit des variants H2A.Z et HZA.macroH2A.1 et macroH2A.2 et
finalement H2A.Bbd Rehrson and Fried, 1992; Redon et al., 2002; Garz&tomero et al.,
2008.

Par rapport aux variants de H2B, les isoformes HZBodées par onze genes), H2B.2
et H2B.3 représentent les histones H2B majoritaitds seul variant de remplacement
hTSH2B (« human testis/sperm-specific histone pgcsique des tissus testiculaires et des
spermatozoides, a été identifié a ce jour chezriine galensky et al., 2002

Les formes réplicatives de I'histone H3, c’est ige cdcelles qui sont incorporées
pendant la phase S du cycle cellulaire, sont Istohées H3.1 (codées par dix genes) et H3.2
(codées par un seul géne) qui se distinguent paeulnacide aminé en position 96 (Cys et Ser
respectivement)Hake and Allis, 2006 La mise en place de I'histone H3.1 (sous forme
dimérique H3.1-H4) au sein du nucléosome est assgar un complexe d’assemblage de la
chromatine contenant une protéine chaperonne, deeda CAF-1 (« chromatin assembly
factor 1») Moggs et al.,, 2000 Le variant H3.3 se retrouve au niveau des loci
transcriptionnellement actifs et subit des modifaas posttraductionnelles relatives a
I'activation de la transcription, telle que la di-tri-méthylation de la Lys 4, l'acétylation des
Lyss 9, 18 et 23 et la méthylation de la Lys FaKe and Allis, 2006 L’incorporation du
variant H3.3 dans la chromatine nécessite son ddage a un complexe contenant la
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protéine chaperonne HIRA qui permet la formatiomdeléosomes par 'intermédiaire d’'une
voie non couplée a la synthese de 'ADRAy-Gallet et al., 2002

4.3.2.Méthylation de I'ADN

La méthylation de '’ADN est observée dans la plupas organismes vivants, des bactéries
aux mammiferesBird, 2009. Elle concerne I'adénine et la cytosine chezpescaryotes,
uniquement la cytosine chez les eucaryotes (plasuagrises) et la cytosine suivie d'une
guanine chez les vertébrés (CpG). Les enzymes nsaptes de la réaction sont les ADN
méthyltransférases (DNMT pour « DNA methyltranséera) qui ajoutent un groupement
méthyle sur le carbone 5 de la cytosine, pour forlmes-méthylcytosine en utilisant la S-
adénosyl-L-méthionine comme donneur de groupemedihyte (Figure 16 Smith et al.,
1992; Allis et al., 200y

NH2 NHz
Nﬁ N |
OJ\N \ OJ\N
5 5
—CHz —CHz
H H
H H H H
o] H o H
K [=
Désoxycytidine ADN méthyltransférases> 5—méthy|désoxycytidine
+ ‘ EEEEEEEEN
THZ ADN déméthylases (?)
Nd;‘r"x_F__.-N . )I
I p;
H, (NHZ c1© h“rM’ N
Ho. &L~ ,DJ
BN Y"\N\@’
o \-\ — ri
o OH Ho
S-adénosyl-L-méthionine S-adénosyl- homocystelne

Figure 16 : La méthylation de I'ADN

La méthylation de 'ADN s’effectue sur la cytosine de 'ADN. Les ADN méthyltransférases
(DNMT1, DNMT2 ou DNMT3) utilisent la S-adénosyl-L-méthionine comme donneur de
groupement méthyle. Cette réaction aboutit a la formation de 5-méthyl-cytosine et de S-
adénosyl-homocystéine. L'existence d'enzyme catalysant la réaction inverse n'est pas
avéree.
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Les DNMT posseédent un domaine régulateur N-termimsponsable de leur
localisation nucléaire et un domaine catalytiqu€eerminal Cheng and Blumenthal, 2008
Trois types de DNMT ont été mises en évidence :

e La DNMT1 joue un réle dans le maintien des profites méthylation au cours de la

réplication de ’'ADN (i, 2002.

» La DNMT2 a été identifiee par homologie a la séqeedes DNMT1, mais son role
exact n’est pas connu. Elle posséde une tres fadbieité enzymatique.
* La DNMT3, qui comprend deux isoformes, DNMJI 8t la DNMT3 est impliquée
dans la méthylatiode novade ’ADN.
Les DNMT ont la capacité d'interagir avec d’autréscteurs comme des histones
désacétylases (HDAC) ou des protéines se lianABN méthylé (MBD pour « methyl
binding domain ») ce qui permet de modifier tramisgiment la structure de la chromatine
pour faciliter la méthylation de ’ADNKlose and Bird, 2006

La fréquence des dinucléotides CpG dans le géramm@in est inférieure a ce que
'on attend d’une distribution aléatoire. Ce phémmm résulterait de I'hypermutabilité des
cytosine meéthylées qui, par désamination, se toam&int en thyminelgsa, 1999 On trouve
des CpG dans l'ensemble du génome humain a l'excemie quelques régions ou la
fréquence des sites CpG est supérieure a unebdistn aléatoire. Ces régions, appelées ilots
CpG, sont généralement définies comme ayant urgaiéur d’au moins 200 paires de bases,
une teneur en CpG d’au moins 50% et un rapport (Gipgerves / CpG attendus) supérieur a
0,6 Gardiner-Garden and Frommer, 1987 Ces filots présentent les caractéristiques
suivantes :

» Selon les estimations, il y en aurait entre 2400Q@7400 dans le génome humain

(Larsen et al., 1992; lllingworth et al., 2008

* lIs sont localisés majoritairement dans les régiéhsdes genes, au niveau du

promoteur, du premier exon ou du premier intidlo¢e and Bird, 2006

» Seuls 6 a 8% des flots sont méthylés de maniéxe-sigécifique, ce qui suggere que le
profil dynamique de méthylation de I'ADN joue unledors de la différenciation

cellulaire Suzuki and Bird, 2008
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L'une des caractéristiques importantes de la redtog de I'ADN est le fait que les
groupements méthyles se logent dans le grand sil®hWADN. La conséquence de cette
méthylation des ilots CpG au niveau des régiomggiHatrices d’'un gene est la répression de
la transcription du géne correspondant. Cette s8me peut se faire grace a deux
mécanismes distinctSiegfried et al., 1999

 La transformation de la cytosine en 5-méthyl-cytesnhibe la liaison de facteurs de
transcription se fixant précisément sur ces régimmsnotrices (Vatt and Molloy,
1988.

* La liaison a ’'ADN méthylé de protéines MBBdgyes and Bird, 1991; Hendrich and
Bird, 1999 induit le recrutement d’autres protéines jouamtrale dans la compaction
de la chromatineLopez-Serra and Esteller, 200&’est le cas de MeCP2 (« methyl
CpG binding protein 2 ») qui avec le cofacteur din&crute des HDAC ou des
protéines de remodelage de la chromatine déperaaritATP pour exercer une
activité inhibitrice (Figure 17Nan et al., 1998

Figure 17 : Réle de MeCP2 dans la
répression transcriptionnelle

Aprés liaison aux CpG méthylés de
I’ADN, MeCP2 recrute d’autres facteurs
avec Sin3A comme BRM (une protéine
de remodelage chromatinien dépendant
de I'ATP) et des HDAC. L’action de
'ensemble de ces facteurs conduit a la
condensation de la chromatine et a
I'inhibition de la transcription (adapté de
Bienvenu and Chelly, 2006)

désacétylation

répression
transcriptionnelle

CpG chromatine
méthylés compacte

gene cible

Classiquement, la méthylation de 'ADN est consédécomme une modification
stable. Pour la réaction inverse, la déméthyladietf ADN, il n’est pas établi si elle nécessite
une activité déméthylase spécifique ou si la réactst associée a la réplication. Bien
gu'aucune ADN déméthylase n'ait été réellement atérssé€e, d’autres protéines sont
susceptibles d’'intervenir dans ce mécanisme. Leépr® MBD2 aurait, en plus de sa capacité
a lier 'TADN méthylé, une activité déméthylasBh@ttacharya et al., 1999 mais cette
fonction est controversé&dntos et al., 2002 La protéine Gadd45s (« growth arrest and
DNA-damage-inducible protein 4b»), impliquée dans la réparation de ’ADN et l'ibition
de la croissance cellulaire, a aussi été proposgene intervenant dans ce meécanisme de

déméthylationBarreto et al., 200}
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4.3.3. Les modifications posttraductionnelles des histone

Outre la méthylation de I'ADN, les principales maeg épigénétiques se situent sur les

histones. Parmi celles-ci, les mieux caractérigées jour sont I'acétylation, la méthylation,

la phosphorylation et l'ubiquitinylation des hisem Notons cependant que d’autres

modifications ont été décrites,

telles que

la SUN&Bgn, I'ADP-ribosylation, la

biotinylation, la déimination ou encore la glycosyidn (Tableau 5Kouzarides, 2007

Tableau 5 : Les différents types de modifications des histones

Modifications

Résidus modifiés

Enzymes impliquées

Histones acétyltransférases /

Acétylation Lys _ . j
Histones désacétylases
Lys monométhylée
Lys diméthylée
i , Lys triméthylée Histones méthyltransférases /

Méthylation o _ o

Arg monométhylée Histones déméthylases

Arg diméthylée (symétrique)

Arg diméthylée (asymétrique)

. Ser . .

Phosphorylation Thr Protéine kinases / phosphatases
Ubiquitinylation Lys Complexe E1, E2, E3 / Isopeptidases
SUMOylation Lys Complexe E1, E2, E3 / Isopeptidases

Arg . .
ADP- Glu Mono-ADP- ribosyltransférase, poly-ADP-
ribosylation . ribosyltransférase, Sirtuines / Glycohydrolases

Ser phosphorylée
Biotinylation Lys Holocarboxylases, biotinidases
Déimination Arg Peptidylarginine deiminase 4
Glycoxydation Lys ADP-ribose (sans intervention enzymatique)

Les extrémités N-terminales des histones H2A, HBB, et H4 sont les cibles

privilégiées de ces modifications posttraductiolaselTableau 6), bien que de nouvelles
modifications aient également été identifiées ddrautres régions. Ces modifications

covalentes sont ciblées sur des résidus spécifignas chaque histone et sont catalysées,
généralement de maniere réversible, par des enzggaement spécifiques. La réversibilité

des modifications des histones, tout comme cella deodification par méthylation des CpG

de I'ADN, met en évidence la plasticité de I'infaition épigénétique, a I'inverse du code

génétique stable en dehors des événements de mésaggantos-Rosa and Caldas, 2005
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Tableau 6 ;: Résidus modifiés des différentes histones

Modification H1 H2A H2B H3 H4
Acétylation K25 K5, K9, K13 K5, K12, K4, K9, K14, K5, K8,
K15, K20 K18, K23, K12, K16,
K27, K56 K20
Méthylation K25 K4, K9, K27, K20
K36, K79,
K122 R3
R2, R8, R17,
R26, R128,
R129
Phosphorylation S17, S26 S1 S14,S33  S10, S28 S1
T10, T17 T120 T3, T11
Ubiquitinylation K119 K120
SUMOylation K126 K6, K7 Position ? Position ?
K16, K17
ADP-ribosylation E2, E15, E2 EouR EouR EouR
E114, Position ?  Position ? Position ?
E115, E117
R33
Biotinylation K9, K13, K4, K9, K18 K8, K12
K125, K127,
K129
Déimination R2, R8, R17,
R26
Glycoxydation K K K K
Position ? Position ? Position ? Position ?

Résidus modifiés : E = glutamate, K = lysine, R = arginine, S = sérine, T = thréonine

4.3.3.1. Acétylation

L’acétylation des histones s’effectue exclusivemsumt des Lys (Tableau 5 p60). Elle est

fortement associée a l'activation de la transariptMarushige, 1976; Brownell and Allis,

1996. La réaction d’acétylation consiste en un tramsfa groupement acétyle porté par une

molécule d’'acétyl-coenzyme A sur le groupemeaminé d’un résidu Lys. L'acétylation des

histones est régulée par I'action concertée detorigs acétyltransférases (HAT) et des
HDAC (Figure 18 ;Roth et al., 2001; Walkinshaw et al., 200Bes HAT et les HDAC font

généralement partie de complexes multiprotéiquésasgurent aussi l'interaction avec des

facteurs de transcription ou le couplage a des preumns spécifiques, ou encore la
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reconnaissance du substrat chromatinien. Il a éngs été supposé que la neutralisation de
la charge positive des Lys pouvait mener a la dindm des contacts avec I'ADN
nucléosomal. En fait, le réle majeur de I'acétylatdes histones est de permettre I'ancrage de
protéines regulatrices établissant ou stabilisaoichromatine de la Cruz et al., 20Q05Ces

changements aboutissent & une chromatine plusbliéexdans laquelle I'ADN est plus

accessible et donc transcriptionnellement plug.acti groupement acétyle
H 10 [
NaCZCHy N
8
Figure 18 : L'acétylation des Lys CIHZ CIHZ
L’acétylation des histones, sur le groupement g-aminé YCH, CH,
d'un résidu Lys, est régulée par I'action concertée des | |
HAT et des HDAC B(IZH2 (IZH2
o
C|H2 HDAC C|H2
—p
—CH— T —CH—
Lys Lys
acétylée

C’est en 1996, plus de trente ans apres la dédeude I'acétylation des histones
(Allfrey et al., 196% que la premiére HAT a été identifiée, sous lani® d’'un coactivateur
transcriptionnel. De nombreuses HAT font partieqgdends complexes enzymatiques recrutés
au niveau des promoteurs de maniére indirecteggrétes interactions avec des facteurs de
transcription activateursSterner and Berger, 20D0Elles peuvent étre divisées en deux
groupes : les HAT de type A qui sont nucléairegesponsables de I'acétylation des histones
nucléosomales et les HAT de type B qui sont cywplgues et responsables de I'acétylation
des histones néosynthétisées avant le transpod lamoyau et l'incorporation dans la
chromatine Ruiz-Carrillo et al., 197h Vingt-deux HAT de type A sont actuellement
référencées. Elles peuvent étre subdivisées efasiiles : la famille ATF-2 (« activating
transcription factor-2 »), la famille CBP/p300, famille GNAT (« GCN5-related N-
acetyltransferase »), la famille MYST, la famill&GS et la famille TAR250 (Marmorstein,
2001).

4.3.3.2. Désacétylation
En ce qui concerne la réaction de désacétylationcampte dix HDAC chez la levure
Saccharomyces cerevisiakes protéines Rpd3, Hosl et Hos2 forment la eldssLes
membres de la classe Il sont les protéines Hd&llos8 d'aprés une analyse phylogénétique

récente Gregoretti et al., 2004 La protéine Sir2 et les quatre protéines Hsimblogue de
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Sir2, aussi connue comme sirtuines) constituentdsse Ill. Chez 'homme, dix-huit HDAC
ont été recensées (Tableau 7). Elles sont répamiegiatre groupes selon leur homologie de
séquence avec les HDAC d& cerevisiaeainsi que leur localisation cellulaire et leur
spécificité de substratlé Ruijter et al., 2003; Yang and Seto, 2008

» Les HDAC de classe | (HDAC1, HDAC2, HDAC3, HDAC8)r¢ des homologues de

Rpd3,

* Les HDAC de classe lla (HDAC4, HDAC5, HDAC7, HDAC®} llIb (HDACS,

HDAC10) sont des homologues de Hdal,

* Les HDAC de classe Il (SIRT1 a 7) sont des homadsgde Sir2,
* La seule HDAC de classe IV (HDAC11) est homologad=gd3.

L'expression de ces difféerentes classes de HDACtres variable selon le tissu
considéré. Certaines sont exprimées de facon uhicpji d’autres présentent une répartition
plus restreinte. Dans le cerveau, les ARNm codantaines HDAC sont trés fortement
exprimés, alors que d’autres le sont plus faibldmeas HDAC 3, 4, 5 et 11 sont tres
fortement présentes, alors que les HDAC 6, 9 atel8ont quasiment pas représentées dans
ce tissu (Figure 19Broide et al., 200 Ces HDAC sont principalement exprimées dans les
neurones, mais certaines sont aussi détectabledetaaligodendrocytes.

HDAC1 HDAC2

Figure 19 : Distribution des 11 HDAC dans le cerveau de rat
Autoradiographies représentatives des 11 HDAC au niveau d’'une méme région cérébrale
(Bregma -3,1) obtenues apres hybridation in situ (d’aprés Broide et al., 2007).
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Tableau 7 : Les différentes HDAC

Cofacteur ~ Compartimentation

Classe |

HDACLT T HSS—4 Zn?* Noyau
HDAC2 T - SiS——4s8 Zn?* Noyau
HDAC3 428 zn** Noyau / Cytoplasme
HDAC8 S| 377 zn®* Noyau

Classe lla

HDAC4 D_@ =_ 1084 zn* Noyau / Cytoplasme
HDACS —{ S 122 z0™  Noyau/ Cytoplasme
HDAC7 l S 912 s Noyau / Cytoplasme

v

%)

HDAC9 1069 zn* Noyau / Cytoplasme
Classe lIb

HDAC6 1215 zn** Noyau / Cytoplasme
HDAC10 [T 669 zn* Noyau / Cytoplasme
Classe IV

HDAC11 {347 zn®* Noyau
Classe Ill

SIRT1 NAD* Noyau
SIRT2 NAD" Cytoplasme
SIRT3 NAD" Mitochondrie
SIRT4 NAD" Mitochondrie
SIRT5 NAD" Mitochondrie
SIRT6 NAD" Noyau
SIRT7 NAD* Noyau

Barre bleue : domaine de liaison & MEF2 ; Barre verte : domaine désacétylase ; Leucine rich : motif
riche en Leu ; S: Ser ; ZnF : motif en doigt de zinc ; (d’apres les données de Mai et al., 2005; Porcu
and Chiarugi, 2005; Haberland et al., 2009).
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4.3.3.2.1. HDAC de la classe |
Les HDAC de classe | sont exprimées exclusivemansde noyau et sont présentes dans
tous les tissus. HDAC1 et HDAC?2 présentent unetitiede séquence d’environ 82%. Leur
domaine catalytique constitue la majeure partielad@rotéine.In vivo, les HDAC1 et 2
doivent faire partie intégrante de grands complerasromoléculaires pour étre actives. Ces
complexes contiennent des protéines qui moduletiVité enzymatique, mais aussi des
protéines qui permettent la fixation des HDAC ses promoteurs de genes. Trois de ces
complexes ont été décrit: Sin3A-Sin3B, NuRD («laasome remodeling and
desacetylation ») et Co-RESDdnslow and Wade, 2007HDAC1 et 2 peuvent aussi
s'associer avec des DNMFuks et al., 2001 des histones méthyltransféras€zdrmin et
al., 200) et des topoisomérases pour former un complexanapt la transcription. HDAC1
et 2 sont capables également de se lier directemnees protéines fixant TADN comme YY1,
Rb et SP1Brehm et al., 1998; Giordano and Avantaggiati, 1999

HDAC3 posséde une séquence d’exportation nuclégtrdait également partie
intégrante de complexes macromoléculaires commeoR-Gu SMRT Guenther et al.,
2007). HDACS3 est capable de former des oligomémestro etin vivo avec d’autres HDAC.

HDACS n’est présente ni ch& cerevisia@i chezD. melanogasterPour l'instant, sa
participation dans un complexe protéique n'a padsdémontrée. Elle a été détectée dans le
cytosol des cellules musculaires lisses en difigegion (Waltregny et al., 2005associee
avec le cytosquelette d'actine.

En plus de désacétyler les histones, les HDACadeldsse | peuvent exercer leur
activité catalytique vis-a-vis d’autres protéinagl@aires : des facteurs de transcription tels
p53, Ying Yang 1, STAT3, les récepteurs nucléades androgenes ou des oestrogenes,
MyoD, E2F/Rb ou encore NkB (Glozak et al., 2005

4.3.3.2.2. HDAC de la classe Il

Contrairement aux HDAC de la classe |, celles deldase Il sont exprimées de maniére
tissu-spécifique \(erdin et al., 200B et sont présentes dans le noyau comme dans le
cytoplasme Grozinger and Schreiber, 20D0Elles peuvent étre regroupées en deux sous-
classes : la sous-classe lla (HDAC4, HDAC5, HDAGIDHACY) et la sous-classe llb
(HDAC6, HADC10) {erdin et al., 2008 Les HDAC de la classe lla contiennent deux
régions fonctionnelles distinctes :

» La région N-terminale qui contient un site de fimatpour les facteurs de transcription

de la famille MEF2 (« Myocyte Enhancer Factor 2b)des Ser impliqués dans la
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régulation par phosphorylation de la localisatiombcellulaire Grozinger and
Schreiber, 2000
» La région C-terminale contenant le domaine caggi(Vartin et al., 2007.

Les HDAC de la classe lla peuvent étre présemtedpnction du contexte, dans le
compartiment nucléaire et/ou le cytoplasme. Entefdles possédent une séquence de
localisation nucléaire et une séquence d’exponatiocléaire leur conférant la propriété de
traverser les pores nucléaires. Une fois la HDAGsphorylée sur une Ser, la protéine 14-3-3
s'y fixe et transporte ces HDAC du compartiment l@éaite vers le cytoplasme. Une fois
déphosphorylée elle sera transportée a nouveaudevaoyau KcKinsey et al., 2000 Le site
majeur de fixation de la protéine 14-3-3 sur lesAdDse juxtapose a la séquence de
localisation nucléaire. Sa fixation empéche I'acded’'importine et bloque I'import nucléaire
(Grozinger and Schreiber, 20D0 Quatre groupes de kinases sont susceptibles de
phosphoryler les sites de liaison de la protéing-B4sur les HDAC : les G4CaM kinases
(Linseman et al., 2003la protéine kinase Dv/gga et al., 2004 les kinases inductibles par le
sodium {an der Linden et al., 2002t la kinase checkpoint Kifm et al., 200Y. A I'opposé,
deux protéines phosphatases ont été identifieeprdgéine phosphatased IParra et al.,
2007 et la protéine phosphatase 28u€harov et al., 2006Les HDAC lla peuvent interagir
avec une des quatre isoformes de MEF2 (MEF2A, Bt ©) et bloquer ainsi son activité
transcriptionnelle.

HDACSG et 10 sont les deux représentants de Iaeldb. HDACG6 est la désacétylase
majeure présente dans le cytoplasme des cellulesadamniféeres. Elle ne désacétyle pas des
histones, mais des protéines cytoplasmiques tddlesous-unitéa de la tubuline et la
cortactine, des chaperones ou encore le réceptdiingerféron Hubbert et al., 2002;
Kovacs et al., 2005; Tang et al., 2007; Zhang et2007%. HDACG6 est aussi la seule HDAC
possédant deux sites catalytiques et un motif dgtdbe zinc a I'extrémité C-terminale
(Haberland et al., 2009 Il est clair que la présence des deux domaisesiécessaire pour
observer une activité catalytique chez HDA@®dng et al., 2003 Comme la plupart des
HDAC de classe Il, HDACEG6 fait la navette entre eyau et le cytoplasmevérdel et al.,
2000.

On ne possede que des données fragmentées coniddAC10. Elle renferme un
domaine catalytique sur sa partie N-terminale, séguence d’exportation nucléaire et un
domaine incomplet cété C-terminal. De plus, deumdimes potentiels fixant la protéine RB

ont été découverts sur HDAC10, suggérant un rabe tarégulation du cycle cellulaire.
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4.3.3.2.3. HDAC de la classe IV
Le seul et unique représentant de la classe NHBE#C11, initialement répertoriée dans la
classe I. Clonée et caractérisée en 2@2o(et al., 200R HDAC11 possede des similarités
de séquences et des propriétés communes aux HDACctisse | et 11. Elle est extrémement
conservée deCaenorhabditis elegana Homo sapiensCette protéine est principalement
nucléaire et sa taille est du méme ordre que deleHDAC de classe |. Pourtant, HDAC11
est exprimée dans le coeur, le cerveau, le mugdieleitique et les reins, ce qui est typique
des HDAC de classe Il. Bien gu’elle interagissecadAC6 dans le noyauGao et al.,
2002, HDAC11 n’est retrouvée dans aucun complexe sSaer d’'HDAC connu. Parmi le
peu d'informations dont on dispose quant a sestifomg, citons son implication dans la
régulation de I'expression de l'interleukine 10dans I'activation de la réponse immunitaire
(Villagra et al., 2009.

4.3.3.2.4. HDAC de la classe Il
Les HDAC de classe lll, les sirtuines, constituane classe particuliere puisqu’elles ne
présentent pas d’homologie de séquence avec lesCHI®A classes | et 1l et IV. Ce sont des
homologues de la protéine Sir2 &e cerevisiagimai et al., 200D Elles contiennent un
domaine catalytique de 275 acides aminés qui @tilis mécanisme completement différent
implicant le nicotinamide adénine dinucléotide (NADcomme substrat. Sir2 couple la
désacétylation des histones au clivage d’'une lad® haute énergie du NAPorcu and
Chiarugi, 2009. Cette réaction de désacétylation est étroiter@mta la formation d’acétyl-
ADP-ribose. Une molécule de NARt d’acétyl-lysine sont transformées en une maddéda
Lys désacétylée, de la nicotinamide et du 2’-O\de®DP-ribose Avalos et al., 2005 La
dépendance des sirtuines au NABur confére un réle intermédiaire entre le méiabe
énergétique et la transcription des genes. Les &IRT6 présentent également une activité
ADP-ribosyl transférase. Ces enzymes interviendans la désacétylation des histones, mais
surtout dans la désacétylation d’autres protéineténires et cytoplasmiqueSgunders and
Verdin, 2007. En effet, SIRT1 est responsable de la désad@tylde nombreuses protéines
intervenant dans la régulation transcriptionnadenme p53, les HAT PCAF, CBP/p300 ou
NF-xB (Vaziri et al., 2001; Fulco et al., 2003; Motta dt,2004. Ceci explique I'implication
des sirtuines dans les mécanismes d’apoptose,rdie sellulaire, dans la transcription et le
métabolisme cellulaire. La protéine cytoplasmiquBT® désacétyle la sous-unitede la
tubuline des microtubules comme HDAQ®ofth et al., 2008 SIRT3, 4 et 5 présentent une

localisation exclusivement mitochondriale, un cortipgent cellulaire totalement dépourvu
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d’histones §chwer et al., 2002SIRT6 est la seule sirtuine nucléaire qui posseth fois une
activité désacétylase et une activité ADP-ribosghs$férase. En désacétylant I'histone H3,
elle joue un réle direct dans la structuration tdemeres Nichishita et al., 2008 Enfin,

SIRT7 active la RNA polymérase | et désacétylatddur de transcription p53.

4.3.3.2.5. Inhibiteurs de HDAC
Etant donné que les HDAC des classes |, Il et ifedint des sirtuines du point de vue de
leur activité enzymatique, leurs inhibiteurs resiiec sont également différents
structuralement et fonctionnellement.

Les inhibiteurs des HDAC (HDACI) des classes IelllV peuvent étre répartis en
cing classes : les acides gras a courte chaineatilijpe, les acides hydroxamiques, les
tétrapeptides cycliques, les benzamides et lesyélesx L'IGy in vitro de ces différents
HDACI varie : il est de I'ordre du mM pour les aegdgras a courte chaine, de I'ordre du puM
pour les acides hydroxamiques et les benzamidese e l'ordre du nM pour les
tétrapéptides cycliques et certains acides hydraxaes (Tableau 8 p70-71de Ruijter et al.,
2003; Marks et al., 2003Pour I'ensemble des HDAC, la TsA présente usp & 'ordre de
10nM, la dépudécine un igde l'ordre de 10uM et le phénylbutyrate de I'ordee10 mM.

L'étude structurale de ces HDACI a permis de défin pharmacophore modéle des
HDACIi (Figure 20a ;Miller et al., 2003. Celui-ci se composerait d’'un domaine de
reconnaissance formé généralement d’'une régioropfidbe tres souvent aromatique, d’'un
domaine de liaison soit linéaire soit aromatiqueeefin d’'un site de liaison a l'ion zinc.
L’exemple type d’HDACI répondant a cette définiti@st la trichostatine A (TsA), un
antibiotique et antifongique isolé a partir 8&eptomyces hygroscopicusS’est le premier
agent antiprolifératif a avoir été identifie commMBACI (Figure 20b Yoshida et al., 1990

Les HDACIi fonctionnent généralement en déplacamin | zinc, causant un
dysfonctionnement dans le systeme de transferthdege. lls bloquent ainsi I'acces au site
actif de fagon réversible ou irréversible. Toutess HDAC de classe | et |l et IV sont inhibées
par la TsA Marks et al., 2001; Marmorstein, 2001; Yoshida ket 200]). Aucune sirtuine
n'est inhibée par les HDACI conventionnels. Bieredaus les HDACI soient réversibles |l
existe deux exceptions, la dépudécine et la tray@oxjui inhibent les HDAC irréversiblement
en formant une liaison covalente au niveau du atd (Furumai et al., 200 Toutes les
HDAC sont inhibées sensiblement de la méme facompaDACIi donné, mais il existe des
exceptions. Tout d'abord HDAC6, qui sans doute @agu’elle possede deux sites

catalytiques, est sensible a certains HDACI (TsAyjs pas a d’autres (trapoxin&ufumai
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et al., 200). Par ailleurs, alors que la TsA inhibe touteskdBAC avec une Iggcomparable,
le MS-275 inhibe HDAC1 avec une d€de 0,3 uM, HDAC3 avec une 46de 8 uM et
n’inhibe pas HDACS8 Klu et al., 2008 Le développement d’HDACI plus sélectifs d'une
HDAC donnée permettra sans doute de mieux éludeledle de cette derniere dans un

mécanisme donné.

(0]
a H |
N
Wl NHOH
Figure 20 : Le pharmacophore type 0
des HDACI

Domaine Domaine de liaison Site de liaison
de reconnaissance au zinc

(a) Le pharmacophore est formé d'un
domaine de reconnaissance des HDAC,
d’'un domaine de liaison pouvant étre 0 o)
plus ou moins long et complexe et enfin
d’'un domaine de liaison a l'ion zinc. (b) b
La TsA présente I'ensemble de ces trois NY N NHOH
domaines (d'aprés Miller et al., 2003).

N

N

Concernant les effets des HDACI, il est clair u'induisent aussi bien une
augmentation gqu’une diminution de I'expression dmmhreux geénes cibles. L’analyse
génomique des effets d'HDACI sur I'expression géeiglans diverses lignées de cellules
cancéreuses a montré que les variations d’exprestaent sensiblement similaires pour
différents HDACIi (Mitsiades et al., 2004; Peart et al.,, 200®e maniere assez générale,
I'inhibition des HDAC induit I'arrét de la croissea et la différentiation cellulaire ou encore
I'apoptose dans un large spectre de cellules caunsés en culture et dans des modeéles
d’animaux porteurs de tumeunsldrks et al., 200l Cela semble étre la conséquence d’'une
hausse de I'expression de génes suppresseurs daurgjnde geénes impliqués dans la
différentiation cellulaire ou dans l'apoptose. Airde nombreux HDACI présentent une
activité anticancéreusa vitro, mais aussiin vivo, d'ou les nombreux essais cliniques
actuellement en cours (Tableau 8 p70-HBatty et al., 200Q Pour I'instant, un seul de ces
essais a abouti a la mise sur le marché américaitVatinostat (acide subéroylanilide
hydroxamique ou SAHA) pour le traitement des lymmples cutanédfann et al., 200y

Les inhibiteurs des sirtuineBdrcu and Chiarugi, 2005sont la nicotinamide, produit
formé lors de la réaction enzymatique de désadigléAvalos et al., 2005 le sirtinole ou la
spilomycine Grubisha et al., 2005 De nombreux polyphénols issus de plantes ordé&téts
comme des activateurs des sirtuines : butéinetirfesélutéoline, quercétine ou resveératrol
(Howitz et al., 2008
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4.3.3.3. Méthylation / déméthylation

La méthylation des histones a lieu sur des rédigasou Arg (Tableau 5 p60). Contrairement
a lacétylation ou a la phosphorylation généralemessociées a l'activation de la
transcription, la méthylation des histones peuirawo effet activateur ou répresseur selon la
position du résidu affecté et la nature de la mealion. En effet, il existe trois degrés
différents de méthylation : la mono-, la di- etdiaméthylation Akbarian and Huang, 2009
Alors que les mono- et di-méthylations sont assscaux Lys et aux Arg, les triméthylations
ne se retrouvent que sur les Lys. Il semble quietré de méthylation soit un indicateur du
degré de transcriptiorN@ et al., 200R La réaction consiste en un transfert du groupgme
méthyle porté par une molécule de S-adénosyl-L-iméithe sur le groupememtaminé des
résidus Lys ou Argdhang and Reinberg, 20D1.a méthylation des histones est catalysée par
trois familles d’histones méthyltransférases quisnat pas toutes spécifiques des histones
(Bedford, 200Y: la famille des arginine-méthyltransférases qualgaent la méthylation des
Arg, les enzymes contenant un domaine SET (« sx3®a&anhancer trithorax ») qui catalysent
la méthylation des Lys et enfin les méthyltransdésmassociées aux membranes.

Les arginine-méthyltransférases sont au nombrdixet sont subdivisées en quatre
classes (Type |, II, 1l et 1IV) selon gu’elles cigsent une diméthylation symétrique ou
asymetrique (Figure 21Kouzarides, 2007

Les vingt-huit protéines méthylant les Lys et gontiennent un domaine SET
peuvent étre subdivisées en quatre classes : SEEI2, RIZ et la classe SUV39
(« suppressor of variegation 39 »). Elles sonta®apables de mono- ou di-méthyler les Lys
(Figure 22 Kouzarides, 200R2

Les enzymes catalysant la réaction de déméthgldiés histones déméthylases, n'ont
été identifiées que récemment. Il en existe aadmedht dix-huit regroupées en six familles
spécifiqgues des LysA(lis et al., 2007. Chacune de ces familles présente une spécifieité
déméthylation soit vis-a-vis de Lys particulieres sis-a-vis du degré de méthylatidraf et
al.,, 2008. La seule enzyme spécifique des Arg monométhgsss la protéine PADI4
(« peptidylarginine deiminase 4 »), mais son acéibautit a la formation de citrulliné\{ang
et al., 2004.
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Arg monométhylation en N-terminal
___— |TYPEILI
TYPE IV TYPE I i
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+ SAHC + SAHC + SAHC
(CHy)3 (CHy)3 (CH2)3
50 Y. o
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HsN7 F Ncoo® HN7 i \coS HN7 H\cod’

monométhylation diméthylation asymétrique diméthylation symétrique

en position interne

Figure 21 : La méthylation des histones sur les résidus Arg

(inspiré de Bedford, 2007).
Les dix protéines Arg méthyltransférases catalysent I'ajout de groupements méthyles sur les
Arg des histones. Elles utilisent toujours le S-adénosyl-méthionine (SAM) comme donneur
de méthyle et il y a toujours formation de S-adénosyl-homocystéine (SAHC). Les enzymes
de la classe | forment les groupements diméthylés asymétriques, alors que les PMRT de la
classe Il forment les groupements diméthylés symétriques.

(_H1 CH,
HiC.. HiC_ | (H;
HMT HMT HMT
"‘In
Lys mono-méthyle di-méthyle tri-méthyle
lysine lysine lysine

Figure 22 : La méthylation des histones sur les Lys
Ce type de méthylations aboutis a la formation de Lys mono-, di- ou tri-méthylées.
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4.3.3.4. Phosphorylation

La phosphorylation des histones s’effectue sur résglus Ser ou Thr. (Tableau 5 p60 ;
Nowak and Corces, 20P4La phosphorylation réversible des histones eslliguée dans
I'activation de la transcription, I'apoptos®dgakou et al., 2000 la réparation de I'ADN
(Rogakou et al., 1998&u dans la condensation des chromosomes duranitdae Koshland
and Strunnikov, 1996 La réaction de phosphorylation des histonesistsgn un transfert
d’'un groupement phosphate de I'ATP sur les Serlmu Farmi les nombreuses kinases de la
cellule, seule la MSK1/2 (« mitogen- and stressatgd kinase 1 and 2 ») est associée avec
la phosphorylation des histonéghpmson et al., 19991 'activation de ces kinases passe par
la voie des MAP kinase ERK1/2 ou p38. Différentess/Bhr protéine phosphatases sont
impliquées dans la déphosphorylation des histofes phosphatases de type 1, 2A etidu

et al., 2000; Nowak and Corces, 2004; Nakada ¢228i09.

4.3.3.5. Ubiquitinylation et SUMOylation
L’ubiquitinylation des histones s’effectue sur tésidus Lys (Tableau 5 p6@&hang, 2008
L’'ubiquitine est une protéine comportant 76 acidesnés. La fixation de I'ubiquitine est un
mécanisme dépendant de 'ATP. Les enzymes implgjulds sa fixation sur les histones
sont celles utilisées par la cellule pour la dégtiad de protéines via le protéasome
(Goldberg, 2008 a savoir les trois enzymes E1, E2 et E3 dorttiba concertée permet
'ubiquitinylation (Wilkinson, 200D Alors que [l'ubiquitinylation d’'une protéine est
généralement un signe de dégradation via le protéas cela n'est pas le cas de
'ubiquitinylation des histones. Elle semble plutéhpliquée dans [I'activation de la
transcription RNathan et al., 2003 Contrairement aux autres modifications
posttraductionnelles des histones, I'ubiquitingatine semble pas jouer un rdle d’ancrage
pour d'autres protéines, mais vu la grande taille rdsidu attaché, elle est susceptible
d’'induire un encombrement stérique important ebftliencer les autres modifications des
histones.

La SUMOylation des histones s’effectue sur I'enSlendes quatre histones formant
I'octamere (Tableau 5 p6Nathan et al., 2006 Le peptide SUMO (« small ubiquitin-related
modifier ») présente 18% d’homologie avec l'ubiqet et adopte une structure
tridimensionnelle similaire Melchior, 2000. De la méme maniére, la fixation d'un
groupement SUMO sur une protéine ne signifie pasllgusera dégradée via le protéasome.

Les protéines SUMO, comportant environ cent acaemes, sont encore plus encombrantes
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qgue l'ubiquitine. Les enzymes qui fixent et hyds#pt SUMO sont similaires a celles
effectuant ces réactions pour l'ubiquitine. La SUWEDion de I'histone H4 a été corrélée a

une répression de la transcripti®@h{io and Eisenman, 2003

4.3.3.6. ADP-ribosylation

L’ADP-ribosylation des histones s’effectue sur désidus Arg ou Glu (Tableau 5 p60 ;
Hassa et al., 20061l existe deux familles d’enzymes responsabkesadibosylation : les six
mono-ADP-ribosyltransférases et les cing poly-Al#dsyltransférases. A cela s’ajoute le
cas particulier déja noté de deux sirtuines, SIRT8IRT6, qui possédent une activité mono-
ADP-ribosyltranférase L{szt et al., 200b La réaction d’ADP-ribosylation nécessite la
présence de NADcomme cofacteur. C’est cette utilisation du NABbmme cofacteur qui
explique gue certaines sirtuines présentent égalenme activité de ribosylation. La réaction
enzymatique inverse est portée par des poly-AD&sakglycohydrolaseBpnicalzi et al.,
2005. La mono-ADP-ribosylation des histones est imydie dans les processus de réparation
de 'ADN (Hassa and Hottiger, 2005La poly-ADP-ribosylation des histones, surtoalie
de I'histone H1 impliquée dans la compaction dechaomatine, jouerait un réle dans la
relaxation de la chromatine et donc dans l'inductie la transcriptionXubin et al., 1988

4.3.3.7. Biotinylation, déimination et glycoxydation

La biotinylation des histones s’effectue uniquemsumt des résidus Lys (Tableau 5 p60 ;
Hassan and Zempleni, 2008Les enzymes responsables de la biotinylationt stes
holocarboxylases synthétases et des biotinylaSamporeale et al., 2006La biotinylation
de I'histone H4 sur la Lys 12 joue un réle danglaression de la transcription, vu qu’elle est
surtout retrouvée dans I'hétérochromatine et aeanivde télomeres. En lien avec son role
dans le maintien des télomeéres, la diminution dpport en biotine che®. melanogaster
entraine une augmentation de la résistance ausssttede I'espérance de vigngith et al.,
2007).

Enfin, deux modifications posttraductionnelles dbasstones ont été décrites
uniquementn vitro, et au sujet desquelles tres peu de choses sonues : la déimination
(Cuthbert et al., 2004et la glycoxydation par 'ADP-ribos€grvantes-Laurean et al., 1906
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4.3.4.Hypothese de 'existence d’'un « code des histones »

Certains auteurs sont allés jusqu’a proposer qentadifications des histones précédemment
citées constitueraient un « code », puisque sealanachaque combinaison de modifications
correspondrait un état particulier de condensatieria chromatineStrahl and Allis, 2000;
Jenuwein and Allis, 2001l faut d’abord constater le caractére partenxdment complexe de
ce code, dont le décryptage n’en est qu'a ses peambBi I'objectif de ce code est de créer
une correspondance entre une combinaison de matihfis et I'activation ou la répression de
la transcription d’un gene, on peut se demanderquail il serait si compliqué ; ne suffirait-il
pas d'une seule combinaison pour signifier « trapgon active » et d'une autre pour
signifier « transcription réprimée » ? Par contréodjectif de ce code est d’associer a chaque
combinaison de modification un degré précis deauvee transcription, on peut se demander
si cela est envisageable, car la plupart des noadiifins ne sont pas indépendantes les unes
des autresouzarides, 200i7et qu’'une méme combinaison pourrait avoir desteftlistincts
en fonction du promoteur sur lequel elle se trouve.

Un fait avéré est que I'abondance des modificatgur les histones rend possible une
sorte de « dialogue » entre elles :

» De nombreuses modifications ont lieu sur les mérésisius, particulierement la Lys
(Tableau 5 p60). On constate donc une compétitimine eces modifications, vu
gu’elles sont mutuellement exclusivé&fg, 200h

 Bien qu’une protéine ne se fixe jamais sur un s&itlu, sa liaison peut étre perturbée
par la modification de résidus adjacents. Par ekenig phosphorylation de la Ser 10
de I'histone H3 affecte la liaison de la protéinBIHsur la Lys 9 méthylée de cette
méme histone H3jschle et al., 2006

 L’activité catalytique d’une enzyme peut étre coampise par la modification de son
site actif Kouzarides, 2007

* Une enzyme est susceptible de reconnaitre plueriaent le substrat si I'histone est
modifiée. Par exemple, la HAT GCN5 ne reconnaistime H3 que lorsque celle-ci
est phosphorylée sur la Ser TWedments et al., 2003
Une interaction a été mise en évidence égalenmdreg des modifications portées par

des histones différentes. Par exemple, l'ubiquigéitign de H2B est nécessaire pour la
triméthylation de la Lys 4 de I'histone HBge et al., 200)7 Les modifications des histones et
la méthylation de 'ADN ne sont pas toujours indégentes. En effet, la méthylation de la

Lys 4 de lhistone H3 a proximité d’ilots CpG, sdmlbprotéger ces derniers de la
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méthylation. Ce phénomene résulte du recrutemerdesurésidus acétylés de protéines telles
des HDAC ou des histones méthyltransféraBas ¢t al., 2008 Au contraire, la méthylation
de la Lys 9 de I'histone H3 semble nécessaireradthylation de 'ADN Martin and Zhang,
2005.

Si 'ensemble des modifications des histones doestin code, alors on doit pouvoir
le déchiffrer. Comment la combinaison des modifarat est-elle reconnue puis traduite en un
effet fonctionnel donné ? Le déchiffrage passe shmd#e par l'identification de protéines
reconnaissant des modifications posttranscriptibesmerécises. Certaines de ces protéines
sont connues. Elles reconnaissent leur cible parddenaines protéiques spécifiquds (a
Cruz et al., 200p Ainsi, des protéines possédant des bromodomagtesnaissent les Lys
acétylés. La méthylation des Lys est reconnue gar dbmaines de la famille « Royal »
(chromodomaine, Tudor, MBT). La phosphorylation &3 permet I'ancrage de protéines

possédant un domaine 14-3Kb(izarides, 20017

4.3.5.ARN interférents et facteurs de remodelage de leorohtine
dépendant de 'ATP

En plus de la méthylation de I’ADN et des modifioas posttraductionnelles des histones, |l
existe encore d’autres mécanismes nucléaires pamhede réguler la transition entre
hétérochromatine et euchromatine (Figure 15 p583. ARN interférents, issus de genes non
codants, mais néanmoins transcrits, jouent un déles la régulation de la transcription
(Andersen and Panning, 2003 ’exemple le mieux caractérisé est celui des ARt et Tsix
qui interviennent dans le processus d’inactivatthn chromosome X chez la femelle de
mammifére ce qui permet un dosage identique erlkeeet le male. Ce phénoméne est
aléatoire : certaines cellules expriment I'ensendlge alléles maternels et d’autres I'ensemble
des alleles paternel€kow et al., 2006

Une derniere catégorie de protéines, connue pdiseu I'énergie issue de I'hydrolyse
de I'ATP pour introduire une torsion supplémentave le double brin d’ADN nucléosomal,
affecte I'accessibilité de la chromatine aux pméi précédemment citéekirigston and
Narlikar, 1999. Ceci a pour conséquence une diminution de I'sgibdité de 'ADN et des
histones {Volffe and Hayes, 1999Ces protéines peuvent étre regroupées en amsglés :
NuRD, SWI/SNF et ISWI. Les protéines de la famMeRD possedent un chromodomaine ce

qui leur permet d’interagir avec les histones miéthy. De la méme maniére, les protéines de
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la famille SWI/SNF possedent toutes un bromodomaneeuvent donc reconnaitre les
histones acétyléesdlérlikar et al., 2002

4.4. Transmission des marques épigénétiques
Les altérations épigénétiques peuvent se transrettre cellule mere et cellule fille. 1l faut
toutefois distinguer deux types de transmissiofiigi@rmation épigénétique : celle qui a lieu
durant la mitose et celle qui a lieu au moment éetbppement.

Au cours de la division cellulaire, les deux bri&DN qui sont symétriquement
méthylés se séparent avant de s’associer avecrihassdomplémentaires néoformés et non
méthylés. L’hémiméthylation transitoire est rapidsinrendue symétrique par la DNMTL1
(Wolffe and Matzke, 1999Ainsi, le profil de méthylation d’'un géne estintanu au cours
des divisions cellulaires. Lors de la réplicatias ahromosomes, les histones sont réparties
entre les deux cellules filles. Les nucléosomes désassemblés avec le tétramére (H3/H4)
se séparant en deux et se répartissant entre ugscdbules filles. Les histones H2A et H2B
préexistant et néosynthétisés se fixent alorsesdimhere H3/H4\(olffe and Hayes, 1999

Au cours du développement, deux périodes sontcEarsees par un remaniement
global de la méthylation de I'ADN : ce sont le sadk blastocyste et la gamétogenése. Ces
deux périodes débutent par une vague de déméthylatassive de I'ADN suivie d'une
vague de méthylation tout aussi conséquentg @002. Elles permettent une
reprogrammation globale du génome. C'est pendantgdmétogenése que les genes
d’expression monoallélique sont méthylés. Ainsidameétes femelles et males n'auront pas
le méme profil de méthylation pour un gene donrep@ienomene d’« empreinte parentale »
est nécessaire pour le développement normal debgn Rousseaux et al., 20p4Une
mauvaise régulation de ces mécanismes est assocés syndromes comprenant un retard
mental, tels les syndromes d’Angelman et de Pred#r-(Lalande, 199% Bien que les
DNMT3, et 3, a savoir les histones méthyltransféradesnovo aient été proposées pour
jouer un réle dans la mise en place du profil d¢hgiation, les mécanismes de méthylation
lors du développement ne sont pas bien connusukatign principale qui reste en suspens
est de savoir comment la cellule garde en mémarandniere fidele, les régions et les

positions a méthyler pour conserver dans une nteugellule le profil d’expression génique.
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4.5. Plasticité neuronale et influence de I'environnenma
La méthylation de '’ADN et les modifications destioines ne sont pas figées au cours du
temps. En effet, elles évoluent sous linfluence fdeteurs environnementaux tels
I'apprentissage, le stress, I'alimentation, lesnmmes ou les agents pharmacologiques. Par
exemple, ces meécanismes épigénétigues sont impliqiens I'apprentissage et la
mémorisation I(evenson and Sweatt, 200&Chez le mollusqué\plysia californica,deux
formes de plasticité persistantes sont considecdesme des modeles de mémoire : la
potentialisation et la dépression a long termenhibition des HDAC augmente I'amplitude
de la potentialisation a long term&uyan et al., 2002 Chez les mammiferes, la peur
conditionnée, paradigme ou I'animal apprend a assam nouvel environnement avec un
stimulus aversif, augmente l'acétylation de I'hitaH3 dans I'’hippocampé.évenson et al.,
2004). L'inhibition de la HAT CBP a pour conségquence daninution des capacités
mnésiques des animaux dans différents tests d'afiggage : la reconnaissance d’un nouvel
objet, 'apprentissage spatial dans la piscine derisl et la peur conditionnédl@rcon et al.,
2004; Korzus et al., 2004 D’autre part I'inhibition des HDAC augmente lespacités
mnésiques des animaux. Ces études démontrent denlcegpérience et I'activité neuronale
augmentent l'acétylation des histones.

Si les rates apportent beaucoup de soin a leurgeao-nés a la naissance, ceux-Ci
seront moins sensibles au stress a I'age adieayer et al., 2004; Champagne et al., 2006
Cette observation est associée a des régulatiogéngpiques. En effet, les ratons bénéficiant
d’'une plus grande attention maternelle présentantiveau de méthylation plus faible des
promoteurs et un niveau d’acétylation plus éleve listones entourant les genes codant les
récepteurs des glucocorticoides et des oestrogéses I'hippocampe et I'hypothalamus
(Weaver et al., 2004; Champagne et al., 20Q@6xpression différentielle des deux types de
récepteurs qui en résulte entraine une diminuteiiahxiété des rats devenus adultes. Ces
mécanismes sont réversibl&¥daver et al., 2005

L'influence de facteurs environnementaux s’obsetiés bien chez les jumeaux
homozygotes. En effet, bien qu’ils disposent d'ém@me parfaitement identique, certains
jumeaux présentent a I'age adulte des différeneephiEnotype, notamment au niveau du
comportement ou dans leur susceptibilité a dévelomertaines pathologies (diabetes ou
troubles psychiatriques). Ces différences ont ééles a des profils de méthylation
distincts de leur génome, suggérant un niveau désgon différent de certains genes chez
'un des jumeaux par rapport a l'autrErdga et al., 2005; Haque et al., 200Cette
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influence environnementale a également été misévatence chez des personnes qui, au
cours de leur enfance, ont été victimes d’'un sti@ssimportant (abus sexuel, maltraitance).
Ceci a pu étre corrélé a la fois a une augmentatioprofil de méthylation de 'ADN du
promoteur du gene codant le récepteur aux gludootdes et a une diminution de
I'expression de cette protéine au niveau de I'hggmope fcGowan et al., 2009

La méthylation de I'ADN et les modifications épigiques apparaissent comme
influencées par les facteurs environnementaux &utong de la vie. Ces modifications
contribuent a I'évolution du phénotype a travers &nées et suggerent que I'épigénome,
défini comme étant I'ensemble des modificationsgépétiques d'une cellule donnée,
constitue une sorte de mémoire de I'expérienceviddelle Siegmund et al., 2007

4.6. Modifications épigénétiques et maladies neurologises
L’étiologie de nombreuses maladies psychiatriquesporte sans doute une composante dans
laquelle intervient un dysfonctionnement des mérans épigénétiques. C’est par exemple le
cas de la dépression pour laquelle divers modélgsaaix montrent que son induction est
associée a une modification du profil d’acétylateinde méthylation du promoteur du géne
BDNF. Un stress social chez la souris augmente la tiytedton de I'histone H3, une
modification induisant la répression du géne, ateau du promoteur du gene codant le
BDNF, d’ou une sous-expression persistante de ce fadfésankova et al., 2006
L’inhibition des HDAC parl'acide butyrique produit des effets de type argiééseur
(Schroeder et al., 2007Un ensemble de syndromes, marqués sur le plénopypique par
un retard neuro-développemental, sont dus a ddsray®ons de mécanismes de régulation
épigénétiques. Tel est le cas du syndrome de &sttcié a la mutation du gel&ECP2 ou
encore du syndrome de Rubinstein-Taybi, asso@éiutation du gene coda@BP (Tableau
9 ; Tsankova et al., 2007
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Tableau 9 : Maladies connues pour étre dues a des dysfonctionne ments épigénétiques

Maladies Dysfonctionnement Caractéristiques cliniqu es
Empreinte anormale par
Syndrome méthylation de I’ADN du Atrophie corticale, démyélinisation
d’Angelman chromosome maternel 15q11- du cervelet, problemes cognitifs
13
Mutation du géne RSK2 dont la  Maladie liée a I'X, retard
Syndrome

de Coffin-Lowry protéine interagit avec MeCP2,  psychomoteur, problemes

CBP squelettiques et craniofaciaux
Empreinte anormale par
Syndrome méthylation de 'ADN du Léger retard mental, problemes
de Prader-Willi chromosome maternel 15q11- endocriniens
13

Maladie liée a I'’X, arrét du

Syndrome Mutation du géne MECP2 develpppement p_erebral,
de Rett problémes cognitifs, comportement
autistique
Svndrome Retard mental, caractéristiques
y ) : : Mutation du géne CBP faciales anormales, arrét de la
de Rubinstein-Taybi :
croissance

Maladie liée a I'X, comportement
autistique, macrocéphalie, visage
étroit et allongé avec de grandes
oreilles, hypotonie

Hyperméthylation des
promoteurs des genes FMRL1 et
FMR2

Syndrome
du X fragile

4.7.Modifications épigénétiques et drogues
Les mécanismes par lesquels I'exposition chronaue drogues converge vers le génome,
afin de modifier la transcription de certains gerrestent mal connus. Des travaux récents
suggerent que certaines drogues induisent des icaithhs directes de la structure de la
chromatine. De méme, l'inhibition de certaines eneg de remodelage de la chromatine
altere les effets comportementaux induits par taoe.

Dans un article paru en 2005, Li et ses collegutsnontré pour la premiére fois que
I'inhibition des HDAC pouvait altérer les effets mportementaux induits par la cocaine.
Ainsi, chez des souris, I'acide valproique, une HDAe la classe des acides gras a courte
chaine aliphatique, n’a pas d’effet sur I'hyperlowgion induite par la cocaine, mais bloque
en fonction de la dose la mise en place de lalséisation comportementale, sans pour autant
bloquer I'expression de cette sensibilisatibnet al., 2009.

La méme année, Kumar et ses collegues ont moun&dagcocaine modifiait le profil
d’acétylation des histones au niveau des promotdessgenes-Fos FosB et BDNF. En
particulier, une injection unique de cocaine a s accroit I'acétylation de I'histone H4 et
la phospho-acétylation de I'histone H3 au niveaupdomoteur du géne-Fos ainsi que
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'acétylation de I'histone H4 au niveau du promotedu géene FosB Sur le plan
comportemental, [linhibition des HDAC par [l'acideuthrique n'a pas modifié
I’hyperlocomotion induite par la cocaine, mais s&@grée potentialiser la mise en place de la
sensibilisation comportementalkéumar et al., 200b

Dans un article paru en 2006, notre équipe a mguaur la premiéere fois que chez des
rats, l'injection de cocaine en intrapéritonég.fipendant dix jours augmentait I'expression
des protéines de liaison a 'ADN méthylé MeCP2, MBBinsi que de HDAC2 dans des
neurones du CPF et du CPu. Dans ces mémes stgjatageinjections chroniques induisirent

une diminution de I'acétylation des Lys 9 et 14'stone H3 Cassel et al., 2006

A mon arrivée au sein de I'équipe « Psychostimglagtt Processus Neuroadaptatifs » en
2006, étant donné que la technique d’AA de cocelirez le rat était disponible au laboratoire,
nous avons décidé de tester dans un premier tewifpst Ide différents HDACI dans ce
paradigme. Dans notre démarche, il nous semblaitopdial de vérifier si les régulations
épigénétiques intervenaient dans les effets compemtaux de la cocaine, avant de
poursuivre les études de I'effet de la cocainelesimécanismes de régulation épigénétique
au niveau moléculaire.

A partir de la s’est construit le plan de ma thége va consister tout d’abord en une
analyse comportementale des conséquences de itiohides HDAC sur I'AA de cocaine et
de sucrose, sur la sensibilisation comportemeintdigite par la cocaine et sur la CPP induite
par la nicotine. Il se poursuivra par une analysxtbimique des effets des HDACI sur
I'expression de facteurs de régulation épigénétichez des animaux s’auto-administrant de
la cocaine et s’'achévera par une recherche de gémetsdlés par des mécanismes
épigénétiques et pouvant expliquer les effets d@AEi sur les propriétés renforcantes de la

cocaine.
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1. Publication n°1

Histone Deacetylase Inhibitors Decrease Cocaine

But Not Sucrose Self-Administration in Rats
Pascal Romieu, Lionel Host, Serge Gobalille, Guyd8an Dominique Aunis, Jean Zwiller
The Journal of Neuroscience, 2008

(PR and LH contributed equally to this work)

Les résultats des études, présentés dans ceearidntrent que l'injection intraveineuse
(i.v.) des inhibiteurs de HDAC (HDACI) trichostaéinA (TsA) ou phénylbutyrate (PhB)
réduisent, en fonction de la dose, I'auto-admiatgin (AA) de cocaine dans un protocole de
ratio fixe 1 (FR1). En ratio progressif (PR), l[aATsnais aussi la dépudécine (injectée en
intracérébroventriculaire ; i.c.v.) diminuent leimode rupture atteint par les rats. Ainsi
I'inhibition des HDAC diminue les propriétés appiets de la cocaine ainsi que la motivation
des animaux a la consommer. Par ailleurs, I'intwbitles HDAC n’a pas d’effet sur I'AA du
renforcant naturel qu’est le saccharose. Cetteroaten a pu étre corrélée avec des mesures
d’activité enzymatique des HDAC, celle-ci étantibde dans le CPF en réponse a I'AA de
cocaine, mais pas a celle de saccharose. Un ersettgtpériences contrbles permet
d’affirmer que la diminution de la motivation pola cocaine n’est pas attribuable a de
'anhédonie vu que la TsA n'a aucun effet sur Ist tde préférence a I'eau sucrée. Ces
observations ne sont pas non plus attribuables adysfonctionnement global de la
locomotion des animaux, car la TsA n’a aucun eftatl’activité exploratoire basale des rats,
ni sur I'’hyperlocomotion induite par la cocainer antre, la TsA bloque complétement la
sensibilisation comportementale induite par cettgde. L’ensemble de nos données montre
que dans le cerveau adulte de rat, les régulaépiggnétiques de la transcription des genes

influencent un comportement aussi complexe queoddvation a consommer de la drogue.
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9342 - The Journal of Neuroscience, September 17, 2008 - 28(38):9342-9348

Behavioral/Systems/Cognitive

Histone Deacetylase Inhibitors Decrease Cocaine But Not
Sucrose Self-Administration in Rats

Pascal Romieu,** Lionel Host,** Serge Gobaille,>* Guy Sandner,** Dominique Aunis,"* and Jean Zwiller'#
Inserm, U575, Centre de Neurochimie, 67084 Strasbourg, France, 2Institut Fédératif de Recherche 37 Neurosciences, 67085 Strasbourg, France, *Inserm,
U666, 67085 Strasbourg, France, and “Université Louis Pasteur, 67084 Strasbourg, France

Regulation of gene expression is known to contribute to the long-term adaptations taking place in response to drugs of abuse. Recent
studies highlighted the regulation of gene transcription in neurons by chromatin remodeling, a process in which posttranslational
modifications of histones play a major role. To test the involvement of epigenetic regulation on drug-reinforcing properties, we submitted
rats to the cocaine operant self-administration paradigm. Using the fixed ratio 1 schedule, we found that the histone deacetylase (HDAC)
inhibitors trichostatin A and phenylbutyrate dose-dependently reduced cocaine self-administration. Under the progressive ratio sched-
ule, both trichostatin A and depudecin significantly reduced the breaking point, indicating that HDAC inhibition attenuated the motiva-
tion of rats for cocaine. Conversely, HDAC inhibition did not decrease self-administration for the natural reinforcer sucrose. This
observation was correlated with measurements of HDACactivity in the frontal cortex, which was inhibited in response to cocaine, but not
to sucrose self-administration. Control experiments showed that the decrease in the motivation for the drug was not attributable to a
general motivational dysfunction because trichostatin A had no adverse effect on locomotion during the habituation session or on
cocaine-induced hyperlocomotion. It was not attributable to anhed onia because the inhibitor had no effect on the sucrose preference test.
In contrast, trichostatin A completely blocked the cocaine-induced behavioral sensitization. Together, the data show that epigenetic
regulation of gene transcription in adult brain is able to influence a motivated behavior and suggest that HDAC inhibition may counteract

the neural sensitization leading to drug dependence.

Key words: cocaine; sucrose; epigenetic; histone modification; self-administration; addiction

Introduction

Drug dependence is currently viewed as a chronic brain disease
characterized primarily by a compulsive drug-seeking and drug-
taking behavior. The development of dependence to drugs of
abuse occurs over time and requires cellular adaptations. One
area of intensive research aimed at identifying the long-term ad-
aptations is the regulation of changes in gene expression evoked
by the drugs (Nestler, 2001). For instance, cocaine administra-
tion has been shown to elicit induction in neurons of several
immediate early genes that encode transcription factors (Hope et
al., 1992; Moratalla et al., 1992; Bhat and Baraban, 1993; Hum-
blot et al., 1998; Jouvert et al., 2002). Although much of the work
has focused on these factors often considered to be molecular
switches that coordinate changes in gene expression undetlying
neuronal plasticity, the molecular mechanisms which control ex-
pression of genes, referred to as epigenetic mechanisms, have
been under appreciated in the nervous system. Recent studies
highlighted the importance in neurons of chromatin remodeling

Received Jan. 28, 2008; revised July 23, 2008; accepted July 23, 2008.

We gratefully acknowledge resources provided by the Institut de Recherches Scientifiques sur les Boissons and
the support of the Société Frangaise d'Alcoologie.

*P.R. and L.H. contributed equally to this work.

Correspondence should be addressed to Pascal Romieu, Inserm U575, Centre de Neurochimie, 5rue Blaise Pascal,
67084 Strasbourg Cedex, France. E-mail: romieu@neurochem.u-strasbg.fr.

DOI:10.1523/INEUROSC1.0379-08.2008
Copyright © 2008 Society for Neuroscience  0270-6474/08/289342-07515.00/0

in controlling gene transcription and revealed that complex
mechanisms regulate the accessibility of genes to the transcrip-
tional machinery (Colvis et al., 2005). Access to DNA in the nu-
cleosome is achieved via complex associations of proteins in
which posttranslational modifications of histones play a major
role. In general, increased histone acetylation is associated with
DNA relaxation and elevated transcriptional activity, whereas de-
creased acetylation brought about by histone deacetylases
(HDACs) and methyl-CpG-binding proteins such as MeCP2 re-
sults in tighter DNA coiling and gene silencing (Lépez-Rodas et
al., 1993; Jenuwein and Allis, 2001; Turner, 2002).

We demonstrated that repeated injections of cocaine as well as
of the antidepressant fluoxetine regulate chromatin remodeling
by inducing the methyl-CpG-binding proteins MeCP2 and
MBD1 in rat striatum and frontal cortex (Cassel et al., 2006). The
data suggest that an epigenetic regulation mechanism of gene
transcription could be involved in the behavioral long-term ef-
fects elicited by cocaine. To test the hypothesis, we treated rats
with HDAC inhibitors and submitted them to the intravenous
cocaine operant self-administration paradigm. The effects of
chromatin remodeling on cocaine-taking behavior were com-
pared with those observed during self-administration of sucrose,
a natural reinforcer. We used the fixed ratio (FR) schedule, in
which rats have to produce a fixed number of nose-pokes (NPs)
into a hole to obtain a cocaine or sucrose infusion. Although this
experiment measures the reinforcing properties of the com-
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pounds, the evaluation of the motivation of animals for a given
compound is assessed by the progressive ratio (PR) schedule, in
which the self-administration task is rendered more difficult, be-
cause the number of NPs required for an infusion increases pro-
gressively (Depoortere et al., 1993; Arnold and Roberts, 1997).

Materials and Methods

Animals

Male Wistar rats (Janvier), weighing 160—-180 g, were housed in standard
home cages (five rats per cage), under an inverted 12 h light/dark cycle
(lights on at 7:00 P.M.), with water available from two bottles. Animals
had ad libitum access to food and water, unless indicated otherwise. After
surgery for catheter implantation into the jugular vein, animals were
housed individually so that acoustic, olfactive, and visual social contacts
remained possible. They were allowed to recover for 5-7 d before the
beginning of behavioral tests which were conducted during the dark
period. Each of the specific behavioral tests was performed using distinct
groups of rats. All procedures involving animal care were conducted in
compliance with current laws and policies (Council directive 87848, Ser-
vice Vétérinaire de la Santé et de la Protection Animales).

Pharmacological treatment

Cocaine hydrochloride (Sigma-Aldrich) solution was adjusted with 0.9%
NaCl to infuse an intravenous dose of 0.33 mg/kg/injection for self-
administration and 1 mg/kg for locomotor activity. Trichostatin A (TsA;
Sigma-Aldrich), sodium 4-phenylbutyrate (Fluka, Sigma-Alrich), de-
pudecin (Sigma-Aldrich) or 10% DMSO vehicle solution were adminis-
tered 30 min before the beginning of the self-administration session. TsA
and phenylbutyrate were injected intravenously, whereas depudecin was
administered intracerebroventricularly.

Surgery

Intravenous catheterization procedure was performed as described pre-
viously (Caine et al., 1993). Rats were anesthetized by the intraperitoneal
injection (1 ml/kg) of a 5:1 (v/v) mixture containing 0.1 g/ml ketamine
(Imalgene 1000) and 2% xylazine (Rompun; Centravet), before surgical
implantation of a chronic indwelling catheter in the right jugular vein.
The catheter, which consisted of SILASTIC tubing 12 cm long [0.3 mm
inner diameter (i.d.) X 0.63 mm outer diamter (o0.d.)] (SILASTIC; Plas-
tics One), was fitted to a 22 gauge guide cannula (Plastics One) that was
bent at a right angle and then embedded in dental cement on a circular
2.5 cm mercylene mesh base. A discrete incision was performed onto the
jugular vein; the heparinized catheter was immediately inserted 3.6 cm
into the vein and anchored with suture. Catheters were flushed daily with
150 pl of a solution mixture containing 300 U/ml heparin and 0.1 g/ml
ampicillin to prevent clotting and infection.

Cocaine operant self-administration
Apparatus. Studies were conducted in dark operant chambers (30 X 30 X
30 cm) located in a sound-attenuated room. A single channel fluid swivel
(Instech Laboratories) was mounted on a balanced arm above each
chamber. A computer-driven syringe pump (Imetronic) activated a 5 ml
syringe and pushed fluid into SILASTIC tubing (0.63 mmi.d. X 1.19 mm
0.d.) connected to the rat through its externalized 22 gauge guide can-
nula. Each chamber was equipped with two 3 cm-diameter holes on the
same wall, located 4 cm above the floor; one was selected as the active hole
for delivering the reinforcer and the other as the inactive hole. They were
counterbalanced between right and left position in the various groups of
rats. Disruption of an infrared photobeam in each hole was detected
using a digital input card (DIO-24; National Instruments) and home
made LabView software (National Instruments). NPs into both holes
were recorded. NPs into the inactive hole had no programmed conse-
quence. When the number of NPs into the active hole was reached, a 40
ul cocaine solution was delivered >2 s under the control of the com-
puter. A stimulus light, located 20 cm above the active hole, was paired
contingently with the delivery of cocaine and persisted during a 40 s
time-out period.

Drug self-administration procedure. For cocaine self-administration
procedure (LeSage et al., 1999), rats were first submitted to an FR1 sched-
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ule of reinforcement during daily 2 h sessions for 7 d. In this schedule,
each NP into the active hole triggered an intravenous infusion of cocaine
solution. No cutoff was applied concerning the number of self-infusions
the rat was able to perform during the session. The day after the seventh
FR1 session, rats were submitted to a PR schedule, in which the NPs
required to earn an injection escalated according to the following expo-
nential equation (Richardson and Roberts, 1996), where # is the rank
number of successive injections: NP,y = [5+¢**"] —5.

The PR schedule was performed for 7 consecutive daily sessions. Each
session lasted for 5 h or until animals did not achieve the ratio for delivery
of an injection within 1 h. The breaking point to extinguish self-
administration behavior was determined in each animal.

Sucrose operant self-administration
Apparatus. Studies were conducted in the same chambers than those used
for cocaine self-administration. A window (4 X 4 cm; bottom at 4 cm
above the floor) located on the wall adjacent to the active hole allowed the
rat to drink a sucrose solution from a container placed outside the cham-
ber. When the number of required NPs into the active hole was achieved,
300 pl of a 10% sucrose solution were delivered into the container over a
3 s period through a syringe controlled by a computer-driven pump.
Sucrose self-administration procedure. Rats were submitted to FR1 and
PR sessions, as described for cocaine self-administration. Two days after
surgery for catheter implantation, rats were submitted to a 48 h period of
exposure to 4% sucrose solution to habituate to it. Tap water was then
substituted for the sucrose solution. Seven days after surgery, rats were
submitted to water deprivation for 20 h and were then placed for 1 h in
the operant chamber with the container holding 2 ml of a 10% sucrose
solution. At the end of the shaping session, rats were returned to home
cages and were free to drink tap water for 4 h, after which the procedure
was repeated once. An operant conditioning session, without any treat-
ment, began under FR1 the day after the second shaping session and
allowed to split the rats into two balanced groups. Pharmacological treat-
ment, followed by operant conditioning session, began the next day.

Sucrose preference test

Three weeks after their arrival in the laboratory, rats were submitted to a
48 h period during which a 1% sucrose solution was the only fluid avail-
able. Fluid was available from two bottles throughout the experiment.
Rats were then housed individually, with the sucrose solution being avail-
able for another day, followed by a 3 d period during which water was
substituted for sucrose. They were pretested for sucrose preference on the
following day. Rats were placed individually in test cages, first with no
access to fluid for 3 h, and then with access to the two bottles, one
containing tap water and the other a 1% sucrose solution. Fluid intake
was measured by weighing the bottles after a 60 min period in the test
cage and percentage of sucrose preference was calculated (volume of
sucrose intake X 100/total fluid intake). Rats were returned to their
home cage with tap water available ad libitum, and 2 d later they under-
went surgery for catheter implantation as described above. After a 3 d
recovery period, they were injected daily for 3 d with TsA (0.3 mg/kg, i.v.)
or vehicle. On the following day, animals were tested again for sucrose
preference 30 min after the fourth TsA injection.

Locomotor activity

To measure spontaneous locomotor activity, rats were placed individu-
ally in Plexiglas cages (base 30 X 45 cm; height 35 cm). The floor was
covered with sawdust and a passive infrared detector (IRP124; Talco) was
placed above the cage behind a Fresnel lens which divides the cage into
sectors. The detector was controlled by a home made Labview Software
(National Instruments). It recorded the number of times the rat crossed
limits of a beam every 5 min. Rats were treated daily with TsA (0.3 mg/kg)
or vehicle for 4 d. Thirty minutes after the last injection, they were placed
into the test cage (the cage being a new environment for them), and
locomotor activity was recorded for 2 h. For measurement of cocaine-
induced hyperlocomotor activity, rats were given an intravenous cocaine
injection after a 90 min habituation session in the test chamber, and
locomotor activity was monitored over the next 90 min period. This
treatment was repeated each day during 5 d, and locomotor activity was
recorded again after a 6 d drug-free period.
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Figure1. Effect of TsA on cocaine self-administration (0.33 mg/kg/infusion) under the FR1
schedule of reinforcement. TsA or vehicle (10% DMSO) was administered intravenously 30 min
before the beginning of each cocaine self-administration session. The number of self-injections
reached during 2 h daily sessions is expressed as mean == SEM. Control (n = 10), vehicle-
treated (7 = 12), 0.03 mg/kg TsA-treated (7 = 13), and 0.3 mg/kg TsA-treated (7 = 10)
groups of rats were studied. *p << 0.05, comparison between vehicle-treated and 0.3 mg/kg
TsA-treated groups; *p << 0.05, comparison between vehicle-treated and 0.03 mg/kg TsA-
treated groups (ANOVA and Student—Newman—Keuls post hoc test). Nb, Number.

HDAC assay

Total nuclear HDAC activity was measured by using the Fluor de Lys
assay system (BIOMOL). After treatment, rat prefrontal cortex (FCx)
and nucleus accumbens (NAc) were dissected and homogenized in 20
mwm HEPES buffer, pH 7.9, containing 0.1 M KCI, 0.2 mM EDTA, 0.5 mm
dithiothreitol, 0.5 mm phenylmethylsulfonyl fluoride, and 20% glycerol.
The homogenate was centrifuged at 1000 X g for 20 min at 4°C, and
HDAC activity was assayed in the pellet resuspended in the same buffer.
Assays were conducted at 30°C for 20 min in a reaction mixture (50 ul
total volume) containing 50 mm Tris/Cl buffer, pH 8.0, 137 mm NaCl, 2.7
mm KCI, 1 mm MgCl,, 250 uM acetylated lysine side chain substrate, and
20 g of protein extract. Enzymatic reaction was stopped by the addition
of 50 ul of a 2 um TsA solution and fluorescence was generated from
deacetylated substrate by the addition of a fluorescence developer. After
15 min, the fluorescence produced was measured in a 96-well fluores-
cence plate reader (MicroLumat Plus LB; excitation, 380 nm; emission,
460 nm). Deacetylase activity was expressed as arbitrary fluorescence
units per min per mg of protein.

Statistical analysis

Results are expressed as means = SEM. Effects of the HDAC inhibitors
during the totality of the FR sessions and for the three last PR sessions, as
well as on the locomotor activity during cocaine-induced sensitization,
were analyzed by two-way ANOVA (treatment and session as factors of
variation) between groups of rats. Effects on HDAC activity measure-
ments and on locomotor activity on the first day of sensitization were
analyzed by one-way ANOVA (treatment as factor of variation). Stu-
dent-Newman—Keuls post hoc tests were performed when required, and
significance was set at p < 0.05.

Results

Effect of HDAC inhibitors on cocaine self-administration
When trained during daily 2 h sessions of cocaine self-
administration under the FR1 schedule of reinforcement, saline-
treated rats and rats treated with 10% DMSO (vehicle) displayed
a stable level of cocaine intake after 3 sessions (Fig. 1). Using a
cocaine dosage of 0.33 mg/kg/infusion, rats self-administered
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~90 injections. Number of cocaine self-infusions was very simi-
lar whether animals were injected intravenously with saline or
vehicle, showing that the vehicle solution did not affect the self-
administration behavior. It is noteworthy that rats that self-
administered cocaine after being injected with saline or vehicle
directed >>80% of the NPs onto the active hole (data not shown).
Daily intravenous administration of TsA 30 min before the be-
ginning of the self-administration session resulted in a significant
reduction in cocaine intake (F; 5,4y = 11.4; p < 0.001). The lower
dose of 0.03 mg/kg TsA produced a statistically significant de-
crease in cocaine self-injections only in session 7 (Fig. 1). The
higher dose of 0.3 mg/kg TsA produced a statistically significant
effect as early as in session 3, for which a 23% reduction in self-
injections was observed, but it did not reach statistical signifi-
cance on the subsequent sessions 4 and 5. The statistical signifi-
cance was met for sessions 6 and 7. When the animals, once
showing reduced cocaine self-administration, were subjected to
further FRI sessions but without previous TsA injection, a de-
crease in cocaine intake could still be noticed. After 2 consecutive
daily sessions without TsA injection, rats still self-injected signif-
icantly less cocaine than control animals, suggesting that some
stable mechanism was instated in response to repeated transitory
HDAC inhibition (data not shown).

After 7 sessions of FR1 schedule, rats were submitted to daily
sessions under a PR schedule of reinforcement, in which NPs
required for drug delivery followed an exponential ascending
equation. Because the PR schedule required several self-
administration sessions for the rat to display a stable behavior,
only the 3 last sessions (sessions 5-7) were taken into consider-
ation for statistical analysis. Similarly to what we found under the
FR1 schedule, no difference in the number of cocaine self-
infusions was observed between rats treated with saline or vehicle
under the PR schedule (data not shown). Animals treated intra-
venously with 0.03 or 0.3 mg/kg TsA 30 min before the beginning
of each session reached a statistically significant lower breaking
point than vehicle-treated animals (Fi;g¢ = 22.9; p << 0.001).
Figure 2a shows the decrease in the breaking point, expressed as
the number of self-injections reached within a session, during the
three last sessions. During the last session, treatment with 0.3
mg/kg TsA reduced the breaking point from 25 to 21 self-
injections. The reducing effect of TsA treatment on drug intake
was more manifest when expressed as the number of NPs the rat
achieved to obtain the last injection. During the last session,
vehicle-treated animals performed 764 NPs into the active hole,
whereas this number decreased drastically to 340 for rats treated
with the higher TsA dose (data not shown) (F; 46, = 16.1; p <
0.001). The effect can also be illustrated by expressing the total
number of NPs performed by the rat during the entire session
(F386) = 16.15 p << 0.001). Although vehicle-treated rats per-
formed 4090 total cumulated NPs, this number decreased to 1774
when considering rats treated with 0.3 mg/kg TsA (Fig. 2b). It is
noteworthy that TsA had a similar effect on the last PR sessions
when the previous FR1 sessions were conducted in the absence of
TsA treatment (data not shown).

We compared the effects of TsA to those produced by phenyl-
butyrate and depudecin, two compounds that belong to distinct
groups of HDAC inhibitors. Daily intravenous administration of
phenylbutyrate 30 min before the self-administration sessions
resulted in a dose-dependent decrease in cocaine intake under the
FR1 schedule. Although the lower dose of 2 mg/kg produced no
statistical significant decrease in cocaine intake, the higher dose
of 20 mg/kg phenylbutyrate produced a reduction that was sta-
tistically significant from session 5, for which a 26% reduction in
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Figure 2.  Effect of TsA on cocaine self-administration (0.3 mg/kg/infusion) under a PR

schedule of reinforcement. PR sessions directly followed the FR sessions, and treatment of rats
was as described in Figure 1.4, Breaking point achieved, expressed as number of self-injections;
b, cumulative number of NPs performed by the rat to reach the breaking point. Results are
expressed as means == SEM. Vehicle-treated (7 = 8), 0.03 mg/kg TsA-treated (n = 4),and 0.3
mg/kg TsA-treated (n = 7) groups were studied. Results of the control saline-treated group
(n=10), which did not differfrom those of the vehicle group are not shown but were taken into
account for statistical analysis. *p << 0.05 and **p << 0.01, comparison between vehicle-
treated and TsA-treated groups (ANOVA and Student—Newman—Keuls post hoc test).

self-injections was observed (supplemental Fig. S1, available at
www.jneurosci.org as supplemental material). In contrast, the
daily intracerebroventricular administration of 20 nmoles de-
pucecin 30 min before the self-administration session did not
significantly affect cocaine self-administration under the FRI1
schedule, but it significantly decreased the breaking point
reached during the PR sessions from 25 to 20 cocaine self-
infusions, similarly to TsA (supplemental Fig. S2, available at
www.jneurosci.org as supplemental material).

Effect of TsA on HDAC activity

To ascertain that our protocol of intravenous injection of TsA
was adequate for inhibiting brain HDAC activities, we measured
total nuclear HDAC enzymatic activity in the FCx and NAc of rats
treated with TsA. Figure 3 shows that daily injection of 0.3 mg/kg
TsA for 4 d resulted in a significant decrease, by ~40%, of total
HDAC activity (FCx: Fis 50y = 15.4, p < 0.001; NAc: F5 59y = 5.9,
P <<0.01). Averysimilar decrease was observed in both structures
when rats were treated for 3 d with an intraperitoneal injection of
cocaine 30 min after the TsA treatment, the animals being killed
30 min after the TsA treatment on day 4. A comparable inhibition
was noticed when the rats were submitted for 3 d to FR1 sessions
of cocaine self-administration 30 min after each TsA treatment,
the animals also being killed 30 min after the fourth TsA
treatment.

Effect of TsA on the cocaine-induced locomotor activity

We next investigated whether the decrease in the motivation of
the animals to self-administer cocaine resulted, at least partially,
from an effect of TsA on their locomotor activity. No significant
difference was observed in locomotor activity during a 2 h habit-
uation period between groups of rats treated daily for 4 d with
TsA or vehicle, the test being performed 30 min after the last
injection (data not shown). When rats were injected with cocaine
30 min after the last TsA injection, an important hyperlocomo-
tion was observed, which did not differ between the TsA- and the
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Figure 3. a, b, Effect of TsA on nuclear HDAC activity in the FCx (@) and NAc (b). TsA (0.3
mg/kg) or vehicle (veh) (10% DMSO) were administered intravenously daily for 4 d. Intraperi-
toneal injections [0.9% NaCl (sal) or 30 mg/kg cocaine (coca)] were injected daily during 3
consecutive days, 30 min after the TsA or vehicle injection. Other groups of rats were submitted
to FR1 cocaine (0.33 mg/kg/injection) self-administration for 3 daily sessions beginning 30 min
afterthe TsAinjection. Rats were killed and the brain structures dissected 30 min after the fourth
TsAinjection (i.e., 24 h afterthe last cocaine administration). Total HDACactivity was assayed in
the nudlear fraction prepared from each structure, using a fluorescent activity assay. Results are
expressed as a percentage of saline-treated control, as means = SEM (n = 69 per group).
**p <0.01 and ***p << 0.001, comparison to saline-treated group (ANOVA followed by Stu-
dent—Newman—Keuls multiple comparisons test). AFU, Arbitrary fluorescence units; prot,
protein.

vehicle-treated groups of rats (Fig. 4a). The intravenous injection
protocol (0.3 mg/kg TsA followed 30 min later by 1 mg/kg co-
caine) was repeated daily for 5 d. Control rats, as expected, re-
sponded to the successive cocaine treatments by a locomotor
sensitization that was statistically significant from day 4, whereas
the TsA-treated animals did not show such an increased behav-
ioral response during consecutive cocaine administration (Fig.
4b). When tested again at day 11, the behavioral sensitization was
stable in control animals and was still completely absent in TsA-
treated rats (F; g3, = 28.6; p < 0.001).

Effect of TsA on sucrose self-administration

We then checked whether the inhibition of HDAC activity in rat
brain did affect their self-administration behavior toward the
natural reinforcer sucrose. We used a very similar protocol than
that used for cocaine administration, except that the rat had a
sucrose solution to drink instead of receiving an intravenous drug
infusion. During daily 2 h sessions of sucrose self-administration
under the FR1 schedule, rats displayed a very stable level of su-
crose intake during the 7 sessions. Daily intravenous administra-
tion of 0.3 mg/kg TsA 30 min before the beginning of the self-
administration session did not modify the sucrose intake
behavior throughout the 7 sessions, when compared with rats
that received vehicle (data not shown).

-90 -



9346 - ). Neurosci.,, September 17, 2008 - 28(38):9342-9348

aBOO 800 -
b ok
*%
*k .
600 2 600
£ 3
2 £
; %% &
S400 S 400 "
g :
g 2
b o
.
200 = 200 - .
Voo —@— \Vehicle
—— enicle g— —
—o— TeA < TsA
o 0 e :
3015 0 15 30 45 60 75 90 12 3 4 5 1
Time (min) Days
Figure 4.  Effect of TsA on cocaine-induced locomotor activity. &, Two groups of rats were

given intravenous injections of TsA (0.3 mg/kg) or vehicle (10% DMSO) daily for 4 d. Thirty
minutes after the fourth injection, both groups of rats were treated intravenously with 1 mg/kg
cocaine (time 0). Locomotor activity was expressed over 15 min periods. b, The intravenous
injection protocol (0.3 mg/kg TsAfollowed 30 min later by T mg/kg cocaine) was repeated daily
for5d.Onday 11, only cocaine wasadministered. Locomotor activity was expressed over 10 min
periods. Each point represents the mean = SEM (i = 6, vehicle-treated group; n = 8, TsA-
treated group) of crossings. *p << 0.05; ** or *p <C 0.01 and ***p <C 0.001. *Significance
when comparing each value to that obtained at time 0 in @ or at day 1inb; *significance when
comparing TsA group to vehicle group (ANOVA followed by Student—Newman—Keuls multiple
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Figure5. Effect of TsAon sucrose self-administration under a PR schedule of reinforcement.

PRsessions directly followed the FR sessions, and treatment of rats was as described in legend to
Figure 5. a, Breaking point achieved, expressed as number of sucrose solutions delivered; b,
cumulative number of NPs performed by the rat to reach the breaking point. Results are ex-
pressed as means == SEM (7 = 5 per group).

After 7 sessions of FR1 schedule, rats were submitted to daily
sessions of sucrose intake under the PR schedule, which wasiden-
tical to that used for estimating the motivation of rats for cocaine.
Vehicle-treated control animals reached a breaking point of ~20
sucrose solutions delivered during each of the 3 last sessions (Fig.
5a) which was rather remarkable when compared with the 25
injections attained when cocaine was available. Surprisingly, the
treatment with 0.3 mg/kg TsA was not found to modify the mo-
tivation of the animals for the natural reinforcer sucrose. Conse-
quently, the total number of NPs performed by the rat during the
entire session (~1500) was not different between the TsA- and
the vehicle-treated group (Fig. 5b).

Because the self-administration experiments showed that
HDAC inhibition did not decrease the motivation of rats for
sucrose, whereas decreasing that for cocaine, we next investigated
whether TsA would instead modify the hedonic aspect of the
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Figure6. a,b, Effect of cocaine orsucrose self-administration on nuclear HDACactivityinthe

FCx (@) and NAC (b). Rats were submitted to 10 daily self-administration sessions for cocaine
(0.33 mg/kg/infusion, i.v.) or sucrose (delivery of 300 z4l of a 10% sucrose solution) under the
FR1 schedule, or to daily injections of 0.9% NaCl (saline). Two hours after the end of the last
session or last injection, rats were killed and the brain structures dissected. Total HDAC activity
was assayed in the nuclear fraction prepared from each structure, using a fluorescent activity
assay. Results are expressed as a percentage of saline-treated control, as means = SEM (n =7
per group). **p << 0.01, comparison to saline-treated group (ANOVA followed by Student—
Newman—Keuls multiple comparisons test). AFU, Arbitrary fluorescence units; prot, protein.

reward for sucrose. The sucrose preference test performed 30 min
after the last of four daily injections with TsA indicated that the
HDAC inhibitor did not decrease the volume of sucrose solution
ingested. In effect, the TsA-treated rats drank 10.0 = 2.0 ml of the
sucrose solution during the test, compared with 9.7 = 1.7 ml for
the control vehicle-treated group. TsA was thus not found to
affect the sucrose preference over water which was 81 * 3 and
78 £ 4% for control and TsA-treated groups, respectively.

Comparative effect of cocaine and sucrose on HDAC activity
Because the HDAC inhibitor regulated self-administration be-
havior for a drug of abuse and not for a natural reward, we
searched whether the compounds would by themselves differen-
tially modify brain HDAC enzymatic activity. Figure 6 shows that
total HDAC activity from nuclear fractions was found to change
when rats were submitted to 10 daily self-administration sessions
for cocaine or sucrose (FCx: F, 50y = 32.9, p < 0.001; NAc: F, 50
= 5.5, p < 0.01). Interestingly, in the FCx, HDAC activity was
significantly inhibited by the repeated cocaine intake but not by
sucrose ingestion (Fig. 6a). However, total HDAC activity was
similarly inhibited by both compounds in the NAc (Fig. 6b).
Because the protocol used here differed markedly from that used
in Figure 3 (namely in the number of self-administration sessions
and in the delay after which animals were killed), results from
Figures 3 and 6 are not comparable. The results suggest that the
differential effect of TsA on cocaine and sucrose intake may be
related with the different levels of HDAC enzymatic activities
reached in discrete brain structures during treatment with the
two reinforcers.

Discussion

The present study shows that injection of HDAC inhibitors to
rats was sufficient to decrease the motivation of the animals to
self-administer cocaine but not sucrose. Histone acetylation/
deacetylation mechanisms control modifications of chromatin
structure that results in the regulation of gene transcription. Itis
generally thought that by removing acetyl groups from histones,
HDAC enzymatic activity leads to gene repression through chro-
matin condensation. In mammalian cells, the HDACs are divided
into four classes that depend on their structural homology to
yeast deacetylases, expression pattern, and catalytic mechanisms
(de Ruijter et al., 2003). The active site of class I and Il HDACs is
found within a conserved catalytic domain containing a zinc cat-
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ion, and most HDAC inhibitors function by displacing the cat-
ion. Inhibition of HDAC activity results in a general hyperacety-
lation of histones which is followed by the transcriptional
activation of certain genes. We used three compounds that be-
long to distinct groups of inhibitors: TsA, a member of the hy-
droxamate group of HDAC inhibitors which displays an in vitro
IC, in the nanomolar range (Yoshida et al., 1990); depudecin,
from the cyclic tetrapeptide group which has an affinity in the
micromolar range (Kwon et al., 1998); and phenylbutyrate, from
the group of aliphatic acids, displaying an affinity in the micro-
molar range (Butler and Bates, 2006). The inhibitors show no
selectivity for particular members of class I or II HDACs (Butler
and Bates, 2006).

To test the involvement of the chromatin architecture open-
ing in drug reinforcement, we submitted rats to cocaine and su-
crose operant self-administration paradigm. Because the proce-
dure is based on an operant conditioning in which the animal
itself regulates drug exposure, it has a good construct as well as
appealing validity toward drug consumption in humans
(Sanchis-Segura and Spanagel, 2006). Using the FR1 schedule, we
found that TsA dose-dependently reduced the cocaine self-
administration behavior. Notably, the reduction persisted at least
for two consecutive sessions without further TsA injection. The
effect was of lesser magnitude when the higher cocaine dosage of
0.75 mg/kg/injection was infused (data not shown), suggesting
that the HDAC inhibitor actually reduced the reinforcing prop-
erties of cocaine. We verified that the injection protocol we used
for intravenous TsA delivery in the drug self-administration ex-
periments produced indeed an inhibition of HDAC enzymatic
activity in dopaminergic projection fields. For the highest TsA
dosage, reduction in cocaine-self administration was statistically
significant from the third session, suggesting that 3 daily sessions
of TsA injection followed by cocaine infusion remodeled chro-
matin sufficiently to become behaviorally relevant by modulating
the reinforcing properties of cocaine. This is in agreement with
our previous data showing that passive administration of cocaine
reduced histone H3 acetylation only after repeated injections
(Cassel et al., 2006). It was also reported that chronic, but not
acute, exposure to cocaine decreases HDACS function in the
NAc, suggesting that proper balance of histone acetylation is a
crucial factor in the salience of a given stimulus (Renthal et al.,
2007).

Under the PR schedule of reinforcement, both TsA and de-
pudecin were found to significantly reduce the breaking point,
which is defined as the total number of cocaine infusions the rat
self-administers within a given session. Although the repeated
inhibition of HDACs greatly reduced the motivation of rats for
cocaine, this was not the case when rats were allowed to self-
administer sucrose. The result shows that TsA treatment did not
disturb the operant conditioning and that memory/learning
mechanisms underlying the motivated behavior were not af-
fected, as previously suggested by the elevated number of NPs
(superior to 80%) directed toward the active hole. Moreover, it is
analogous to a recent report showing that repeated high-
frequency stimulation of the FCx reduced both cocaine-seeking
behavior and the motivation for its consumption but not sucrose
reward-related behaviors (Levy et al., 2007). The differential ef-
fect between cocaine and the natural reward sucrose suggests that
TsA did not diminish cocaine self-administration by a general
impairment in the reward system. Although the two compounds
probably overlap to a large extent, the neuronal circuitries of
natural and drug-related rewards are notidentical (Carelli, 2002).
Perhaps, the underlying neurocircuitry of natural rewards that

Résultats Expérimentaux

J. Neurosci., September 17,2008 - 28(38):9342-9348 + 9347

are fundamental for survival is less prone to long-term manipu-
lations and to disruptions mediated by HDAC inhibitors. Inci-
dentally, we found that HDAC activity in nuclear fractions pre-
pared from the FCx was significantly inhibited by cocaine but not
by sucrose self-administration. Although it is of course out of
question to attribute modifications in a behavior as refined as
drug self-administration to changes in a single enzymatic activity
(even if this represents the algebraic sum of the activity of 11
distinct enzymes), it is nevertheless tempting to underline the
correlation observed between the levels of HDAC enzymatic ac-
tivities reached in the FCx during treatment with cocaine and
sucrose on one side and the differential effect of HDAC inhibitors
on the self-administration for the two compounds on the other
side.

Our control experiments reveal that the TsA-induced de-
crease in the motivation for the drug is not attributable to a
general malaise, or to a general motivational dysfunction because
TsA had no adverse effect on novelty seeking or on cocaine-
induced hyperlocomotion. The fact that the inhibition of HDAC
activity by TsA had no negative effect on the sucrose preference
test strongly suggests that the compound did not produce anhe-
donia, which would have explained a lack of motivation. In con-
trast, TsA was found to completely block the cocaine-induced
behavioral sensitization. This phenomenon refers to a progres-
sive increased locomotor response of rodents to intermittent ad-
ministrations of the same dose of an addictive drug (Kalivas and
Stewart, 1991). Given its context dependence and persistence,
sensitization has been proposed as a central neural mechanism
underlying addiction. An incentive-sensitization theory of addic-
tion has been proposed that holds that, just as repeated drug
administration sensitizes locomotor responses, it can also sensi-
tize neural circuits that assign incentive salience (but not hedonic
value) to drugs and drug-related cues (Robinson and Berridge,
1993). Sensitized incentive salience then produces intense want-
ing of drugs activated by drug-associated cues. In this line of
thinking, our data reporting the blockade of locomotor sensiti-
zation by an HDAC inhibitor suggest that the inhibitor may also
counteract the neural sensitization leading to drug dependence.
This is in agreement with the decrease in the motivation of ani-
mals for cocaine we found using the self-administration PR
schedule, when considering that (1) the neural sensitization the-
ory implies a dysregulation of motivation; and (2) compulsive
drug seeking derives, at least partially, from a drug-induced alter-
ation of the motivation (Wise, 2004; Franken et al., 2005). Neu-
robiologically, glutamate plays an important role in the induction
and expression of behavioral sensitization to stimulants (Vander-
schuren and Kalivas, 2000). Based on the current results, de-
creased behavioral responses to cocaine are likely to result from a
decreased glutamatergic neurotransmission controlled by genes,
the expression of which derives from an epigenetic regulation of
gene transcription.

Our results are in line with a recent report showing that
chronic injection into the NAc of another HDAC inhibitor, val-
proic acid, attenuated amphetamine-induced locomotor activity
in rats (Kim et al., 2008). In contrast to this and our present
findings, a previous study showed that treatment of rats with the
low-affinity HDAC inhibitor sodium butyrate enhanced the
locomotor-activating effects of cocaine and that TsA administra-
tion to mice potentiated cocaine-induced place conditioning
(Kumar et al., 2005). There are several possible explanations for
the differences observed. There are methodological issues, such
as species (rat versus mouse), circadian cycle (inverted in our
study), length of drug administration (cocaine-induced locomo-
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tor effect was measured over a 2 d period only, whereas we ran the
self-administration test over a 2 week period), type of drug ad-
ministration (passively administered for locomotor activity and
conditioned place preference, whereas in our study cocaine was
self-administered), as well as type of analysis (locomotor activity
and appetitive properties of cocaine, whereas we measured the
reinforcing properties of cocaine and the motivation of animals
to obtain the drug). Another possibility is that several histone
modifications can take place in concert at the same histone tail,
corresponding to various states of remodeled chromatin and
therefore to the transcription of distinct genes (Cheung et al,,
2000; Newton and Duman, 2006). Stability of the epigenetic
events is another variable: although studies show that chromatin
remodeling requires repeated treatments over several days (Cas-
sel et al., 2006; Tsankova et al., 2006), chromatin can also be
rapidly remodeled in response to neuronal stimulation (Chen et
al., 2003).

Our data showing that epigenetic regulation of gene transcrip-
tion taking place in postmitotic neurons is able to influence a
motivated behavior put further emphasis on the emerging con-
cept that epigenetic factors play a significant role in the mature
working brain. Histone acetylation/deacetylation mechanisms
play a key role in this process, and control differentially cocaine-
induced reward and reward produced by a natural reinforcer.
Some of the genes that are upregulated by the treatment with the
HDAC inhibitors are valuable candidates for participating in the
plasticity mechanisms occurring in response to drug intake and
also for initiating the neurobiological alterations underlying the
decrease in the motivation of rats to self-administer cocaine.
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1.1. Résultats complémentaires
L’ensemble des résultats complémentaires a cetigegtcorrespondant pour certains aux
« supplemental data » et pour d’autres aux « dattatmown » de l'article, est regroupé dans

les figures C1 a C12 reproduites ci-apres.

1.1.1.LeFR1
1.1.1.1. Détermination de la cinétique d’inhibition des HDAC

Avant de débuter nos expériences d’AA de cocaire &s HDACI, nous avons déterminé la
cinétique de l'inactivation de ces enzymes pardA.TPour cela nous avons injecté des rats en
i.v. avec 0,3 mg/kg de TsA et nous les avons euatsi@nl5, 30, 90 ou 150 min plus tard.
L’activité HDAC dans des extraits nucléaires de CRAc, et CPu a ensuite été mesurée. La
figure C1 montre que I'inhibition des HDAC est efige dans les trois structures des 15 min
apres l'injection de TsA. Elle est maximale apréa8n et I'effet de la TSA est réversé apres
90 min. C’est au vu de cette cinétigue que nousavojecté la TsA en i.v. 30 min avant

chaque session d’AA de cocaine.

120 - 120 -
aJ__ b I C
100 - l 100 { L
*
*
N 80 - 80
*
60 - 60 -
Kk
40 1 *kk 40 B
20 - 20 -
0 0
sham 15 30 920 150 sham 15 30 90 150 sham 15 30 90 150
Minutes Minutes Minutes

Figure C1. Cinétique d’inhibition de I'activité HDAC par la TsA dans le CPF (a), le NAc (b) et
le CPu (c).

Les rats ont été sacrifiés et les structures cérébrales disséquées 15, 30, 90 ou 150 min aprés
une injection i.v. unique de solution véhicule de diméthylsulfoxyde (DMSO 10% ; barres
grises) ou de TsA 0,3 mg/kg (barres noires). L'activité HDAC globale a été mesurée dans les
fractions nucléaires issues de chaque structure a I'aide d’'un test fluorescent Fluor de Lys.
Les résultats sont exprimés en pourcentage de ceux obtenus dans un groupe de rats opéreés,
mais non traités (sham) en tant que moyenne * erreur-type (n = 5 par groupe). *p < 0,05 et
***p < 0,001 en comparaison avec le groupe «sham». (ANOVA suivie d'un test de
comparaison multiple Student-Newman-Keuls). AFU : unité arbitraire de fluorescence.
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1.1.1.2. Courbe dose-réponse en FR1
Avant de débuter nos expériences de FR1, nous adtuasé le comportement des rats
s'injectant trois doses différentes de cocaine.figare C2 illustre le fait que dans nos
conditions expérimentales, la courbe dose-répondeRd a bien la forme d’'un U inversé vu
que les animaux s’injectent en moyenne 30, 90 efo&)la cocaine aux doses unitaires

respectives de 0,1 - 0,33 et 0,75 mg/kg/injection.

120 - 100 -
a b

1 0,33 mg/kg/inj
100 EEALL L] 80 4
80 -

Nb d'injections

[72]
c
(]
5 60 4
60 - \/_Lq\r 0,75 mg/kg/inj 'QE,'
- I = i 40 4
R - -c
40 - P T
Z
50 20 -
0,10 mg/kg/inj
0 L] L) L) LJ LJ L) L) L] 0
S1 S2 S3 S4 S5 S S7 S8 0,1 0,33 0,75

Sessions Dose de cocaine (mg/kg/inj)

Figure C2. Dose-réponse obtenue en FRL1.

Les graphiques illustrent le nombre d’injections de cocaine prises par les rats en fonction de
la dose de cocaine dans un protocole de FR1. (a) Comportement des rats au cours des huit
sessions journalieres d’AA effectuées en FR1 avec trois doses de cocaine (0,1 - 0,33 ou
0,75 mg/kg/injection). (b) Graphique représentant la relation dose-réponse au 8™ jour d’AA.
Dans les deux graphiques, les résultats sont exprimés sous forme de moyenne * erreur-type
(n =8 a 10 par groupe) du nombre d’injections faites pendant une session de 2 h.

1.1.1.3. Effet du phénylbutyrate sur le FR1
Afin de compléter ces premiers résultats, nous awvesté I'effet d’un autre HDACI, le PhB
sur le méme protocole de FR1 avec la méme doseodeeal La figure C3, correspondant a la
« supplemental data S1 » de l'article, montre guiite dose de 20 mg/kg de PhB diminue
aussi le nombre d'injections effectuées par lesnaok. Le PhB appartenant a une autre
classe d’'HDACi que la TsA, ce résultat appuie l'bypse selon laguelle c’est bien
I'inhibition des HDAC qui est a l'origine de la dinution des propriétés renforcantes de la

drogue.
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120 1
Figure C3 (« supplemental data S1» de l'article).
Effet du PhB sur 'AA de cocaine dans le protocole
de FR1.
Le PhB (2 ou 20 mg/kg) ou la solution véhicule
(DMSO 10%) a été administré i.v. 30 min avant le
commencement des sessions d’AA de cocaine (0,33
mg/kg/injection). Le nombre d'injections effectuées
durant les sept sessions journalieres de 2 h est
exprimé en tant que moyenne * erreur-type. Les
groupes suivants ont été étudiés: saline (n = 4),
vehicle (n = 4), PhB 2 mg/kg (n = 6) et PhB 20 mg/kg
(n =7). *p £ 0,05 en comparaison avec le nombre 20 -
d'injections effectuées par le groupe « saline »
pendant la méme session. (ANOVA suivie d'un test
de comparaison multiple de Student-Newman- 07—
Keuls). S1 82 83 54 S5 §6 87

Sessions

100 -

80 -

60

40 A

Nb of self-injections
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—&— vehicle
-O-- PhB 2
—{— PhB 20

1.1.1.4. Effet de la TsA sur une plus forte dose de cocaine

Apres avoir observé une diminution du nombre datign en FR1 pour une dose de cocaine
de 0,33 mg/kg/injection, nous avons recherchédteffe la TsA sur une dose plus forte de
cocaine. La figure C4 représente le nombre d'igesteffectuées par les rats pour une dose
de 0,75 mg/kg/injection. Une fois le comportemees dats stabilisé aprés quatre sessions
d’AA, on remarque que pour cette plus forte dosg rats s’auto-administrent plus de drogue
que les animaux contréles. Nos données montrenacqeaurbe dose-réponse de la cocaine en
U inversé est décalée vers la droite, ce qui seyujfie les HDACIi diminuent les propriétés

renfor¢antes de la cocaine.

70 -

60 - * Figure C4. Effet de la TsA sur 'AA de cocaine (0,75
/g - mg/kg/injection) dans le protocole de FR1.
o 50 1 L ~C- m_m La TsA (0,3 mg/kg) ou la solution véhicule (DMSO
S =5 10%) a été administrée iv. 30 min avant le
B 40 - commencement des sessions d'AA. Le nombre
f__& d’injections effectuées durant les sept sessions
5 30 - journalieres de 2 h est exprimé en tant que moyenne
2 * erreur-type (n = 5 par groupe). *p < 0,05; *p < 0,01
20 - o— véhicule €t 7P < 0,001 en comparaison avec le nombre
O— TsA 0.3 d’injections effectuées par le groupe « véhicule »
10 - ' pendant la méme session. (ANOVA suivie d'un test
de comparaison multiple de Student-Newman-Keuls).
0 T L] T Ll L] L) L}

S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7
Sessions
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1.1.1.5. Réversibilité de I'effet de la TsA

Nous avons aussi recherché si I'effet observé v@sA était réversible dans le temps. Pour
répondre a cette question, des rats ont effectatrajgessions d’AA avec un traitement par la
TsA 0,3 mg/kg, puis le traitement a été stoppé&sajpe les rats ont continué a effectuer des
sessions de FR1 pendant cing jours. La figure Chtraaue pendant les trois jours suivant
l'arrét du traitement, les animaux Ss’injectent taus moins de cocaine que les animaux
contrdles. Par contre ad™® jour, cet effet disparait. Nous pouvons conclure teffet des

HDACI sur I'’AA de cocaine en FR1 est un effet réilgle aprés quatre jours.

TsA

» 120 -

]

A TR

8 100 -

o

o

g 80- *% *

T 60 - H

£

2

= 40 -

5

8 201 _e— vehicule —o— TsA
[

o

Q 0 L L L L L L] L] L L]
4

S1 S2 S3 S4 1 2 3 4 5
Sessions

Figure C5. Effet de la TsA sur I'AA de cocaine dans un protocole de FR1 apres l'arrét du
traitement par 'HDACI.

La TsA (0,3 mg/kg) ou la solution véhicule (10% DMSOQ) a été injectée en i.v. 30 min avant
les quatre premieres sessions d’AA de cocaine (S1, S2, S3 et S4 surmontés d’une fleche ;
0,33 mg/kg/injection). Les rats ont alors continué a effectuer des sessions d’AA de cocaine
en I'absence de traitement pharmacologique. Le nombre d’injections effectuées est exprimé
en pourcentage du nombre d'injections effectuées durant la session S1 en temps que
moyenne + erreur-type (n = 4 a 5 par groupe). *p < 0,05; *p < 0,01 et ***p < 0,001 en
comparaison avec le nombre d’injections effectuées par le méme groupe de rat pendant la
session S1. “p < 0,05; *p < 0,01 en comparaison avec le nombre d’injections effectuées par
le groupe « véhicule » pendant la méme session. (ANOVA suivie d'un test de comparaison
multiple de Student-Newman-Keuls).
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1.1.2.Le PR

1.1.2.1. Courbe dose-réponse en PR
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Avant de débuter nos expériences de PR, nous agaiement étudié le comportement des

rats s’injectant trois doses différentes de cocalimaefigure C6 illustre le fait que dans nos

conditions expérimentales, apres stabilisation olmnportement, la courbe dose-réponse en

PR est rectiligne, dans la mesure des capacitésiquies de I'animal. Par exemple pour la

dose intermédiaire de 0,33 mg/kg/injection, lesramix s'injectent en moyenne 24 fois, ce

qui en terme de NP correspond a 600 NP pour obieierniere injection ou encore plus de

3000 NP sur I'ensemble de la session. Pour la ftose, les rats effectuent pres de 6000 NP

durant les 5 h que dure une session de PR.
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Figure C6. Dose-réponse obtenue en PR.
Les graphiques représentent la relation entre le point de rupture atteint par les rats et la dose
de cocaine injectée dans le protocole de PR. Les graphiques représentent soit le nombre
d’injection (a), soit le nombre de NP nécessaires a I'obtention de la derniéere injection (b) soit
le nombre total de NP effectué par le rat lors d’une session de PR de 5 h (c). Les résultats
sont exprimés sous forme de moyenne * erreur-type (n =5 a 7 par groupe).
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1.1.2.2. Effet de la dépudécine sur le PR

Afin de compléter ces résultats, nous avons tésffétl d’'un autre HDACI, la dépudécine sur
le méme protocole de PR, avec la méme dose de @ragufigure C7, correspondant a la

« supplemental data S2 » de l'article, montre dingettion de 20 nmoles de dépudécine

directement dans les ventricules cérébraux dimiggalement le nombre d’injections

effectuées par les animaux. La dépudécine appatténane autre classe d’'HDACI que la
TsA, ce résultat appuie I'hypothése selon lagqustst bien l'inhibition des HDAC qui est a
I'origine de la diminution de la motivation des @@ux pour la drogue.
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Figure C7 (« supplemental data S2» de l'article).
cocaine (0,33 mg/kg/injection) dans le protocole de PR.
La dépudécine (20 nmoles) ou la solution véhicule (DMSO 10%) a été administrée i.c.v. 30
min avant le commencement des sessions d’AA. Les graphiques représentent soit le nombre
d’injection (a), soit le nombre total de NP effectué par le rat lors d’une session de PR de 5 h
(b) durant les trois derniéres sessions de PR. Les groupes suivant ont été étudiés:
« vehicle » (n = 10), 20 nmoles de dépudécine i.c.v. (n = 7). *p < 0,05; **p < 0,01 en
comparaison entre les valeurs des deux groupes pendant la méme session. (ANOVA suivie
d’un test de comparaison multiple de Student-Newman-Keuls).
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1.1.2.3. Effet de la TsA lorsqu’elle est injectée uniqueneenPR

En utilisant le protocole de PR, une diminutionaenotivation des rats pour la cocaine a été
obtenue chez des animaux ayant été traités auparnpeadant sept sessions de FR1. Vu que
ce traitement par la TsA, pendant les sessions RiE Eiminue la prise de cocaine par
I'animal, il fallait s’assurer que cet effet n’dtagias a I'origine des différences observées en
PR. Pour répondre a cette question, des rats énsaimis a sept sessions de FR1, sans
traitement par la TSA puis a sept sessions de P& @yoir été injectés en i.v. par la TsA (0,3
mg/kg). La figure C8 montre que si les injectiores TSA ne sont faites qu’a partir de la
premiere session de PR, on ne note pas de diféremite les deux groupes expérimentaux
lors des sessions 1 et 2. Une différence signifieapparait a partir de 18" session de PR

et cette différence croit au fur et a mesure dssi@as. Ce résultat montre que ce n’est pas le
traitement pendant les sessions de FR1 qui explaydeninution de la motivation des rats a

s’auto-administrer la cocaine en PR.
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Figure C8. Effet de la TsA sur le protocole de PR chez des rats n'ayant pas été traités
préalablement par la TsA lors des sessions de FR1.

Les rats ont effectué sept sessions de FR1 sans aucun traitement (La valeur présentée
correspond au nombre d’injections faites lors de la 7°™ session de FR1). Puis, la TsA (0,3
mg/kg) ou la solution véhicule (10% DMSO) ont été injectées en i.v. 30 min avant les sept
sessions de PR. Le nombre d'injections effectuées est exprimé en tant que moyenne *
erreur-type (n = 5 par groupe). *p < 0,05 et **p < 0,01 en comparaison avec le nombre
d’injections effectuées par le méme groupe de rat lors de la session S1. *p < 0,05; #p < 0,01
et *p < 0,001 en comparaison avec le nombre d'injections effectuées par le groupe
«véhicule» pendant la méme session. (ANOVA suivie d’'un test de comparaison multiple de
Student-Newman-Keuls).

- 100 -



Résultats Expérimentaux

1.1.3.Expériences contrbles et mesures d’activitées HDAC

1.1.3.1. Effet des HDACI sur la prise de poids des animaux
Nous avons, en parallele de nos analyses compartaleg, suivi I'évolution du poids des
rats dans les différents groupes expérimentaux lgamst de détecter si les HDACI pouvaient
altérer I'état général de nos animaux. Le graphagiéa figure C9 montre que, quel que soit
le traitement effectué, les rats s’auto-adminigtida la cocaine prennent régulierement du
poids et que les différents HDACI, injectés i.v. oa.v., n’interferent en rien dans ce

processus.
4004 —e— AAcoc
—=— DMSO iv
—+— TsA 0,03 #
38091 .- TsA03 o i
DMSO icv
360 DD
D 340 4
(")
)
S 320 -
300
7 ?‘;;\\.(
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Opération Récupération Pendantle FR1 Pendantle PR
post-opératoire

Pesée

Figure C9. Effet des HDACI sur le poids des rats.

Le graphique représente I'évolution du poids des rats du jour de I'opération chirurgical (1
« opération ») jusqu’au dernier jour d’AA de cocaine dans le protocole de PR (7 « pendant le
PR »). Six groupes sont représentés : AA de cocaine seule (AA coc; n = 10), AA avec
traitement par le DMSO 10% i.v. (DMSO iv; n = 12), AA avec traitement par la TsA 0,03
mg/kg i.v. (TsA 0,03 ; n = 13), AA avec traitement par la TsA 0,3 mg/kg i.v. (TSA 0,3; n =
12), AA avec traitement par le DMSO 10% i.c.v. (DMSO i.c.v. ; n = 10), AA avec traitement
par la dépudécine (20 nmole i.c.v.; DD ; n = 7). Chaque point représente la moyenne +
erreur-type. **p < 0,01 en comparaison avec le jour de I'opération, *p < 0,01 en comparaison
avec le dernier jour de FR1 (ANOVA a deux facteurs de variation (traitement et jour de
pesée) suivie d’'un test de comparaison multiple de Student-Newman-Keuls).
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1.1.3.2. Effet de la TsA sur I'activité exploratoire

Avant de mesurer les effets de la TsA sur I'’hypastootion induite par la cocaine et sur la
sensibilisation comportementale, nous avons testifetl de cet HDACi sur l'activité

exploratoire des rats dans un environnement nouv@aai dans le but de vérifier que la
diminution de la motivation en PR n’était pas dae,moins partiellement, a un effet de la
TsA sur l'activité locomotrice. Le graphique C10mir@ que la TSA ne perturbe pas I'activité

exploratoire.

Figure C10. Effet de la TsA sur l'activité
exploratoire dans un environnement
nouveau.

Pendant trois jours, les rats ont été traités
par une injection de TsA (0,3 mg/kg) ou de
solution véhicule (10% DMSO) puis ils ont
éte placés dans leur cage habituelle. Le
4°™ jour, 30 min apres la 4°™ injection, les
rats ont été placés dans I'environnement
nouveau que représente pour eux la cage
de mesure de [lactivité locomotrice.
L’activité déambulatoire a été mesurée sur
des périodes de 15 min. Chaque point
représente la moyenne + erreur-type (n = 6
par groupe) du nombre de passages d’'une
zone délimitée par des faisceaux
infrarouges a une autre. (ANOVA a deux
facteurs de variation-traitement et minutes).
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1.1.3.3. Effet de I'AA de cocaine et de saccharose suriltaétHDAC

hY

Enfin, les figures C11 et C12 montrent des réssl@mplémentaires a ceux exposeés
respectivement dans les figures 3 et 6 de l'artitut comme dans le cortex frontal et le
NAc, linhibition de l'activitté HDAC par la TsA eseffective dans le CPu, I'amygdale,
I'hippocampe et le cervelet, 30 min aprés {4%4njection de TsA et ceci aussi bien chez des
rats non traités que chez des rats injectés in3@ang/kg de cocaine ou encore chez des rats
s’auto-administrant de la cocaine en FR1 (Fig. Clid)fait que I'on observe, aprés dix jours
d’AA de cocaine ou de saccharose en FR1, des dlifésents sur I'activité HDAC dans le
CPu, I'hippocampe et 'amygdale (Fig. C12) poureaipliquer pourquoi la TsA altére 'AA

de cocaine sans affecter celle de sucrose.
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Figure C11. Effet de la TsA sur l'activité HDAC nucléaire dans le CPu (a), 'amygdale (b),
I'hippocampe (c) et le cervelet (d).

La TsA (0,3 mg/kg) ou la solution véhicule (veh; 10% DMSO) a été injectée en i.v. pendant
quatre jours. Des injections i.p. (0,9% NaCl (sal) ou 30 mg/kg cocaine (coca)) ou 2 h d’AA de
cocaine dans un protocole de FR1 (0,33 mg/kg/injection) ont été réalisées tous les jours
pendant trois jours consécutifs, 30 min aprés les injections de TsA ou de solution vehicule.
Les rats ont été euthanasiés et les structures cérébrales disséquées 30 min apres la 4°™
injection de TsA ou de solution véhicule (ce qui correspond a 24 h apres la derniere injection
de cocaine). L'activité HDAC globale a été mesurée dans les fractions nucléaires issues de
chaque structure a I'aide d’un test fluorescent Fluor de Lys. Les résultats sont exprimés en
pourcentage du groupe contrdle (veh/sal i.p.) comme moyenne + erreur-type (n = 6 & 9 par
groupe). *p < 0,05; **p < 0,01 et **p < 0,001 en comparaison avec le groupe traité par la
solution véhicule correspondante, **p < 0,001 en comparaison avec le groupe traité par la
solution de 0,9% NaCl (veh/sal i.p.) (ANOVA suivie d'un test de comparaison multiple de
Student-Newman-Keuls). AFU : unité arbitraire de fluorescence.
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Figure C12. Effet de I'AA de cocaine ou de saccharose sur I'activité HDAC nucléaire dans le
CPu (a), 'amygdale (b) et I'hippocampe (c).

Les rats ont recu 10 injections i.p. de NaCl 0,9% (saline) ou ont effectué dix jours d’AA de
cocaine (0,33 mg/kg/injection) ou de sucrose (obtention de 300 pl de sucrose 10%) dans un
protocole de FR1. Deux h aprés la fin de la 10°™ session ou injection, les rats ont été
euthanasiés et les structures cérébrales disséquées. L’activité HDAC globale a été mesurée
dans les fractions nucléaires issues de chaque structure a I'aide d’'un test fluorescent. Les
résultats sont exprimés en pourcentage du groupe contréle (saline i.p.) en tant que moyenne
* erreur-type (n = 7 par groupe). **p < 0,01 et **p < 0,001 en comparaison avec le groupe
« saline i.p. ». (ANOVA suivie d'un test de comparaison multiple de Student-Newman-Keuls).
AFU : unité arbitraire de fluorescence.

- 104 -

a_ 1p S
*:c_* 80 1 100 - = /7

60 - "ok 80 -
il PEN |
K s .



Résultats Expérimentaux
2. Publication n°2

The Inhibition of Histone Deacetylases Reduces

the Reinstatement of Cocaine-Seeking Behavior in Ra
Pascal Romieu, Elodie Deschatrettes, Lionel Haaig&Gobaille, Guy Sandner, Jean Zwiller

Current Neuropharmacology, 2010 (sous presse)

Nos résultats montrent que des HDACI diminuent ¢divation des rats pour la cocaine. Chez
'homme, d’'un point de vue clinique, la dépendaseecaractérise principalement par un
risque permanent de rechute méme apres de trasdspgriodes de sevrage. Ce fait constitue
d’ailleurs I'obstacle majeur au succes de toustilagements. Chez I'homme, le principal
facteur de rechute est I'exposition a des stimidcpdemment associés a la consommation de
drogue. Une des hypothéses avancées suppose geehlde résulte des neuroadaptations
mises en place lors de la prise répétée de droGede plasticité cérébrale nécessite
I'expression de nombreux genes, dont certains sontus pour étre sous le contréle de
régulations épigénétiques.

Nous avons démontré dans cette étude que la T8A(@/kg) et le PhB (20 ou 100
mg/kg) diminuent significativement le comportemeid# recherche de cocaine dans un
protocole de rechute. Dans ces expériences, lesomteffectué dix sessions d’AA en FR1
puis ont été sevrés pendant trois semaines. Laiteeehété induite par la combinaison d’'une
injection de cocaine et d’'une réexposition des ankra un stimulus préalablement associé a
la prise de cocaine, a savoir une lumiére au-dadsslisrifice actif. Concernant le traitement
pharmacologique, les difféerents HDACI ont été itgsci.v. pendant cing jours consécutifs, a
savoir les quatre derniers jours de sevrage ebue du test, 30 min avant la rechute. Nos
résultats suggérent qu’un traitement pharmacol@&gigadulant les régulations épigénétiques,
et plus particulierement 'inhibition des HDAC, paait réduire le risque de rechute aprés une

période de sevrage.
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Abstract:

Drug addiction is a chronic brain disease charedrby a persistent risk of relapse, even
after a long period of abstinence. A current hypst$ states that relapse results from lasting
neuroadaptations that are induced in response peated drug administration. The
adaptations require gene expression, some of whahg under the control of stable
epigenetic regulations. We have previously demartedr that pretreatment with histone
deacetylase (HDAC) inhibitors reduces the cocamiefercing properties as well as the
motivation of rats for cocaine. We show here tihat $ame HDAC inhibitors, trichostatin A
and phenylbutyrate, significantly reduced the aoeaeeking behavior induced by the
combination of a cocaine injection together witlke tbxposure to a light cue previously
associated with cocaine taking. Reinstatement wd-deeking behavior was carried out after
a 3-week withdrawal period, which came after teitydsessions of cocaine intravenous self-
administration. Our results suggest that pharmaocdd treatment aimed at modulating
epigenetic regulation, and particularly treatmdmdttwould inhibit HDAC activity, could

reduce the risk of relapse, a major drawback irtrbetment of drug addiction.

Key Words: Drug dependence, cocaine self-administration, oecaeeking behavior,

epigenetic regulation, histone deacetylase, trictiosA, phenylbutyrate.
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INTRODUCTION

Drug dependence is currently viewed as a chromanbdisease characterized
primarily by a compulsive drug-seeking and drugrigkbehavior. The development of
dependence to drugs of abuse occurs over time auodires cellular adaptations.
Characterization of long-term plasticity underlyiaddiction is currently an intensive research
area and concerns mainly the characterization afgbs in gene expression evoked by drugs
of abuse [13]. Several studies have highlighteditingortance of epigenetic regulations of
gene transcription in diverse aspects of psychiaisorders, including addiction [2, 15, 16].
Epigenetic regulations are complex mechanismsdbatrol neuronal gene transcription by
regulating the accessibility of genes to the traptional machinery [3]. Access to DNA in
the nucleosome is achieved via complex associatbrnsoteins in which posttranslational
modifications of histones play a major role. In g, increased histone acetylation is
associated with DNA relaxation and elevated trapsonal activity, whereas decreased
acetylation brought about by histone deacetylaBE3ACSs) results in tighter DNA coiling
and gene silencing [7, 10, 19].

We have shown that repeated injections of cocagealate chromatin remodeling by
inducing the methyl-CpG-binding proteins MeCP2 &mlD1 in rat brain [2, 15, 16]. The
manipulation of chromatin remodeling enzymes byrptaeological inhibition revealed that
cocaine-induced changes in chromatin structurebateviorally relevant. We showed for
instance that treatment with the HDAC inhibitorichostatin A (TsA) or phenylbutyrate
(PhB) reduces the cocaine reinforcing propertiedeura fixed-ratio 1 (FR1) schedule of
cocaine intravenous (i.v.) self-administration poal [17]. Experiments using the
progressive-ratio schedule of reinforcement shotliett HDAC inhibition also attenuated the
motivation of rats for cocaine, but not for theurat reinforcer sucrose.

A unique characteristic of addiction, from a clalipoint of view, is the persistence of
relapse risk long after a person has stopped takings, which constitutes a major obstacle to
successful treatment [12]. Much drug taking, inachgdate relapses, follows exposure to cues
previously associated with drug use [14, 18]. Thescinclude external sensory stimuli such
as drug paraphernalia as well as interoceptiveudtif@]. In animal models, reinstatement of
drug self-administration is strongly motivated leyaxposure to even small doses of the drug,
and therefore to positive reminders of drug useiesithat HDAC inhibitors were able to
reduce the cocaine reinforcing properties in ratden an i.v. self-administration protocol, we

investigated in the present study whether the HDARIbitors would also modulate the

- 108 -



Résultats Expérimentaux

cocaine-seeking behavior reinstated by the comibimabdf cocaine-priming and cocaine-
related cues after a withdrawal period.

MATERIALS & METHODS
Animals and treatment

Male Wistar rats (Janvier, France), weighing 15&-37 were housed in standard
home cages under an inverted 12 h light/dark c{laats on at 7:00 PM). Animals had
access to food and watad libitum After surgery for i.v. catheter implantation, yheere
housed in individual cages. They were allowed tmver for 5-7 days before the beginning
of the self-administration sessions which were caoted during the dark period. All
procedures involving animal care were conducteccompliance with current laws and
policies (Council directive 87848Service Vétérinaire de la Santé et de la Protection
Animales permission 67-165 to JZ). Cocaine hydrochlori@edper, France) solution was
adjusted with 0.9% NaCl to infuse an i.v. dose 0830 mg/kg/injection during self-
administration session. TsA (Sigma-Aldrich), sodiuphenylbutyrate (Fluka, Sigma-
Aldrich) or 10% DMSO in saline were administered iCatheterization procedure into the

jugular vein was performed as previously descrid&dl

Cocaine operant self-administration and reinstatemet procedure

Studies were conducted in dark operant chambers<(3D X 30 cm) located in a
sound-attenuated room [17]. Each chamber was egdippth two 3 cm-diameter holes on
the same wall, located 4 cm above the floor; ong sedected as the active hole for delivering
the reinforcer and the other as the inactive hbhey were counterbalanced between right and
left position in the various groups of rats. Noségs (NPs) into the inactive hole had no
programmed consequence. When the number of reqdResl into the active hole was
reached, a 40 pl cocaine solution was deliverethgwr 3-sec period. A stimulus green light
(3Hz flash), located 8 cm above the active holes paired contingently with the delivery of
cocaine (3 sec). Immediately after each cocaingsiaof, a white house light was switched on
and persisted during a 40-sec time-out period.

For cocaine self-administration procedure [9], ise submitted to an FR1 schedule
of reinforcement during daily 1 h sessions for Hysd In this schedule, each NP into the
active hole during the valid period triggered an infusion of cocaine solution. No cutoff
was applied concerning the number of self-infusithesrat was able to perform during the

session. After the 10-day period of self-adminisbrg rats were submitted to a withdrawal
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period of 3 weeks, during which they were houselividually in their home cages. Starting 4
days before the reinstatement session, they werajected daily with the HDAC inhibitors
or with vehicle (10% DMSO in saline), the fifth atakt injection occurring the day of the
reinstatement, 30 min before the session. Thetetgmaent session started immediately after
rats were given i.p. injections of 15 mg/kg cocaiN®s performed in each hole were then
recorded for 1 h. NPs in the active hole succebsivened on the green light for 3 sec and
the house light for 40 sec, but no cocaine soluti@s delivered during the reinstatement

session.

RESULTS

When rats were trained to i.v. self-administer aoeg0.33 mg/kg/injection) during
daily 1-h sessions under a FR1 schedule of reiafoemt, a stable behavior could be
observed after 3 sessions (data not shown), thained until the tenth session. At the end of
the self-administration period, four balanced gsooprats were established from the results
obtained during the 3 last sessions, so that thgylayed a similar pattern of behavior in
terms of number of injections, as shown in FijA)Y as well as of NP activity in the active
and inactive holes, as depicted in FigB). The percentage of NPs performed in the active
hole by all groups was higher than 80% during tired last sessions (data not shown). Rats
were then submitted to a 3-week period of withdlawa

Animals were treated daily with the HDAC inhibitoos vehicle for five consecutive
days, the last injection occurring 30 min before thinstatement session. Fig) §hows that
during the 1-h session, i.v. injection of 0.3 mglikgA significantly reduced the cocaine- and
cue-induced reinstatement of cocaine-seeking behawhen compared to control vehicle-
treated animals, rats treated with TsA reducedchtiraber of NPs directed towards the active
hole by a mere 57%. Similarly, treatment with thBAC inhibitor PhB produced a marked
dose-dependent reduction in cocaine-seeking behawigats, since the number of NPs
achieved into the active hole was reduced by 36805296, when animals were treated i.v.
with 20 and 100 mg/kg PhB, respectively. It is maighy that the NPs achieved into the
inactive hole, representing about 18% of thoseizealinto the active hole for the control
group of rats, were similar in all the groups cdesed (Fig2).

Fig. ) illustrates the cocaine-seeking behavior of thenes groups of rats, but
considering shorter time-intervals than the whole teinstatement session. It is shown that

control rats realized most of their NPs during flvtet 30-min period, with a maximum
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occurring during the 20 to 30 min interval, andrthiae number of NPs progressively
decreased towards the end of the session. No ts@tislifference could be established
between the different intervals, though. In confrasimals treated with TsA completed less
NPs during the first 10-min interval, and the numbeNPs remained quite stable during the
entire session, achieving statistically significaifferences when compared to control rats.
The low dose of PhB produced a somehow linear mkegh the number of NPs rats were
achieving during the reinstatement session, wittistically significant differences being

noticed for the second and third interval. The bigRhB dosage produced a profile similar to
that observed in TsA-treated animals, with stat#dly significant differences, compared to

control rats, being found for three out of the Bixmin time intervals considered.

DISCUSSION

Since we have previously reported that pretreatmétin HDAC inhibitors reduces
the cocaine reinforcing properties as well as thaivation of rats for cocaine [17], we
investigated in the present study whether thesenpd@ological agents were also able to
affect the cocaine-seeking behavior. To this eralfrained rats under an FR1 schedule of i.v.
cocaine self-administration protocol for ten dayehich was followed by a 3-week
withdrawal period. The reinstatement session wasecbout after a treatment for 5 days with
the HDAC inhibitors. A 5-day treatment was selecbetause we noticed previously that
TsA, at the dosage of 0.3 mg/kg, produced a stalbt significant effect on cocaine self-
injections from the third session [17]. We showehérat both TsA and PhB significantly
reduced the cocaine-seeking behavior induced byctimebination of a cocaine injection
together with the exposure to a light cue previpasisociated with cocaine taking. While this
does not allow to identify which one of the two graeters is primarily affected by the HDAC
inhibitors, we consider that the combination oftbstimuli is more appropriate to model the
situation that addicted individuals are facing. WHisA had a strong effect at the dose of 0.3
mg/kg, it took up to 100 mg/kg of PhB to reducengdigantly the cocaine-seeking behavior.
This is actually in agreement with their respeciiMaibition potency: TsA, a member of the
hydroxamate group of HDAC inhibitors, displaysiaritro ICsg in the nanomolar range [20],
whereas PhB, from the class of aliphatic acids, dragffinity in the micromolar range [1].
The two inhibitors show no selectivity for partiauimembers of class I, Il or IV HDACs [1].

The data show that five daily sessions of TsA loB fhjection remodeled chromatin

sufficiently to become behaviorally relevant, bgyenting the reinstatement of drug-induced
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behavioral changes. This is in agreement with aewvipus data showing that the HDAC
inhibitors reduced the reinforcing properties of@oe [17]. The results are also in line with a
recent report showing that administration of an HD#hibitor facilitates the extinction of
cocaine-induced conditioned place preference amhgces the reactivation of place preference
[11]. The similar results obtained when using the paradigms (drug self-administration and
conditioned place preference) clearly indicate ti&iroadaptations taking place in response
to repeated cocaine injections and underlying drtaying [5] are under the control of
epigenetic regulations of gene expression, whigblie modification of histone acetylation.

It is noteworthy that intrahippocampal delivery HDAC inhibitors has been shown to
facilitate fear extinction in a contextual fear dd@ioning paradigm [8]. On the opposite, TSA
administration to mice after a spatial learningktphase was found to improve the memory
performances during the retention phase [4]. Tagetihe data suggest that other cognitive
processes than only memory/learning mechanismsriimdeug extinction and drug seeking
behavior, in line with the fact that drug addictiooncerns other brain structures, such as the
nucleus accumbens or the dorsal striatum, tharetimeelved in spatial memory.

Since chromatin remodeling was sufficient to alielbehavior as elaborate as drug-
seeking, an animal model of drug relapse, the figsliprovide a potential novel target for the
development of treatments that would facilitateuctobn in drug dependence. It should be
noted that HDAC inhibitors were efficient in redugi cocaine-seeking behavior despite the
severe conditions the test was carried out. Inceffene has to consider that i) we used a
combination of cocaine injection and exposure ligla cue to induce cocaine reinstatement;
i) rats were not submitted to an extinction pratoafter the self-administration training
procedure, but to a withdrawal period. In the latiendition, being back to the context of the
test chamber was probably accountable for some dtilitg (in addition to drug priming)
developed by the rats during the reactivation sessi

In conclusion, our results strongly suggest thaatinent aimed at modulating
epigenetic regulations, especially the pharmaco#ginhibition of HDAC activity, could

reduce the risk of relapse, a major drawback irtrbetment of drug addiction.
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Fig. (). I.v. cocaine self-administration by rats during the 3 last FR1 sessions.

Rats were trained to self-administer cocaine (0.33 mg/kg/injection) during daily 1-h sessions
under a FR1 schedule of reinforcement for 10 days. Results for the 3 last sessions are
presented as (A), the number of self-injections performed during each session; (B), the
number of NPs achieved in the active and inactive holes. Results are expressed as means +
sem. Rats were dispatched into several groups, as indicated, in view of the pharmacological
treatment beginning 4 days before the reinstatement session. Control vehicle-treated group,
n =11; 0.3 mg/kg TsA, n = 12; 20 mg/kg PhB, n = 7; 100 mg/kg PhB, n = 8.
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Fig. (2). Effect of TsA and PhB on the combination of cocaine
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Treatment

reinstatement of cocaine-seeking behavior.
Rats were i.v. injected daily with vehicle or with the indicated HDAC inhibitor, beginning 4
days before the reinstatement session. They were treated again 30 min before being injected
i.p. with 15 mg/kg cocaine and placed immediately in the self-administration chamber.
Numbers of NPs, expressed as means + sem, realized in the active and inactive holes during
the 1-h test session are shown. *p < 0.05, comparison between pharmacological and vehicle
treatment (One-way Kruskal-Wallis ANOVA followed by Dunn’s post hoc test).
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Rats were treated as indicated in the legends to fig (1) and (2). Numbers of NPs, expressed
as means * sem, realized in the active and inactive holes during 10-min intervals in the
reinstatement session are shown. *p < 0.05, comparison between pharmacological and
vehicle treatment (Two-way ANOVA, treatment X time for repeated measures, followed by

the Holm-Sidak post hoc test)
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3. Publication n°3

The Inhibition of Histone Deacetylases Abolishes Rference

but not Aversion for Nicotine

Veronica Pastor, Lionel Host, Jean Zwiller, Ramamrizabeu

(VP and LH contributed equally to this work)

Apres avoir réussi a démontrer que les mécanisrae®modelage de la chromatine, plus
particulierement les enzymes HDAC, sont impliquésdgles effets a long terme induit par la
cocaine, nous avons étudié les effets de I'intwbitles HDAC sur les propriétés appétitives
et aversives de la nicotine ainsi que sur I'expoesdges protéines MeCP2 et HDAC2. Pour
cela nous avons utilisé le modéle animal de la @RRjte chez le rat par la nicotine.

Nous avons démontré que le PhB (i.p.; 100 mgigolit la CPP induite par
I'injection de nicotine en sous-cutané (s.c.; O@d/kg) sans pour autant moduler la CPA
induite par une plus forte dose de nicotine (s.2; mg/kg). Nos données
immunohistochimiques suggerent que la phosphooylatiu facteur de transcription CREB
est associée a I'établissement de la CPP, maisieoés CPA et qu’elle n’est pas impliquée
dans la réduction par le PhB de I'amplitude de RPCLa CPP tout comme la CPA induisent
I'expression des protéines MeCP2 et HDAC2 dansHe €t la NAc. De facon intéressante
I'expression de HDAC?2 s’est trouvée réduite paPheB dans ces structures chez les rats
traités dans les conditions qui amenent a l'instiah d'une préférence, montrant un
parallélisme entre les effets du PhB sur le congpoent des rats et sur I'expression de
HDAC2. Les inhibiteurs de HDAC alterent les prof#g discriminatives de la nicotine et

permettent de faire la distinction entre la pré&iéeeet I'aversion a cette drogue.
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Abstract

It is now recognized that chromatin remodeling ikey cellular mechanism integrating
environmental stimuli with changes in gene expmessihe mechanism has been shown to
occur also in the central nervous system to ureldoing-term effects of drugs of abuse.
Histone acetylation resulting from the binding a$tbne deacetylases (HDACSs) to methyl
CpG binding proteins (MeCP2) is a well charactetin@echanism responsible for defining
the degree of chromatin compaction, therefore naithg the accessibility of DNA to
regulatory proteins. Nicotine causes long-term pyinachanges in the nervous system, but
little is known concerning the mechanisms involwedicotine preference. Previous results
have shown that cAMP-response element-binding prdteREB) activation is involved in
the establishment of nicotine-conditioned placefggemce (CPP). In the present study, we
used a biased CPP protocol to demonstrate that histone deacetylase inhibitor
phenylbutyrate was able to dramatically reducepitederence for nicotine, without altering
the aversive properties of the drug. We measuredunohistochemically the expression of
phospho-CREB, HDAC2 and MeCP2 in mesocorticolimbreas of rats that displayed
nicotine-conditioned place preference or place @iwarand that were treated with the HDAC
inhibitor. The data suggest that phospho-CREB es®ary to establish CPP, but it is not
involved in the reduction of nicotine-preferenice response to phenylbutyrate. They also
show that HDAC2 expression in response to phenytatg in all the subregions of the
striatum examined mirrors the behavioral effectshef inhibitor, suggesting that HDAC?2 is
involved in promoting synaptic plasticity underlgithe preference for nicotine.
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Introduction

Nicotine, the primary psychoactive component of amdm smoke, is believed to be
responsible for the development and maintenandebaicco dependence. It acts on nicotinic
acetylcholine receptors that cooperate with otheurotransmitter systems to modulate
synaptic plasticity (Dajas-Bailador & Wonnacott,020. By binding to nicotinic receptors in
the ventral tegmental area (VTA), nicotine stimegathe activity of dopaminergic neurons
that project to cortical and limbic regions (Dani Beinemann, 1996; Mansvelder &
Mcgehee, 2000; Laviolette & Van der Kooy, 2004)ek\a few exposures to nicotine induce
long-lasting alterations in the mesolimbic systéat forobably underlie early steps of nicotine
dependence (Radcliffet al, 1999; Girocet al, 2000; Mansveldegt al, 2002).

Current therapeutic interventions for quitting &g are not quite satisfactory.
Improvement of therapeutics necessitates bettererstahding of the mechanisms that
underlie the addictive properties of nicotine (Vs al, 2002). Unfortunately, not much is
known about the mechanisms initiated by nicotirgioed activation of the mesolimbic
pathway that would ultimately be responsible fonddasting neuroadaptations. Such
adaptations most probably require genome-wideaditars in gene transcription (Renthal &
Nestler, 2009). We recently reported that nicotimiced preference and reinstatement in
rats require an enhanced phosphorylation stateAbfReresponse element-binding protein
(CREB) (Pascuakt al, 2009; see also Walteet al, 2005; Brunzelket al, 2009). Phospho-
CREB binds the CREB-binding protein CBP, a trammynal coactivator which possesses
histone acetyltranferase activity (Goodman & SmdiB00; Kalkhoven, 2004). CBP together
with histone deacetylases (HDACS) play an importaoié in activating CREB through
chromatin remodeling in response to a variety ghaling molecules (Litet al, 2008). In
general, increased histone acetylation is assaciatth DNA relaxation and elevated
transcriptional activity.

On the other hand, gene regulation in responsepeated cocaine administration has
been shown to induce long-term cellular alteratiansich are partially under the control of
epigenetic factors, such as HDACs (Cassall, 2006; Renthal & Nestler, 2009). HDACs are
recruited by a complex that includes the transiomatl repressor MeCP2 (methyl-CpG-
binding protein 2) bound to methylated DNA. Genersiing brought about by MeCP2 can
be reversed by HDAC inhibitors, through chromagmodeling (Jonest al, 1998; Dobosy
& Selker, 2001; Butler & Bates, 2006). The use ®AC inhibitors has therefore rapidly
emerged from the literature as a powerful toolttalyg the role of chromatin remodeling in
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transcriptional regulation (MacDonald & RoskamsQ20 Hyper-acetylation of histones via
HDAC inhibition has been shown to convert shortrtanto long-term memory (Vecsest
al., 2007; Guaret al, 2009; Stefanket al, 2009). Since memory for nicotine-associated
cues are highly resistant to extinction, contribgtio the high rate of relapse among tobacco
addicts (Berke & Hyman, 2000; Kelley, 2004; Hymaa05; Pascuadt al, 2009), it is likely
that some HDACSs are involved in nicotine-induceagiderm effects.

In the present study, we evaluatelether the HDAC inhibitor phenylbutyrate (PhB)
would modify the nicotine-induced place preferemceplace aversion. Changes in CREB

phosphorylation, HDAC2 and MeCP2 gene expressiae weestigated in parallel.

Material and Methods

Animals

Male Sprague-Dawley rats weighing 100-140 g (383alays old) were housed by groups of
four on a 12 h light/dark cycle witld libitumaccess to food and water. The housing
conditions and animal care were consistent witlsergpecified in th&uide for the care and
use of laboratory animalAll procedures were performed during the lightt jgd the diurnal
cycle. Rats were handled for 5 days prior to bafraviconditioningThe animals were
sacrificed 3 h after the first CPP (nicotine andtoal groups, n = 6 and 5, respectively) or
CPA (nicotine and control groups, n =7 and 5, eetipely), and after PhB administrated in
CPP (nicotine and control groups, n = 6 and 5,aetbygely) or CPA animals (nicotine and

control groups, n = 7 and 6, respectively).

Drugs

Rats undergoing CPP or conditioned place aversiipAj were injected subcutaneously
(s.c.) with 0.21 mg/kg nicotine (Sigma-Aldrich) f@PP, and with 2 mg/kg for CPA in a

volume of 1 ml/kg body weight. An equal volume dfogphate buffered saline (PBS) was
injected for the control condition. Indicated doses based on the molecular weight of the
freebase. For treatment with the HDAC inhibitonnaals were i.p. injected each conditioning
day with PBS or with 100 mg/kg PhB (Sigma-AldricB) min prior to PBS or nicotine

injection.
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Biased Place Conditioning

Place conditioning was performed in home-made bakggled into two equally sized
compartments (30 x 25 x 30 cm). A partition sepatdahe two compartments with an opening
door that allows access to either side of the btis partition was closed during conditioning
days. The two compartments had different visuatjleaand olfactory cues: one compartment
had horizontally striped black and white walls @aire mesh floor above pine shavings; the
other compartment had vertically striped black adte walls and a bar-grid floor above
cedar shavings. During the habituation period, alsmvere handled twice a day for 5 days
and were injected s.c. with PBS to habituate therthé injections. A biased CPP protocol
was used in all behavioral procedures (Le Foll &dberg, 2005; Tzschentke, 2007).
Preconditioning Phase ©On day 1 after habituation, animals were injecteth WBS and
placed in the box with the door open, which allowleein to roam freely from side to side for
10 min, and the time spent in each compartmentreesrded. Balanced groups of animals
showing approximately equal bias were constitutethfthe data.

Conditioning Phase On conditioning days, the two compartments wereasgpd by the
partition (door closed). Animals were injected tavia day, in the morning with PBS and in
the afternoon with PBS or nicotine. Control grougswgiven PBS in both compartment and
drug groups received nicotine in one compartment RBS in the other compartment. For
CPP, nicotine was given in the initially non-preéet compartment and for CPA in the
initially preferred compartment. Conditioning sess of 20 min were carried on for 4
consecutive days.

Test Phase ©On day 6, animals were tested after they were gavBBS injection. They were
allowed to roam freely between the two compartmémtslO min with the door open. Time
spent in each compartment was recorded.

Data analysis -The time spent in each compartment was converténl anpreference/
avoidance coefficient 1998. Positive values of tbhefficient indicate a preference for the
drug-paired compartment or CPP, while negative eslundicate an aversion to the drug-
paired compartment or CPA. Significant effects leEw groups were determined by
analyzing conditioning chambers as a within-subfeetsure (nicotine pairad PBS paired),
using one-way ANOVA, followed by Student-Newman-kepost hoctests, when required.

Data are expressed as mean + SEM, and significaaseet aP < 0.05.
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Antibodies

Rabbit polyclonal antibodies used: anti-Mecp2 adib (Upstate, Millipore, Billerica, MA,
USA,; dilution 1:600); anti-pCREB antibody (Cell &&jing, Danvers, MA, USA, dilution
1:800); and anti-HDAC2 antibody (Santa Cruz Biotechanta Cruz, CA, USA,; dilution
1:500). Antibody binding was detected with secogdaotinylated horse anti-rabbit 19G.

Immunohistochemistry

Three hours after the CPP test, animals were astesdd and perfused with 4%
paraformaldehyde. Brains were removed andu®0thick coronal sections were prepared.
HDAC2, pCREB and MeCP2 immunostaining were perfatnas previously described
(Casselet al, 2004; Pascuat al, 2009). Briefly, sections were incubated overhigh4C
with commercial primary antibodies directed eitlagrainst phospho-CREB, HDAC2, and
MeCP2. Sections were then incubated successivdly kotinylated secondary antibody
(Jackson ImmunoResearch Labs, West Grove, PA, U&A2 h at room temperature, and
with an avidin-biotin-peroxydase complex (Vectastalite ABC Kit Universal, Vector Labs,
Burlingame, CA, USA). Antibody labeling was detettgsing 3,3’-diaminobenzidine (DAB)
and HO,. Slices were dehydrated and coverslipped with rtiogmmedium (Vector Labs).
Numbers of DAB-stained cells were determined usingght microscope (Olympus, Center
Valley, PA, USA) and the optical dissector prineiglGundersemt al, 1988; Coggeshaé#t
al., 1996) for comparison between nicotine and vehigroups. Quantification of
immunolabeling for each antibody was performedewesal brain structures using Image-Pro
Plus (Media Cybernetics Inc., Bethesda, MD, USA)hyinvestigator blinded to the identity
of the samples. Appropriate areas were digitallgged and quantification was subjected to a
stringent criterion (Miller & Marshall, 2005) acabng to the staining intensity. For each
animal, immunopositive cells were counted in bo#imispheres on 5 to 6 sections. Counts
were averaged in squares of 0.5 fi{tlepending of the structure) were drawn randomihe
prefrontal cortex (PFC), nucleus accumbens (NAcg @nd shell, dorsal striatum (CPu) and
VTA, and the counts were averaged for each immusitige cell type per square millimeter.
For quantification studies, statistical analysesrewperformed using one-way ANOVA
(number of positive cells as factor of variatidiojjJowed by Student-Newman-Keutost hoc

tests, when required.
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Results

Effect of PhB on nicotine-induced CPP and CPA

To examine the effects of HDAC inhibition on theve®pment of nicotine-induced place

preference or aversion, we trained rats in a wathidished biased CPP- or CPA-protocol.
The results clearly show that 0.21 mg/kg of nioetigiven once a day for 4 days was
sufficient to induce an important CPP (Fig. 1). WHE0 mg/kg PhB was injected 30 min

before each conditioning session, the preferencaiéotine was abolished. In contrast, while
2 mg/kg of nicotine given during 4 days of condiiity sessions induced a clear CPA as
previously reported, the administration of the saRte&B dosage 30 min prior to each

conditioning session had no significant effect lo@ &aversive properties of nicotine (Fig. 1).

Phospho-CREB levels in dopaminergic brain areas

Fig. 2 shows quantitative analysis of pCREB-positrells expressed in several dopaminergic
brain areas of rats that had been subjected todDBFCPA and treated with PhB, at the dose
and timing indicated in Fig. 1. The areas examiwede the CPu, NAc core and shell, PFC
and VTA. Significant differences across experimegtaups could be established (CP4k;
=10.22,P < 0.0001; NAc coré4 2= 6.45,P < 0.0021; NAc shelF4 3= 13.51,P < 0.0001;
PFCF,425= 13.06,P < 0.0001; VTAF,422= 18.93,P < 0.0001). In the PFC, the number of
pCREB-positive cells in the CPP and CPP+PhB graugs different from that found in the
control group P < 0.001 andP < 0.05, respectively)A significant difference was noticed
between the CPP and CPP+PhB grodps (.05). In the NAc core and shell, the CPP group
expressed numbers of pCREB-positive cells that veegaificantly different from those
expressed in control animalB € 0.01). Animals from the CPP+PhB group also aigptl a
different labeling when compared to control anin(@&s< 0.05 for NAc core an& < 0.01 for
NAc shell). In the CPu, significant differences were observetiveen control ancCPP,
CPP+PhB or CPA+PhB groups of rais<{0.001,P < 0.05 and < 0.05, respectively). In the
VTA, the CPP, CPP+PhB and CPA+PhB groups displagigdificant differences in the
number of immunoreactive cells when compared tdarob(P < 0.001,P < 0.01 and® < 0.05,
respectively). Importantly, the CPA+PhB group shdveesignificant difference in labeling
when compared to CPA animalB € 0.05). The CPA group showed a significantly lower

level of pCREB positive cells in all the structuresamined, when compared to the CPP

group.

- 124 -



Résultats Expérimentaux

HDAC?2 expression in the nucleus accumbens and dottsstriatum

Fig. 3 summarizes the quantitative analysis ofnimaber of HDAC2-immunoreactive cells in
the CPu, NAc core and shell and PFC of groups tsftraated as indicated above. One-way
ANOVA indicated significant differences between gps (CPuF5,27 = 8.90,P < 0.0001;
NAc coreF5,27= 8.57,P < 0.0001; NAc shelF5,31=9.24,P < 0.0001 and PFE€s ,9= 0.885,

P = 0.50). In comparison to control rats, immunoteéy in the NAc core was statistically
different in the CPP, CPA and CPA+PhB groups of iBt< 0.01). The CPP+PhB group
exhibited significantly different labeling when cpared to CPP groups of ra8 € 0.05).
Very similar results were obtained in the NAc sla#ltl in the CPu. No significant difference

was found between the various behavioral grouplsarPFC.

MeCP2 expression in the nucleus accumbens and dofrsériatum

Fig. 4 shows the quantitative analysis of the nundfieMeCP2-immunopositive cells in the
CPu, NAc core and shell and PFC of the same grofipats. One-way ANOVA indicated
significant differences between groups (NAc cBgs32=10.09,P < 0.0001; NAc shelF5,29

= 13.23,P < 0.0001; CPW5,25= 10.44,P < 0.0007; and PFEs29 = 1.56,P = 0.20). In the
NAc core, animals from the control group displaygdnificantly different number of
MeCP2-immunoreactive cells than animals from thd®CePP+PhB, CPA and CPA+PhB
groups P < 0.001,P < 0.001,P < 0.05, and® < 0.01, respectively). In the NAc shell, MeCP2
labeling in the CPP group was different from thiaserved in the control group & 0.001).
Control rats also displayed a significantly diffieréabeling when compared to the CPP+PhB,
CPA, and CPA+PhB group® (< 0.05). In the CPu number of immunopositive ceillshe
CPP, CPA and CPA+PhB groups was significantly d#ffié when compared to control group
(P <0.01,P < 0.001 andP < 0.01, respectively). Statistically significanffdrence was also
found between the CPP and the CPP+PhB grdeps(Q.05). It is noteworthy that animals of
the CPA group showed no difference in MeCP2 exprass the three structures examined,
when compared to the nicotine-CPP group of animidds significant difference was found

between the various behavioral groups in the PFC.

Immunohistochemical studies showing pCREB, HDAC2 ath MeCP2 in NAc core from
the different behavioral groups

Fig. 5 illustrates pCREB, HDAC2 and MeCP2 immunatiedty in the NAc core of control,
CPP and CPA animals, with or without the admintgira of HDAC inhibitor PhB.
Immunostaining of pPCREB, HDAC2 and MeCP2 was retdd to the nuclear compartment,
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in agreement with the proteins binding directlyirdirectly DNA. Difference in the number
of positive cells could be observed for pPCREB inPCdhd CPP+PhB, whereas for HDAC2 in
CPP, CPA and CPA+PhB. In section adjacent forns#mee rat brains, MeCP2-positive cells
were increased in CPP, CPP+PhB, CPA and CPA+Ph&pgrof animals. All the markers
showed a clear staining and distribution. The gtieation was showed in the previous

figures.

Discussion

In the present study, we evaluated the effect oHBAC inhibitor on the consolidation of
nicotine-conditioned place preference in rats.sltshown that inhibition of HDACs was
sufficient to reduce the place preference for m@tCPP is a classical conditioning test that
is usually utilized to measure preference for druide used here a biased protocol to
establish CPP (Tzschentke, 1998, 2007; Le Foll &d@erg, 2005), since biased assignment
procedures are more effective when nicotine is usethduce preference (Calcagnetti &
Schechter, 1994; Le Foll & Goldberg, 2005; Pasetall, 2009; Brunzelkt al, 2009). The
fact that the HDAC inhibitor PhB dramatically re@dcCPP suggests that nicotine-associated
cues are under the control of neurobiological merdmas that involve histone acetylation
processes. Administration of higher doses of nmeptis known to induce place aversion
(Tzschentke, 2007; Le Foll & Goldberg, 2005), whighs not found to be affected by the
administration of the same dosage of PhB. Togetherdata indicate that the mechanisms
underlying CPP and CPA instatement are quite @ffeand suggest that HDAC inhibition
can discriminate between the establishment of pprée or aversion to nicotine.

In order to get some clues for understanding tleerabiological mechanisms
underlying the distinct effect of PhB on CPP andACWe measured the expression of
phospho-CREB, HDAC2 and MeCP2 proteins in mesolkrdbpaminergic brain areas of rats
that underwent the behavioral tests. Data showi@REB expression confirm a previous
observation, i.e. that the transcription factor ®&RE highly phosphorylated during CPP, but
not during CPA (Pascuadt al, 2009). Furthermore, with the exception of theCPfhe
number of cells expressing pCREB in animals dispyPP or CPA was not modified by
the administration of the HDAC inhibitor PhB. Thatter observation suggests that, while
PCREB is necessary to establish CPP as shown pdyi@Pascuaét al, 2009), it plays no
essential role in the reduction of CPP in respdaasgde HDAC inhibitor. On the other hand,
phospho-CREB level was not modified during the &itjan of CPA and PhB had no effect
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on pCREB level in the aversion test, strongly sstigg that pPCREB does not participate in
the aversive properties of nicotine. This is in tcast with a report showing that the
administration of an HDAC inhibitor increased CREtivity and memory in a fear
conditioning protocol (Vecsewt al, 2007; Bredy & Barad, 2008; Milleet al, 2008;
Stefankoet al, 2009). A possible reason for the apparent dissrey might be that some
brain structures involved in the reinforcing prdp of drugs of abuse do not participate in
the consolidation of aversive memories. These bae#as would respond in opposite way to
HDAC inhibitors, by facilitating aversive memoryytonot the aversive behavior associated
with high doses of nicotine intake.

We also measured immunohistochemically the expmessf HDAC2 in the same
groups of animals. The data show for the first titm&t nicotine-induced CPP and CPA are
associated with an increase in HDAC2 expressiotis Ehin line with a previous report in
which we showed that repeated cocaine treatmenicedi HDAC2 expression in PFC and
striatum (Casseét al, 2006). The finding further establishes that HZA@articipates in
synaptic plasticity associated with behavior (Micat al, 2008; Covingtoret al, 2009;
Guanet al, 2009). Interestingly, while treatment with Ph&ho effect in the control group,
it was able to considerably reduce the number oRBD immuno-positive cells in the striatal
subregions of rats from the CPP group, but not ftbe@CPA group. In both core and shell
subregions of the NAc, a similar level of HDAC2-five cells was found in the CPP, CPA
and CPA + PhB groups of rat¥he expression of HDAC2 actually clearly reflecke t
behavioral effects of the inhibitor, suggestingt tH®AC2, a highly expressed HDAC in the
brain, is involved in promoting synaptic plasticitythe striatum that underlies the preference
for nicotine. The fact that HDAC2 expression wasoasated to CPP instatement strongly
suggests that silencing of some genes was requiredier to establish the conditioning. This
is actually confirmed when considering that CPP alaalished by HDAC inhibition, known
to increase gene transcription (Marushige, 1978ytGhet al, 2006).

HDAC?2 is recruited in a complex composed also af38i and MeCP2 bound to
methylated DNA, with HDAC activity conferring tracrgptional silencing to the
corresponding genes (Yang & Seto, 2008). Geneailgrcan be relieved by the inhibition of
HDAC, since this causes chromatin remodeling alhgtranscriptional activation (Buchwald
et al, 2009; Stefanket al, 2009). We therefore measured MeCP2 protein ssmm® in the
same behavioral groups. Again, as was the case mewere treated with cocaine (Castel
al., 2006), we found that nicotine administrationreased the number of cells expressing

MeCP2 throughout the striatum. Pre-treatment witiB Rvas found to reduce MeCP2
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expression only in the shell part of the NAc, whmmpared to the CPP group. As for
HDAC2 expression, MeCP2 expression was not difterenanimals displaying CPA and
treated with PhB.

Repeated treatment of rats with amphetamine artdiDehC inhibitor has been shown
to reduce the formation of HDAC-CREB protein conxpie the striatum (Sheet al, 2008).
Moreover, it was previously reported that hypengeging histones through HDAC inhibition
converts short-term into long-term memory that daes persist beyond normal memory
(Stefankoet al.,, 2009; Vecset al, 2007). More recently, it was demonstrated thBAg2
actually regulates memory (Guan al, 2009). Nicotine-associated CPP is known for dpein
very difficult to extinguish. Yet, the administrati of PhB before the conditioning sessions
was able to abolish the preference. Since PhB shwwsnarked specificity towards the
various classes of HDACSs, except for the sirtuthg, data demonstrate that one or several
HDAC(s) are involved in the maintenance of drugeagsted preference; they could represent
key regulator(s) of long-term synaptic plasticitgliced by nicotine. Interestingly, we already
demonstrated that inhibition of HDACs reduced coeaself-administration and attenuated
the motivation of rats for cocaine (Romietial, 2008). Moreover, a recent report showed
that administration of an HDAC inhibitor facilitatehe extinction of cocaine-induced CPP
and reduces its reactivation (Malvaet al, 2009). Taken together, the data indicate a
convincing effect of HDAC inhibition of drug-seekjnbehavior, suggesting that HDAC

inhibitors represent a potential treatment againsg addiction.
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Figure 1. Effect of PhB on nicotine-induced CPP and CPAin rats.

CPP and CPA experiments were carried on as described in Material and methods. Rats were
injected s.c. with 0.21 mg/kg nicotine for CPP, and with 2 mg/kg for CPA. An equal volume of
PBS was injected for the control condition. Animals were i.p. injected each conditioning day
with PBS or with 100 mg/kg PhB 30 min before PBS or nicotine injection, as indicated. Bar
graphs indicate preference coefficients (positive values) or avoidance coefficients (negative
values) for nicotine. Since nicotine was administrated in the initially non-preferred
compartment for CPP, value for the coefficient is negative in the PBS control group. Values
found in the CPA group are negative after pairing to the initially preferred compartment,
showing the aversion for nicotine at the higher dosage. ***P < 0.001 comparison with the
control group, P < 0.001 comparison with the corresponding nicotine-treated group.
ANOVA followed by Student-Newman-Keuls post hoc test (n = 5 per group; mean = SEM).
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Figure 2. Quantification of pCREB-positive cells in dopaminergic brain structures.

Bar graphs indicate the number of pCREB-immunopositive cells/ mm?®in the PFC, NAc core
and shell, CPu and VTA throughout the various experimental groups of rats. Results are
expressed as mean + SEM for each group. *P < 0.05, *P < 0.01, and ***P < 0.001,
comparison with control group. P < 0.05, comparison CPP or CPA with the corresponding
PB-treated group. ANOVA followed by Student-Newman-Keuls post hoc test.
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Figure 3. Quantification of HDAC2-immunoreactive ce Ils in dopaminergic brain
structures.

Bar graphs indicate the number of HDAC2-immunopositive cells/ mm? in the NAc core and
shell, PFC and CPu in the various experimental groups. Results are expressed as mean +
SEM. *P < 0.01, comparison with control group. #P < 0.05, comparison between CPP and
CPP+PB groups. ANOVA followed by Student-Newman-Keuls post hoc test.
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Figure 4. Quantification of MeCP2-immunoreactive ce Ills in dopaminergic brain
structures.

Bar graphs indicate the number of MeCP2-immunopositive cells/ mm? in the NAc core and
shell, PFC and CPu in the various experimental groups. Results are expressed as mean +
SEM. *P < 0.05, *P < 0.01, and **P < 0.001, comparison with control group. #P < 0.05,
comparison between CPP and CPP+PB groups. ANOVA followed by Student-Newman-
Keuls post hoc test.
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Figure 5. Photomicrographs showing pCREB, HDAC2 and MeCP2 immunoreactivity in
NAc core from the different behavioral groups.

Pictures show representative pCREB-, HDAC2- and MeCP2-positive immunostaining in the
NAc core area from control (Ctr), control + PhB (Ctr+PhB), CPP, CPP + PhB, CPA, and CPA
+ PhB groups of animals. Scale bar, 50 pym.
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Cocaine self-administration alters the expressionfo

chromatin-remodeling proteins; modulation by HDAC inhibition

Lionel Host, Jean-Bernard Dietrich, Delphine Camugominique Aunis, Jean Zwiller

Journal of Psychopharmacology, 2009 (sous presse)

La dépendance aux drogues est une maladie chrodigeysteme nerveux se développant
avec la répétition des prises et nécessitant |la ensplace d’'une plasticité synaptique. Ces
adaptations nécessitent I'expression de genesa déponse précoce et se mettent en place par
des mécanismes liés aux régulations épigénétigrids lanscription des génes. Certains des
genes dont la transcription est modifiée par lagaments utilisant des HDACI sont sans
doute a méme d’expliquer les mécanismes de plastioduits par la consommation de
drogue. Certaines de ces modifications neurobiglegg sous-tendent la diminution de la
motivation des rats pour la drogue. Nous avonsiétleffet de la TSA sur I'expression de
MeCP2 et de difféerentes HDAC dans le CgCx, le NAdeeCPu chez des rats s’auto-
administrant de la cocaine en FR1.

Les résultats présentés dans larticle qui suinalérent que I'AA de cocaine
augmente I'expression des protéines MeCP2, HDAQ2DAC11 et diminue la localisation
nucléaire de HDACS5, plus particulierement de larmferphosphorylée de HDACS5. Cette
exportation nucléaire de phospho-HDACS5 en réporiasdaogue est corrélée a I'induction de
la transcription du genMEF2C. L’administration de TsA avant chaque session d'dé
cocaine affecte principalement I'expression desegéfteCP2et HDAC11 Une corrélation
est notée entre les propriétés renforcantes dedaime et les modifications de I'expression
des protéines MeCP2 et MEF2C, principalement aeanivdu NAc. Ces deux facteurs,
connus pour réguler la transcription sont de baarsdiclats pour jouer un réle dans les
processus neurobiologiques induisant une diminuties propriétés renforcantes de la

cocaine et une diminution de la motivation des astsa consommer.
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Abstract

Injection of the histone deacetylases inhibitor trichostatin A to rats has been shown to decrease the reinforcing properties of cocaine. In the present
study, we investigated alterations in gene expression patterns in the anterior cingulate cortex, caudate-putamen and nucleus accumbens of rats self-
administering cocaine and treated with trichostatin A. As recent studies highlighted the importance of chromatin remodelling in the requlation of gene
transcription in neurons, we studied the expression of Mecp2 and of several histone deacetylases. Cocaine self-administration was accompanied by an
increased synthesis of Mecp2, HDAC2 and HDAC11 and by a decreased nuclear localization of HDAC5 and of the phospho-form of HDAC5, suggesting a
nuclear export of this protein in response to the drug. The latter mechanism was further addressed by the demonstration of an enhanced expression of
MEF2C transcription factor. Among the genes we examined, treatment with trichostatin A before each cocaine self-administration session was found to
mostly affect Mecp2 and HDAC11 expression. A correlation was found between the modification of Mecp2 and MEF2C gene expression and the reinforcing
property of cocaine. The two factors known to regulate gene transcription are likely to play a role in the neurobiological mechanism underlying

a decrease in the reinforcing properties of cocaine.

Keywords

cocaine self-administration, epigenetic requlation, HDAC, MEF2C, Mecp2, trichostatin A

Introduction

Drug dependence is characterized by compulsive drug-seeking
and drug-taking behaviour, despite severe adverse conse-
quences. Transition from controlled drug consumption to
compulsive drug use requires persistent cellular adaptations
in the brain reward system (Nestler, 2001; White and Kalivas,
1998). This ascending dopaminergic system emerging from
the ventral tegmental area and projecting to the nucleus
accumbens (NAc), the caudate-putamen (CPu) and the ante-
rior cingulate cortex (CgCx) is thought to represent a key
pathway by which psychostimulants, like cocaine, produce
reinforcement (Di Chiara and Imperato, 1988; Roberts
et al., 1977). Recent evidence suggests that drug-induced
modifications of the chromatin structure may contribute to
these long-lasting changes in gene expression and ultimately
to addictive behaviour (Cassel et al., 2006; Levine et al., 2005;
Renthal et al., 2007).

The main factor influencing chromatin compaction is the
state of amino-acid residues within histone tails, which serve
as targets for a variety of reversible post-translational mod-
ifications that modulate nucleosome structure and gene tran-
scription (Berger, 2002). There are at least eight distinct types
of dynamic modifications and over 60 different residues on
histones where modifications have been found (Jenuwein and
Allis, 2001; Kouzarides, 2007). Among them, the best char-
acterized covalent modification is acetylation (de Ruijter
et al., 2003), which is a reversible process that is governed

by the opposing actions of histone acetyltransferases (Roth
et al., 2001) and histone deacetylases (HDACSs) (Lopez-Rodas
et al., 1993). In general, increased histone acetylation is asso-
ciated with DNA relaxation and elevated transcriptional
activity, whereas decreased acetylation results in tighter
DNA coiling and gene silencing (Marushige, 1976). HDACs
lack intrinsic DNA-binding activity and are recruited to
target genes via their direct association with transcriptional
activators and repressors like methyl CpG binding protein-2
(MeCP2) (Nan et al., 1998) and via their incorporation into
large multiprotein transcriptional complexes (Walkinshaw
et al., 2008).

The mammalian HDAC superfamily comprises 11 pro-
teins that harbour a highly conserved deacetylase domain.
These proteins can be classified into four families (class I,
ITa, 1Tb and 1V), which differ in structure, enzymatic function,
subcellular localization and expression patterns (Haberland
et al., 2009; Yang and Seto, 2008). HDAC 1, 2, 3 and 8
belong to the class I HDAC family. They are expressed
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ubiquitously, localized predominantly to the nucleus and dis-
play high enzymatic activity toward histone substrates.
HDAC 4, 5, 7 and 9 belong to the class I[la HDAC family
(Verdin et al., 2003). They have large N-terminal extensions
with conserved binding sites for the transcription factor myo-
cyte enhancer factor-2 (MEF2) and for the chaperone protein
14-3-3. HDACS6, which forms the class IIb family together
with HDACI10, is the main cytoplasmic deacetylase in mam-
malian cells and targets directly cytoskeletal proteins such as
a-tubulin (Hubbert et al., 2002). HDACI 1 is the only class IV
HDAC (Gao et al., 2002). Expression of HDACI1 is enriched
in the brain but very little is known about its function. It is
composed of a deacetylase domain that shows homology to
class I and IT HDAC domains, with small N- and C-terminal
extensions. Although little information is available to assign
precise roles to individual HDAC isoforms, HDAC activity
has been shown to be involved in several neurodegenerative
diseases and psychiatric disorders, such as Huntington’s dis-
ease (Hockly et al., 2003), Friedreich’s ataxia (Herman et al.,
2006) or depression (Schroeder et al., 2007).

In a previous study, we have shown that injection of the
HDAC inhibitor trichostatin A (TsA) to rats was sufficient to
decrease cocaine self-administration under a fixed-ratio 1
schedule of reinforcement (Romieu et al., 2008). The treat-
ment also decreased their motivation to self-administer the
drug, but not sucrose, under a progressive-ratio schedule of
reinforcement. The aim of the present study was to compare
the level of Mecp2 expression as well as that of several
HDACSs in dopaminergic brain areas of rats self-administer-
ing cocaine and treated with TsA, compared with rats taking
only cocaine. We investigated the expression of HDAC?2,
HDACS and HDACT11 as these enzymes display the highest
rat brain expression among class I, Ila and IV HDAC
families, respectively (Broide et al., 2007).

Materials and methods
Animals

Male Wistar rats (Janvier, France), weighing 160-180 g, were
housed in standard home cages (five rats per cage), with free
access to food and water, under an inverted 12 h light-dark
cycle (lights on at 7:00p.m.). After surgery for catheter
implantation into the jugular vein, animals were housed indi-
vidually so that acoustic, olfactory and visual social contacts
remained possible. They were allowed to recover for at least
five days before the beginning of the drug self-administration
test, which was conducted during the dark period. All proce-
dures involving animal care were conducted in compliance
with national laws and policies (Council directive 87848,
1987, Service Vétérinaire de la Santé et de la Protection
Animale; permission 67-165 to JZ) and with international
guidelines (NIH publication 5586-23, 1985).

Pharmacological treatment

Cocaine hydrochloride (Cooper, France) solution was
adjusted with NaCl 0.9% to infuse an intravenous (i.v.)
dose of 0.33mg/kg/injection for self-administration. TsA at
0.3mg/kg (Sigma-Aldrich) or 10% DMSO vehicle solution

were administered i.v. 30min before the beginning of each
self-administration session.

Cocaine operant self-administration

Intravenous catheterization procedure into the jugular vein
was performed according to (Caine et al., 1993). Drug self-
administration was carried out as previously described
(Romieu et al, 2008) in dark operant chambers
(30cm x 30cm x 30cm) located in a sound-attenuated
room. Briefly, a computer-driven syringe pump (Imetronic,
France) activated a 5-ml syringe and pushed fluid into silastic
tubing connected to the catheter through its externalized
22-gauge guide cannula. Each chamber was equipped with
two 3 cm-diameter holes on the same wall, located 4cm
above the floor; one was selected as the active hole for deli-
vering the reinforcer and the other as the inactive hole.
Disruption of an infrared photobeam in each hole (nose-
poke) was detected. Nose-pokes into the inactive hole had
no programmed consequence.

The procedure used was a fixed ratio 1 schedule of rein-
forcement that was carried out for four days during daily 2h
sessions (LeSage et al., 1999). In this schedule, each nose-poke
into the active hole triggered the i.v. delivery of a 40pl
cocaine solution over 2s. A stimulus light, located 20cm
above the active hole was paired contingently with the deliv-
ery of cocaine and persisted during a 40 s time-out period. No
cut-off was applied concerning the number of self-infusions
the rat was able to perform during the session. Three different
groups of rats were considered: animals self-administering
cocaine and treated with vehicle or TsA 30min before the
self-administration session and an additional control group
that received i.v. saline instead of cocaine in response to nose-
pokes completed into the active hole.

Reverse transcriptase-quantitative polymerase chain
reaction (RT-qPCR) analysis

For RT-qPCR analysis, rats were sacrificed 2h after the
fourth daily self-administration session by an overdose of
pentobarbital (100mg/kg, i.p.), brains were removed and
total RNA was extracted from CgCx, CPu and NAc accord-
ing to the procedure described (Chomczynski and Sacchi,
1987). Quality and quantity of the RNA were evaluated by
measuring optical density at 260 and 280 nm and by gel elec-
trophoresis. First strand cDNA was generated from 1 pg of
total RNA and random primers using Omniscript Reverse
Transcriptase (QIAGEN, CA, USA) in a total volume of
20pl in a 1h reaction at 37°C. The reaction product was
used for RT-qPCR assay with a Light Cycler instrument
and technology (Roche Applied Science, IN, USA) with
Sybr Green I dye for detection and 0.2 uM concentrations
of appropriate primers. HDAC2 gene expression was
measured using 5-CCCTCAAACATGACAAACCA-3 as a
forward primer and 5-TGTCAGGGTCTTCTCCATCC-3'
as a reverse primer. HDACS gene expression was measured
using 5'-GCTGAGAACGGCTTTACTGG-3" as a forward
primer and S-GGTGAGGTGCGAGTTGGTA-3 as a
reverse primer. HDACI11 gene expression was measured
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using 5-TACAACCGCCACATCTACCC-3' as a forward
primer and 5-CCTCCTCACATTCCTCTCCA-3' as a
reverse primer. Mecp2 gene-specific PCR was measured
using Rn_Mecp2_1_SG  QuantiTect Primer  Assay
(QIAGEN). MEF2C gene expression was measured using
5-CTGTCATCTCTGTCTGGCTTC-3' as a forward primer
and 5-GCGTGTGTTGTGGGTATCTC-3
primer. PCR comprised an initial denaturation step of
10min at 95°C, followed by 45 cycles; one cycle consisted
of 10s at 95°C, Ss at 62°C and 12s at 72°C. 36 B4 gene was
used as an internal control using 5-GTGCCTCAC
TCCATCATCAA-3 as a forward primer and 5-TCCGA
CTCTTCCTTTGCTTC-3' as a reverse primer. Its amplifica-
tion was performed in the same conditions as those used for
other transcripts except for an annealing temperature of
60°C. Quantitation of results was achieved using the
Standard Curve Method in which a standard curve is first
constructed from cDNA of known concentration. This
curve is then used as a reference standard for extrapolating
quantitative information for mRNA targets of unknown con-
centrations. Variation introduced due to variable RNA
inputs, was corrected by normalization to the housekeeping
gene 36 B4, encoding the acidic ribosomal phosphoprotein PO.

as a T1everse

Antibodies

The following rabbit polyclonal antibodies were used, diluted
in PBS: anti-HDAC2 (Santa Cruz Biotech., CA, USA)
diluted 1:400; anti-HDACS5 (Abcam, UK) diluted 1:150,
anti-Ser-259 phospho-HDACS (Abcam) diluted 1:150; anti-
HDACI11 (Abcam) diluted 1:100; anti-Mecp2 (Upstate
Biotech., NY, USA) diluted 1:250. A goat anti-MEF2C poly-
clonal antibody (Santa Cruz Biotech.) diluted 1:200 in PBS
was also used. Antibody binding was detected with secondary
biotinylated horse anti-rabbit IgG and revealed with an
avidin-biotin—peroxidase complex (Vectastain Elite ABC
Kit Universal, Vector Lab., CA, USA). For fluorescence
microscopy, CY3-conjugated donkey anti-goat IgG
(Jackson ImmunoResearch, PA, USA) or Alexa Fluor
488-conjugated donkey anti-rabbit IgG (Molecular Probes,
OR, USA) were also used.

Immunohistochemistry

Groups of animals treated as described above for RT-gPCR
analysis were used for immunohistochemistry. Two hours
after the fourth self-administration session, rats were perfused
transcardially with 1% paraformaldehyde in phosphate-
buffered saline (PBS; 0.1M; pH 7.2; 250ml). The brains
were then kept overnight at 4°C in 15% sucrose, frozen in
isopentane at —40°C and stored at —80°C. Coronal tissue
sections (15-um thick) were prepared using a Frigocut-E
2800 Cryostat (Reichert Microscope, NY, USA).
Immunohistochemistry was carried out essentially as
described previously (Cassel et al., 2004). Following immuno-
histochemical labelling, sections were incubated for 15 min in
2.5 uM Hoechst 33258 (Sigma-Aldrich) solution or in 7.5 pM
Draq5 (Biostatus, UK) solution to label nuclei and
coverslipped with Mowiol. Staining was observed under a
fluorescent Leitz DM RB (Germany) binocular microscope,

with L-Plan x10 ocular and Fluotar x20 to x40 objectives
(Leica Microsystems, Germany). Photomicrographs were
taken with an Axiocam camera (Zeiss, Germany). The per-
centage of immunoreactive cells in the CgCx, CPu, NAc core
(NAcC) and NAc shell (NAcS) was calculated by counting an
average of 800 to 1000 cells per brain structure in each sec-
tion, by an investigator blinded to the identity of the samples.
Two serial sections were considered per rat and values from
four rats were used for statistical analysis. For immunofluor-
escence microscopy, sequential through-focus images of
labeled cells were acquired using a confocal laser scanning
microscope (LSM 510, Carl Zeiss, NY, USA) equipped with
a Plan-Apochromat 63x oil immersion lens. Alexa Fluor 488
was excited using the 488 nm ray of the argon laser, whereas
CY3 was excited with the 543 nm line of the helium/neon
laser. Slight adjustments to photomicrographs were made
only to the brightness and contrast, using PhotoImpact 11.0
(Ulead) software.

Statistical analysis

Results are expressed as means == SEM. Effects of the HDAC
inhibitors during the FR1 sessions were analysed by two-way
ANOVA (treatment and session as factors of variation)
between groups of rats. Quantifications of gene expression
at both mRNA and protein levels were analysed by
one-way ANOVA (treatment as factor of variation).
Student-Newman-Keuls post hoc tests were performed
when required and significance was set at p < 0.05.

Results

Cocaine self-administration alters the expression of
Mecp2 and HDACs; effect of TsA

In a previous study, we showed that TsA treatment of adult
Wistar rats trained daily during cocaine self-administration
sessions produced a reduction in their cocaine intake beha-
viour, the effect being statistically significant from the third
session. We therefore used RT-quantitative PCR technology
to measure mRNA expression of Mecp2 and of several
HDACSs after four consecutive daily cocaine self-administra-
tion sessions (Table 1). Cocaine self-administration was found
to increase the amount of Mecp2 transcript by about three-fold
in the CgCx and NAc and by about 2.4-fold in the CPu.
Inhibiting HDACs with the general HDAC inhibitor TsA
reduced Mecp2 gene induction by 27% and 14% in the CgCx
and NAc, respectively, but not in the CPu. We measured the
expression of HDAC2, HDAC5 and HDACII genes, which
encode representative members of class I, Ila and IV of
HDAUC S, respectively. Whereas HDACS gene expression was
not modified in our experimental conditions, cocaine self-
administration was associated with the induction of HDAC2
in the three brain regions. The effect was of particular ampli-
tude in the NAc, in which a 16-fold increase was noticed
(Table 1). In contrast, HDACII gene was not significantly
induced in these brain structures. Treatment with TsA was
found to reduce HDAC2 expression. On the opposite,
HDACI1 gene was the only gene that was found to be strongly
induced by TsA (a 2.3-fold increase was observed in the cortex).
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Table 1. Messenger RNA expression of Mecp2, HDAC2, HDAC5 and
HDAC11 measured by RT-gPCR analysis

Saline Cocaine + veh Cocaine+TsA
Mecp2
CgCx 100 £ 16 296 4 30*** 215 £ 22%**
CPu 100 +19 237 £31* 243 £31%
NAc 100 +8 308 £ 5*** 265 £ 18***#
HDAC2
CgCx 100 £6 316 £ 67* 297 £ 34*
CPu 100 £ 16 337 £57%* 178 £33
NAc 100 +27 1597 £ 159** 12114 142*%*
HDACH
CgCx 100 +18 98 +23 116 +£9
CPu 100 +£5 96 + 20 106 £ 11
NAc 100 +£17 134 +18 143+12
HDAC11
CgCx 100 +18 125 + 48 201+ 57+
CPu 100 £ 10 118 +5 164 +13*
NAc 100 £ 26 158 £ 28 228 + 40*

Values, expressed as percentage of mRNA content in saline treated animals, are
means + SEM of mRNA levels in anterior cingulate cortex (CgCx), caudate-putamen
(CPu) and nucleus accumbens (NAc) from rats self-administering cocaine (‘Cocaine +
veh’) and rats treated with TsA before each self-administration session (‘Cocaine +
TsA) (n =4 per group). *p < 0.05, **p <0.01, ***p < 0.001 comparison with saline
group; "p<0.05 comparison between vehicle-treated and TsA-treated groups
(ANOVA followed by Student-Newman-Keuls post hoc test).

Using immunohistochemistry, we next verified whether
protein expression reflected the corresponding mRNA expres-
sion. Figure 1 illustrates protein expression in the CgCx of
rats after four daily sessions of saline or cocaine self-
administration. Another group of rats was treated with TsA
30 min before each self-administration session. Mecp2 and
HDAC2 immunoreactivity were found exclusively in cell
nuclei, in agreement with the proteins binding DNA or his-
tones. The number of immunoreactive cells for both proteins
was somewhat higher in rats that self-administered cocaine.
Treating animals with TsA produced a reduction in the
number of cells expressing Mecp2 but not HDAC2, when
compared with rats self-administering cocaine only. As
expected when considering a class II histone deacetylase,
HDACS immunoreactivity was found in nuclear and cyto-
plasmic compartments under the saline control condition
(Figure 1). In rats self-administering cocaine, it appeared
that HDACS immunoreactivity was less present in nuclei,
independently of the TsA treatment. Finally, HDACII
immunoreactivity, which was found predominantly in cell
nuclei, was increased in the CgCx of rats self-administering
cocaine. Similarly to what we observed for the mRINA induc-
tion, the number of HDACI11-immunoreactive cells further
increased in rats treated with TsA before each session.

Figure 2 shows a quantitative analysis of Mecp2, HDAC2,
HDACS and HDACI11 expression in the CgCx, the CPu and
in the core and shell subregions of NAc. The percentage of
Mecp2-positive cells was significantly enhanced in rats self-
administering cocaine (Figure 2A). The increase over control
was 2.0-, 3.6-, 5.3- and 3.5-fold in the CgCx, CPu, NAcC and

NACcS, respectively. Injection of TsA before each cocaine self-
administration session reduced the cocaine-induced Mecp2
immunoreactivity in all structures, except in the NAcS. We
observed a 53% decrease in the NAcC, compared with 11%
decrease in the CPu. The percentage of HDAC2-positive cells
was significantly enhanced in rats self-administering cocaine,
but to a lesser degree when compared with Mecp2
(Figure 2A). The increase over control was 2.0-, 1.7-, 1.5-
and 1.3-fold in the CgCx, CPu, NAcC and NAcS, respec-
tively. Treating rats with TsA had no further effect on
HDAC2 immunoreactivity. The percentage of HDACI1 pos-
itive cells was significantly enhanced in rats self-administering
cocaine (Figure 2A). The increase over control was 4.0-, 2.2-,
2.8- and 1.9-fold in the CgCx, CPu, NAcC and NAcS, respec-
tively. Injection of TsA before each cocaine self-administra-
tion session resulted in a further augmentation in HDACI1
immunoreactivity. The increase over the value found in the
cocaine self-administering group ranged from 20% in the CPu
to 56% in the NAcC. Globally, the results on Mecp2,
HDAC2 and HDACI11 protein expression are in agreement
with the data showing mRNA expression obtained by
RT-qPCR (Table 1), with the exception of HDAC?2 in the
NAc, for which the mRNA, but not the protein, was found
to be expressed at a particular high level in response to
cocaine. For HDACS5 quantitative analysis, the percentage
of nuclear labelling was assessed. Figure 2B shows that the
percentage of immunopositive nuclei was reduced from 69%,
65%, 71% and 71% in control rats, to 27%, 31%, 38% and
38% in response to cocaine self-administration in the CgCX,
CPu, NAcC and NAcS, respectively. Treating rats with TsA
had no further effect on the percentage of nuclear labelling of
HDACS.

Induction of MEF2C by cocaine self-administration;
involvement of phospho-HDACS

As it is known that HDACS compartmentalization depends
on its phosphorylation state, we followed HDACS phosphor-
ylation, using a ser-259 phospho-specific antibody. Figure 3A
shows phospho-HDACS5 immunofluorescence labelling in
CgCx sections adjacent to those used in Figure 1. Under
saline control conditions, phospho-HDACS was present in
nucleus and cytoplasm. After four sessions of cocaine
self-administration, phospho-HDACS immunoreactivity
decreased in the nuclel and accumulated in the cytoplasm,
in agreement with the notion that HDACS, once phosphory-
lated, translocates from the nuclear compartment to the
cytoplasm. A very similar labelling indicating HDACS trans-
location was also observed in the striatum (data not shown).
When rats were repeatedly treated with TsA before the ses-
sions, the distribution of phospho-HDACS labelling between
the cellular compartments was not noticeably modified.

In order to convincingly demonstrate that phospho-
HDACS5 indeed moved out of the nuclei in response to
cocaine, rendering the MEF2C transcription factor active,
we measured the expression of MEF2C protein. MEF2C
induction is considered as an index of MEF2C activation
by HDACS release from the chromatin, as the transcription
factor is known to induce the transcription of its own gene.
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Figure 1. Expression of chromatin-remodelling proteins by cocaine. Photomicrographs showing Mecp2, HDAC2, HDAC5 and HDAC11 immunoreactivity
in CgCx from rats self-administering saline (‘Saline’}, rats self-administering cocaine (‘Cocaine+veh") and rats treated with 0.3 mg/kg TsA
(‘Cocaine + TsA’) 30 min before each self-administration session (n =4 per group). Animals were sacrificed 2 h after the 4th self-administration session.
Coronal tissue sections (15 um) were incubated with rabbit polyclonal antibodies raised against Mecp2, HDAC2, HDAC5 and HDAC11. Antibody binding
was detected with secondary biotinylated antibody and peroxidase reaction (3,3’-diaminobenzidine tetrahydrochloride and H,0,). 'No primary AB’ refers
to experiments in which the primary antibody was omitted. Scale bar, applicable to the four micrographs present in the same line, 50 um.

Figure 3B shows that expression of MEF2C, which was
restricted to the nuclear compartment in agreement with the
protein being a transcription factor, was clearly enhanced in
CeCx of rats submitted to cocaine self-administration ses-
sions and the TsA treatment did not significantly modify its
expression. We also followed MEF2C mRNA expression
level in the CgCx, CPu and NAc of rats treated under the
same conditions, using RT-qPCR. Figure 4 shows that the
amount of MEF2C transcript was increased after four days
of cocaine self-administration by about 2.0-, 2.8- and 11-fold
in the CgCx, CPu and NAc, respectively. The effect was
reduced by 74% in the NAc, but not in the other structures,
when TsA was administered before cocaine.

Discussion

We report here that cocaine self-administration by rats was
accompanied by an increased synthesis of Mecp2 and of sev-
eral histone deacetylases in the CgCx, CPu and NAc. The
study was conducted at the level of both mRNA and protein
expression. It confirms a previous work in which we have
already shown that i.p. injection of cocaine or fluoxetine for
ten days increases Mecp2 protein synthesis in the CgCx and
CPu (Cassel et al., 2006). Concerning the HDACs, we studied
the expression of one member of each of class I, ITa and IV.
HDAC?2 isoform, a member of class I HDAC family, has also
been found to be induced in the CPu in the above mentioned
study. HDACS is a member of class [Ta HDAC family that is

highly expressed throughout the brain (Broide et al., 2007).
We found that cocaine self-administration decreased the
nuclear localization of HDACS in the structures examined,
suggesting a nuclear export of this protein in response to the
drug. HDACI1 isoform is the only representative of class IV
of HDACs and has not been characterized beyond genomic
localization and its high expression in rat brain (Broide et al.,
2007). Our data showing that cocaine self-administration
increased the percentage of HDACI1 immunoreactive
cells in the CgCx, CPu, NAcC and NAcS suggest a role
for this enzyme in the regulation of cocaine-induced
neuroadaptations.

HDACS is known to associate with MEF2C transcription
factor and to act as a potent inhibitor of MEF2-dependent
transcription (McKinsey et al., 2000). Following phosphory-
lation by calcium/calmodulin-dependent protein kinase, pro-
tein kinase D or salt-inducible kinase, HDACS binds a 14-3-3
protein and subsequently shuttles from the nucleus to the
cytoplasm allowing MEF2C-dependent transcription to
occur (McKinsey et al., 2000; Walkinshaw et al., 2008). On
the other hand, at least two protein phosphatases (PP1p and
PP2A) have been shown to dephosphorylate HDACS, there-
fore inducing nuclear import (Walkinshaw et al., 2008).
Target genes of MEF2C include myogenic bHLH gene and
the MEF2C gene itself (Wang et al., 2001). We therefore con-
sidered MEF2C synthesis as an index of MEF2C activation.
Our data indicate that in the CgCx of rats self-administering
cocaine, phospho-HDACS immunoreactivity decreased in the
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Figure 2. Expression of chromatin-remodelling proteins by cocaine. Quantification of Mecp2, HDAC2, HDAC5 and HDAC11 was carried out in anterior
cingulate cortex (CgCx), caudate-putamen (CPu) and nucleus accumbens core (NAcC) and shell (NAcS) from rats self-administering saline (‘Saline’), rats
self-administering cocaine (‘Coca+veh’) and rats treated with 0.3 mg/kg TsA (‘Coca+TsA') before each self-administration session (n=4 per group).
Treatment of rats and immunohistochemistry were carried out as described under Materials and methods. (A) For Mecp2, HDAC2 and HDAC11, the
percentage of immunoreactive cells was calculated on two serial sections from four rats and expressed as means & SEM. (B) For HDACS5, results are

expressed as percentage of immunoreactive nuclei. ***

p < 0.001, comparison with control rats; ##p < 0.01, ###p < 0.001, comparison between

vehicle-treated and TsA-treated groups (ANOVA followed by Student-Newman-Keuls post hoc test).

nucleus and accumulated in the cytoplasm of many cells. This
factor was accompanied by an important increase in the
number of MEF2C-immunoreactive cells. The observation
is in agreement with a study showing that in the NAc, chronic
i.p. cocaine injection increases the phosphorylation of
HDACS and its subsequent nuclear export (Renthal et al.,
2007). Our data also confirm that HDACS regulation by
cocaine does not take place at the level of its transcription.
Among the genes we examined, treatment with the general
HDAC inhibitor TsA before each cocaine self-administration
session was found to mostly affect Mecp2 and HDACI1
expression. No effect was observed on HDAC2 expression
or on HDACS5 expression and/or distribution. When consid-
ering the conventional view that histone hyper-acetylation is
associated with increased gene expression, it was surprising to
find that treatment with TsA actually decreased Mecp2

mRNA and protein levels in the structures examined. A sim-
ilar effect was reported previously in lymphosarcoma cells
treated with TsA (Ghoshal et al., 2002), while treatment of
C6cells with the sodium valproate HDAC inhibitor led to
increased MeCP2 expression (Kim et al., 2008). Obviously,
some process other than histone deacetylation participates in
the regulation of Mecp2 transcription in rat brain. In con-
trast, HDACI11 expression was clearly increased in response
to TsA treatment at both the mRNA and protein levels, indi-
cating that its transcription is governed by a conventional
epigenetic mechanism. It appears that the HDACI!I gene is
among the genes the expression of which is under the control
of histone acetylation, a regulation processing that represents
a feedback loop determining global histone acetylation level
(Ajamian et al., 2004). Our data also show that treatment
with TsA did not modify MEF2C transcription in the CgCx
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Figure 3. Phospho-HDAC5 (A) and MEF2C (B) expression in response to
cocaine self-administration. Labelling for phospho-HDAC5 et MEF2C was
carried out in CgCx from rats self-administering saline (‘Saline’), self-
administering cocaine (‘Cocaine+veh’) and rats treated with TsA
(‘Cocaine +TsA") before each self-administration session (n =4 per
group). Animals were sacrificed 2 h after the fourth self-administration
session. Coronal tissue sections were incubated with polyclonal antibo-
dies as described under Materials and methods. Secondary labeled anti-
bodies against phospho-HDAC5 (Alexa Fluor 488, green) and MEF2C (CY3,
red) were used. Nuclei were stained with Drag5 (shown in blue}. Scale bar,
applicable to the three micrographs present in the same line, 20 pm.

and CPu, but decreased dramatically MEF2C mRNA synthe-
sis in the NAc. The observation suggests that in the NAc,
some factor sensitive to acetylation either prevents MEF2C
activation or that MEF2C-dependent MEF2C transcription
is under control of a mechanism that involves histone acety-
lation. The situation is even more complex if one considers
that TsA not only modifies histone acetylation, but also
causes hypo-methylation of certain gene promoters through
the inhibition of DNA methyltransferase 3B expression
(Xiong et al., 2005), a phenomenon that would result in
increased transcription of the corresponding genes.

In a previous study, we showed that injection of HDAC
inhibitors to rats had a profound effect on the motivation of
the animals to self-administer cocaine (Romieu et al., 2008).
The present data were obtained in brain structures of rats sub-
mitted to four daily sessions of cocaine self-administration.

CgCx CPu
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2 “Baline Coca Coca
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o “Saline Coca Coca
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L "Saline Coca Coca
+veh + TsA

MEFZC mRNA relative expression

Figure 4. MEF2C mRNA expression in response to cocaine self-admin-
istration. MEF2C mRNA expression was measured by real-time quantitative
PCR analysis in anterior cingulate cortex (CgCx), caudate-putamen (CPu)
and nucleus accumbens (NAc). Values are means &= SEM of mRNA
expressed in the indicated brain structures of rats self-administering
saline (‘Saline’), self-administering cocaine (‘Coca+veh’) and rats treated
with TsA (‘Coca +TsA') before each cocaine self-administration session
(n=4 per group). Data represent the amount of each transcript, which
was normalized to that of 36B4 mRNA in each sample. Values are
expressed as percentage of mRNA content in saline treated animals.

*p < 0.05, **p < 0.01, comparison with control rats; ##p < 0.01, com-
parison between vehicle-treated and TsA-treated groups (ANOVA followed
by Student-Newman-Keuls post hoc test).

They show that modification of the behaviour was accompa-
nied by extensive changes in the expression of genes encoding
epigenetic regulation elements. Interestingly, while the expres-
sion of Mecp2, MEF2C and of all the HDAC genes consid-
ered in the present study was greatly affected in rats submitted
to the operant behavioural test, we noticed that only a few of
these genes were differentially expressed when the rats were
treated with the HDAC inhibitor TsA before each session. A
correlation can therefore be drawn between the modification
of gene expression and the reinforcing property of cocaine,
which is very high after four sessions of self-administration
and which was found to be reduced by TsA. This situation is
the case for Mecp2, the synthesis of which was largely induced
by cocaine and for which a decrease in mRNA and protein
levels was found in response to TsA in the CgCx, a structure
entailed in anticipation of tasks and in modulation of emo-
tional responses and in the NAc, a key structure for motiva-
tion and reward processing. This also appears in the NAc for
MEF2C mRNA expression, which was induced by cocaine
and subsequently reduced by TsA. The two factors known
to regulate gene transcription appear as candidates for play-
ing an important role in the neurobiological mechanism
dictating a decrease in the reinforcing properties and in the
lesser motivation of the rats for taking cocaine. The genes
that are regulated by these factors remain however to be
characterized.
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4.1 Résultats complémentaires
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Figure C1. Effet de la TsA sur I'auto-administration de cocaine (0,33mg/kg/injection) en FR1.
La TsA (0,3mg/kg) ou la solution véhicule (DMSO 10%) a été injectée i.v. 30 min avant
chacune des sessions d’AA en FR1. Le groupe « solution saline » fait référence a des rats,
qui en réponse a leur nose-poke dans l'orifice actif recoivent l'injection i.v. d’une solution
saline et non pas de cocaine. Le nombre d'injections effectuées durant les sessions
journalieres de 2 h est exprimé en tant que moyenne + erreur-type (n = 4 par groupe). *p <
0,05 et **p < 0,01 en comparaison avec le nombre d'injections effectuées par le groupe
« véhicule » pendant la méme session. (ANOVA suivie d'un test de comparaison multiple de
Student-Newman-Keuls).
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5. Publication n°5

Inhibition of Histone Deacetylases in Rats Self-Admistering Cocaine Regulates

Lis1l and Reelin Gene Expression, as Revealed by Mbarray Technique
Lionel Host, Patrick Anglard, Pascal Romieu, Clelst Thibault,
Doulaye Dembele, Dominique Aunis, Jean Zwiller

Journal of Neurochemistry, 2010

Apres avoir démontré que I'AA de cocaine stimulaixpression du facteur de transcription
MEF2C, ainsi que I'expression d’autres facteursncenpour réguler la transcription, tels
MeCP2 ou HDAC11, nous avons cherché a caractétiseasemble des génes dont
I'expression était modifiée par la TsA chez des sauto-administrant la cocaine en FR1.
Nous avons utilisé la technologie des microarrays pléterminer le pattern d’expression de
géenes dans le CgCx et dans le NAc.

Dans cette expérience, nous avons identifié 72P36téchantillons, respectivement
dans le CgCx et dans le NAc, différentiellementrarps, entre des rats traités ou non par la
TsA. Ces résultats ont été confirmés concernaritggapes, au moyen de la technique de RT-
gPCR. Nous nous sommes alors focalisés sur lessgéag (Lissencephaly gene-19t
Reelinecar :

i) ils sont régulés de la méme maniere par ’AAcdeaine et par la TsA.

i) ils appartiennent a la méme cascade de sigialis cellulaire

iii) des mutations au sein des deux génes sonbragihe d'une lissencéphalie, une

malformation du cerveau humain caractérisée paeésorganisation des couches
corticales résultant d’'un défaut de migration neate.

Nous avons montré que I'AA de cocaine induisaxpression de ces deux genes, que
la TsA potentialisait cette induction dans le Cg@wjs qu’elle la bloquait dans les deux sous
structures du NAc, a savoir la partie core et lgi@pashell. Nous avons aussi montré que
I'administration i.p. de cocaine pendant dix jomnduisait la protéine Lisl dans le CgCx et le
Nac, ainsi que la protéine Reeline dans le NAcsdue l'injection répétée de fluoxétine, un
inhibiteur spécifique de la recapture de la séliamnnduit une expression similaire de Lis1,

la composante sérotoninergique de la cocaine ertgans doute a I'expression de cette

protéine.
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Inhibition of histone deacetylases in rats self-administering
cocaine regulates lissencephaly gene-1 and reelin gene
expression, as revealed by microarray technique

Lionel Host,*'1 Patrick Anglard,*'t+ Pascal Romieu,*t Christelle Thibault,}} Doulaye Dembele, 1

Dominique Aunis*'T and Jean Zwiller*:f

*Inserm, U575, Centre de Neurochimie, Strasbourg, France
YUniversité de Strasbourg, Strasbourg, France
1IGBMC, Microarray platform, Illkirch, France

Abstract

Injection of the histone deacetylase inhibitor trichostatin A
(TsA) to rats has been shown to decrease their motivation to
self-administer cocaine. In the present study, we investigated
alterations in gene expression patterns in the anterior cingu-
late cortex and nucleus accumbens of rats self-administering
cocaine and treated with TsA. Using oligonucleotide micro-
arrays, we identified 722 probe sets in the cortex and 136
probe sets in the nucleus accumbens that were differentially
expressed between vehicle and TsA-treated rats that self-
administered cocaine. Microarray data were validated by real-
time PCR for seven genes. Using immunohistochemistry, we
further investigated the expression of Lis1 and reelin genes,

Cocaine is an addictive stimulant drug abused by humans
and self-administered by rats (Roberts and Koob 1982). The
psychostimulant interferes with monoamine transporters,
resulting in increased synaptic levels of the amines (Ritz
et al. 1987). The dopaminergic system that originates from
the ventral tegmental area and projects to the nucleus
accumbens (NAc) and to other forebrain structures like the
anterior cingulate cortex (CgCx) is thought to represent a key
pathway by which psychostimulants produce reinforcement
(Di Chiara and Imperato 1988). The NAc, which is typically
divided into two major subdivisions, the shell and the core,
has been implicated in self-administration of psychostimu-
lants (Koob 1992) and in the expression of cocaine-induced
sensitization, a phenomenon that may mimic aspects of the
development of addiction (Robinson and Berridge 2001).
The CgCx appears to be implicated in compulsive drug-
taking, in craving and relapse after withdrawal and in the
development and maintenance of behavioral sensitization
(Childress et al. 1999, Goldstein and Volkow 2002).

© 2010 The Authors

because (i) they were similarly regulated by TsA at the mRNA
level; (ii) they belong to the same signal transduction pathway;
(iii) mutations within both genes cause lissencephaly. Cocaine
self-injection was sufficient to activate the two genes at both
the mRNA and protein levels. TsA treatment was found to up-
regulate both Lis1 and reelin protein expression in the cortex
and to down-regulate it in the nucleus accumbens of rats self-
administering cocaine. The data suggest that the two proteins
contribute to establish neurobiological mechanisms underlying
brain plasticity whereby TsA lowers the motivation for cocaine.
Keywords: cocaine self-administration, histone deacetylase,
lissencephaly gene-1, microarray, reelin, trichostatin A.

J. Neurochem. (2010) 113, 236-247.

Dysfunction of the frontal cortex may result in greater
impulsivity and impaired decision-making, which are often
observed in chronic cocaine users (Bolla et al. 2003).

Drug dependence is currently viewed as a chronic brain
disease characterized primarily by a compulsive drug-seek-
ing and drug-taking behavior. It occurs over time and
requires persistent cellular adaptations (White and Kalivas
1998; Nestler 2001). One area of intensive research therefore
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Abbreviations used: CgCx, anterior cingulate cortex; CPu, caudate-
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aims at identifying the long-term adaptations induced by
cocaine. It was recently reported that regulation of gene
expression in the mature brain by cocaine includes epigenetic
mechanisms that regulate the accessibility of genes to the
transcriptional machinery (Colvis et al. 2005; Cassel et al.
2006). In the nucleosome, access to DNA is achieved via
complex associations of proteins in which post-translational
modifications of histones play a major role. Histone acety-
lation on lysine residues in the amino-terminal tail is the most
frequent post-translational histone modification. In general,
increased histone acetylation is associated with DNA relax-
ation and elevated transcriptional activity, whereas decreased
acetylation brought about by histone deacetylases (HDACs)
results in tighter DNA coiling and gene silencing (Jenuwein
and Allis 2001; de Ruijter et al. 2003).

In a recent report, we have shown that repeated injections
of the HDAC inhibitor trichostatin A (TsA) to rats were
sufficient to decrease their motivation to self-administer
cocaine (Romieu ef al. 2008). The aim of the present study
was to investigate alterations in gene expression patterns in
the NAc and CgCx of rats self-administering cocaine and
treated repeatedly with TsA, and to compare these alterations
with those observed in rats taking only cocaine. We have
used oligonucleotide microarrays to produce a large set of
genes under the control of HDAC inhibition, and confirmed
results of seven of them by real-time PCR. Two of them were
further characterized by immunohistochemistry, which
allowed to compare the effect of self-administered cocaine
to the effect of non-contingent cocaine administration, as
well as to the effect of a serotonin-elevating drug.

Materials and methods

Animals

Male Wistar rats (Janvier, Le Genest-Saint-Isle, France), weighing
160-180 g, were housed in standard home cages (5 rats per cage),
under an inverted 12 h light-dark cycle (lights on at 7:00 pm).
Animals had free access to food and water. After surgery for catheter
implantation into the jugular vein, animals were housed individually
so that acoustic, olfactory and visual social contacts remained
possible. They were allowed to recover for 5-7 days before the
beginning of the drug self-administration test, which was conducted
during the dark period. All procedures involving animal care were
conducted in compliance with national laws and policies (Council
directive 87848, 1987, Service Vétérinaire de la Santé et de la
Protection Animale; permission 67-165 to JZ) and with international
guidelines (NIH publication 5586-23, 1985).

Pharmacological treatment

Cocaine hydrochloride (Cooper, Melun, France) solution was
adjusted with NaCl 0.9% to infuse an intravenous (i.v.) dose of
0.33 mg/kg/injection for sclf-administration. Trichostatin A at
0.3 mg/kg (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) or 10% dimeth-
ylsulfoxide vehicle solution were administered i.v. 30 min before

© 2010 The Authors
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the beginning of cach sclf-administration session. For non-contin-
gent drug administration, rats were intraperitoncally (i.p.) injected
cither acutely or repeatedly for 10 days (one injection per day) with
20 mg/kg cocaine hydrochloride or 10 mg/kg fluoxctine hydrochlo-
ride (Lilly, Indianapolis, IN, USA).

Surgical procedures

Intravenous catheterization procedure was performed as described
(Caine et al. 1993). Rats were ancsthetized with ketamine and
xylazine prior to surgical implantation of a chronic indwelling
catheter in the right jugular vein. The silicone catheter (Silastic®;
Plastics One, Roanoke, VA, USA), was fitted to a 22 gauge guide
cannula that was bent at a right angle and then embedded in dental
cement on a circular 2.5 cm mercylene mesh base. A discrete
incision was performed onto the jugular vein; the heparinized
catheter was immediately inserted 3.6 cm into the vein and anchored
with suture. Catheters were flushed daily with 150 pL of a solution
mixture containing 300 U/mL heparin and 0.1 g/mL ampicillin to
prevent clotting and infection.

Cocaine operant self-administration

Drug self-administration was performed as previously described
(Romieu ef al. 2008) in dark operant chambers (30 x 30 x 30 cm)
located in a sound-attenuated room. Briefly, a computer-driven
syringe pump (Imetronic, Pessac, France) activated a 5 mL syringe
and pushed fluid into silastic tubing connected to the rat through its
externalized 22 gauge guide cannula. Each chamber was cquipped
with two 3 ¢cm diameter holes on the same wall, located 4 ¢cm above
the floor; onc was sclected as the active hole for delivering the
reinforcer and the other as the inactive hole. Disruption of an
infrared photobeam in each hole (nose-poke) was detected using a
digital input card (DIO-24; National Instrument, Austin, TX, USA)
and home made LabView softwarc (National Instrument). Nosc-
pokes into both holes were recorded. Nose-pokes into the inactive
hole had no programed conscquence.

The procedure used was a fixed-ratio 1 (FR1) schedule of
reinforcement that was carried out for 4 days during daily 2 h
scssions (LeSage et al. 1999). In this schedule, cach nose-poke into
the active hole triggered the i.v. delivery of a 40 L cocaine solution
over 2 s under the control of the computer. A stimulus light, located
20 cm above the active hole was paired contingently with the
delivery of cocaine and persisted during a 40 s time-out period. No
cut-off was applied concerning the number of self-infusions the rat
was able to perform during the session.

Results are expressed as mean £ SEM. Effect of TsA during the
totality of the FR sessions was analyzed by two-way aNova
(treatment and session as factors of variation) between groups of
rats. Student-Newman—Keuls post hoc test was performed and
significance was set at p < 0.05.

Oligonucleotide microarrays

Rats were killed 2 h after the fourth self-administration session by
an overdosc of pentobarbital (100 mg/kg, i.p.), their brains were
removed and CgCx and NAc were dissected. Total RNA was
extracted, according to the procedure described (Chomezynski and
Sacchi 1987). Quality and quantity of the RNA were cvaluated by
measuring optical density at 260 and 280 nm, and by gel
clectrophoresis. RNA was converted to cDNA and transcribed into

Journal Compilation © 2010 International Socicty for Neurochemistry, J. Neurochem. (2010) 10.1111/j.1471-4159.2010.06591.x
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cRNA in the presence of biotinylated ribonucleotides, according to
standard Affymetrix protocols (Affymetrix ‘Expression Analysis
Technical Manual’, #701021 Rev. 5). For cach of the two treatment
groups (cocaine + vchicle and cocaine + TsA), six rats were used.
Brain tissue from two rats was pooled for hybridization. In total, 12
arrays were used, considering that we analyzed two brain structures.
Hybridization was carricd out using Affymectrix GeneChip® Rat
Genome 230 2.0 oligonucleotide arrays (Affymetrix, Santa Clara,
CA, USA) displaying about 31 000 probe scts. Microarrays were
scanned using the Affymetrix GeneChip® Scanner 3000 7G.

Bioinformatics analysis

The selection of genes differentially expressed was based on data
processed using the Affymetrix GeneChip operating software
(GCOS v1.4; MAS 5.0 algorithm). An absolute analysis and a
comparative analysis were performed (see Affymetrix technical
note: statistical algorithms reference guide). In the absolute analysis,
a detection algorithm was used to associate a p-value and a present
call (P, present or A, absent) to each probe set on the array; the
signal algorithm was used to associate expression levels to probe
sets. In the comparative analysis, two algorithms were used. One
associated a change call to probe sets: increase or marginal increase
(I/MI), decrease or marginal decrease (D/MD) or non-change. The
second algorithm computed a p-value for the signal log ratio
associated to the change. The Wilcoxon’s signed rank test was used
to analyze the p-values obtained in the absolute and the comparative
analyscs.

The MAS 5.0 algorithm has been shown to be more sensitive and
selective for identifying differentially expressed genes than Robust
Multi-array Analysis (Irizarry et al. 2003; Millenaar et al. 2006;
Pepper et al. 2007), especially when detection calls are used. We
therefore sclected differentially expressed genes by using the
following steps: (i) sclection of probes called present for the three
baseline or treated tissue samples; (ii) selection of probes displaying

Table 1 Sequence and characteristics of primers used

Résultats Expérimentaux
Gene expression in cocaine self-administering rats | 3

at Icast 2 I/MI (or 2 D/MD) detection calls; and (iii) sclection of
probes with comparison signal log ratios greater than 0.58 (or less
than —0.58). We also verified that the sclected probes possessed
acceptable False Discovery Rate (Benjamini ef al. 2001), using
the p-values associated to the comparative analysis of GCOS
algorithm.

Real-time qPCR analysis

For real-time qPCR analysis, groups of animals distinct from those
used for microarray analysis were used. Three different groups of
rats were considered: cocaine sclf-administering animals treated
with vehicle or TsA 30 min before the self-administration session
and an additional control group that received i.v. saline instead of
cocaine in response to nose-pokes completed into the active hole. As
indicated above, rats were killed 2 h after the fourth daily self-
administration session by an overdose of pentobarbital; brains were
removed and total RNA was extracted from CgCx, caudate-putamen
(CPu) and NAc. First strand cDNA was generated from 1 g of total
RNA and random primers using Omniscript Reverse Transcriptase
(Qiagen, Valencia, CA, USA) in a total volume of 20 pL ina 1 h
reaction at 37°C. The reaction product was used for real-time qPCR
assay with a Light Cycler instrument and technology (Roche
Applied Science, Indianapolis, IN, USA) with SybR Green I dye for
detection. Sequences of forward and reverse primers used at 0.2 pM
concentrations for measuring the expression of seven genes are
indicated in Table 1. Amplicons have been designed to span exon
borders to cxclude false-positive detection of genomic contamina-
tion. PCR comprised an initial denaturation step of 10 min at 95°C,
followed by 45 cycles; one cycle consisted of 10 s at 95°C, 5 s at
the indicated hybridization temperature (Table 1) and for the
indicated clongation time at 72°C. Quantification of results was
achicved using the Standard Curve Method in which a standard
curve is first constructed from cDNA of known concentration. This
curve is then used as a reference standard for extrapolating

Anneal. Position on Transcript size
Gene temp. (°C) cDNA (exon no.) Sequence (5" - 3") (base)/elong. time (s)
5HT4 60 612-630 (E2) F: CGCTTCAACTCCAGAACCA 173/10
764-784 (E3) R: GCCACAAAAGAGCCTATGAGA
FMR1 60 1476-1495 (E12) F: GGCAAATCCTCCATCAGTTC 164/10
1619-1632 (E13) R: GCATCTTCATCAGTCCTTCGT
GABA,fS2 60 599-618 (E6) F: CGGGAGTGACAAAGATTGAG 194/11
773-792 (E7) R: AAAGGAGACCCAGGAGAGGA
LIS1 61 982-1001 (E5) F: GCAAACTCTTGGCTTCCTGT 225/12
1187-1206 (E7) R: CCCATTCTCTGTGTCCTGTG
PP4R2 60 767-786 (E7) F: TTTCTTTGTCAGCCCCCTTA 184/11
929-950 (E8) R: CGTTCCTCAGATTCCACAGTAT
Reelin 61 9438-9457 (E57) F: GCAATCCATCCTTCCACCTC 130/9
9549-9567 (E58) R: GCTTCACAACCCACCACAA
758C22 61 652-671 (E1) F: GAAGTGGAGTCTGGGGGTTT 152/10
784-803 (E2) R: AAGTAGAGGGCTGGGGAGTT
36B4 61 738-757 (E5) F: GTGCCTCACTCCATCATCAA 206/12
924-943 (E6) R: TCCGACTCTTCCTTTGCTTC

F, forward direction; R, reverse direction.

© 2010 The Authors
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quantitative information for mRNA targets of unknown concentra-
tions. Variation introduced as a result of variable RNA inputs was
corrected by mnormalization to the housckeeping 36B4 gene,
encoding the acidic ribosomal phosphoprotein PO. The specificity
of each real-time qPCR product was verified by melting curve
analysis. Reverse transcription and real-time qPCR were performed
in triplicate for each gene.

Immunohistochemistry

Additional groups of animals treated as described above for real-
time qPCR analysis were used for immunohistochemistry. Two
hours after the fourth self-administration session, rats were perfused
transcardially with 50 mL saline followed by 1% paraformaldehyde
in phosphate-buffered saline (PBS; 0.1 M; pH 7.2; 250 mL). The
brains were then kept overnight at 4°C in 15% sucrose, frozen in
isopentanc at —40°C, and stored at —80°C. Coronal tissuc scctions
(15-um thick) were prepared using a Frigocut-E 2800 Cryostat
(Reichert Microscope, Depew, NY, USA).

Immunohistochemistry was carried out essentially as described
previously (Cassel et al. 2004). After incubation in PBS containing
0.5% bovine serum albumin and 0.5% Triton X-100 for 30 min, rat
brain sections were incubated overnight with the following
polyclonal rabbit antibodics: anti-lissencephaly gene-1 (anti-Lisl)
antibody diluted 1 : 100 in PBS (Santa Cruz Biotech., Santa Cruz,
CA, USA) and anti-reclin antibody diluted 1:200 (Abcam,
Cambridge, UK). Sections were then rinsed in PBS and successively
incubated with biotinylated horse anti-rabbit IgG for 1 h, with an
avidin—biotin—peroxidase complex (Vectastain Elite ABC Kit
Universal, Vector Lab., Burlingame, CA, USA) for 1 h, rinsed in
PBS and recacted for 8 min with the chromagen 3,3’-diaminobenzi-
dine tetrahydrochloride and H,O,. Sections were then incubated for
15 min in 2.5 pM bisbenzimide (Hocchst 33258; Sigma-Aldrich)
solution to label nuclei and coverslipped with Mowiol. Staining was
observed under a fluorescent Leitz DM RB binocular microscope
(Leica Microsystems, Wetzlar, Germany), with L-Plan 10x ocular
and Fluotar 40x objective (Leica Microsystems). Two photomicro-
graphs were taken for a same ficld with an Axiocam camera (Carl
Zeiss, lena, Germany): one allowing counting the total number of
nuclei stained with Hocchst 33258 and the other to count the
number of immunoreactive cells for a given antigen. The percentage
of immunorcactive cells in the CgCx, NAc¢ core (NAcC) and NAc
shell (NAcS) was calculated from counts on at least 800 cells by an
investigator blinded to the identity of the samples. For cach value,
6-8 counts were performed on four scctions from four distinct rats.

Results

Gene expression profiling in rats self-administering cocaine
and treated with TsA

The first step of the study was to identify genes the
expression of which was regulated by the HDAC inhibitor
TsA in dopaminergic brain structures of rats self-administer-
ing cocaine. Figure 1 shows that TsA treatment of rats
trained daily during 2 h sessions of cocaine self-administra-
tion under the FR1 schedule of reinforcement produced a
reduction in their cocaine intake behavior. The decrease in
the number of self-injections was statistically significant

© 2010 The Authors
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Fig. 1 Effect of trichostatin A (TsA) on cocaine self-administration
(0.33 mg/kg/infusion) under the FR1 schedule of reinforcement. TsA
or vehicle (10% dimethylsulfoxide) was administered i.v. 30 min before
the beginning of each cocaine self-administration session. The num-
ber of self-injections reached during 2-h daily sessions is expressed as
mean + SEM. Vehicle-treated (n=6) and 0.3 mg/kg TsA-treated
(n=6) groups of rats were studied. **p < 0.01, two-way AnOvA
(treatment and session as factors of variation) followed by Student—
Newman—Keuls post hoc test.

from the third session (F47 =11,9; p <0.001). The rats
which exhibited a 33% reduction in the number of self-
injections in response to TsA during the fourth self-admin-
istration session (Fig. 1) were used for gene expression
profiling in both the NAc and the CgCx. We compared TsA-
and vehicle-treated groups in both structures using three
separate Rat Genome 230 2.0 oligonucleotide arrays per
group. The data discussed in this publication have been
deposited in NCBI’s gene expression omnibus and are
accessible through GEO series accession number GSE18055
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE18
055).

In the CgCx, the selection criteria used for the microarray
analysis led to 722 probe sets showing significant differential
expression in TsA-treated rats compared with vehicle-treated
rats (692 probe sets were up-regulated and 30 were down-
regulated). Among the genes differentially expressed, one
can find genes encoding neurotransmitter receptors, such as
the GABA -2 receptor subunit (2.3-fold change; p = 0.007)
or the 5-HT,4 receptor (1.6-fold change; p = 0.025); cation
channels, such as the voltage-dependent calcium channel (34
subunit (1.7-fold change; p = 0.017) or the long transient
receptor potential channel TRPC7 (1.8-fold change;
p = 0.008). The fragile X mental retardation gene FMRI
(1.6-fold change; p = 0.021), the regulatory subunit 2 of
protein phosphatase 4 (2.1-fold change; p = 0.038) and the
Lisi gene (2.0-fold change; p = 0.005), which is implicated
in the layering of the developing cerebral cortex, were also
up-regulated by the TsA treatment.

In the NAc, 136 probe sets were differentially expressed
between the two groups when considering probe sets selected
by the statistical analysis. Among them, 25 probe sets were
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up-regulated and 111 were down-regulated in the TsA-treated
group as compared with the group that only self-administered
cocaine. The list includes genes such as reelin (0.5-fold
change; p = 0.017), encoding a protein which is essential for
long-term memory formation or genes encoding transcription
factors such as the transforming growth factor-f stimulated
clone-22 (7SC22) domain family protein 4, a member of the
leucine zipper protein family of transcription factors (2.6-fold
change; p = 0.009).

Validation of gene expression by real-time qPCR

To confirm the results from oligonucleotide microarray
experiments, we verified using real-time qPCR that some
of the genes were indeed differentially expressed between the
various groups. The experiment was carried out in groups of
rats distinct from those used for gene profiling. Messenger
RNA levels were measured in three groups of rats: (i) one
control group that received i.v. saline instead of cocaine in
response to nose-pokes achieved into the active hole. These
rats completed only 19% of the total injections achieved by
the cocaine taking animals. Only 36% of the nose-pokes
were directed toward the active hole, compared with 89% in
the cocaine group; (ii) one group self-administering cocaine
for four daily sessions and injected with vehicle and (iii) one
group treated with TsA before each self-administration
session. Statistical analysis concluded that the differences
between groups were also significant (F, 47 = 79.3; p <
0.001).

Table 2 shows mRNA expression in the CgCx, CPu and
NAc of seven genes that were found to be differentially
expressed in the microarray experiment: five up-regulated
genes in the CgCx, followed by one up-regulated and one
down-regulated gene in the NAc. All the genes that were up-
regulated by TsA in the cortex in the microarray experiment
were also found to be induced to a large extent when assayed
by real-time qPCR. Agreement of the quantification values
between the two techniques was satisfactory. For instance,
the amount of Lis/ transcripts measured by real-time qPCR
was enhanced 2.8-fold by the TsA treatment in the CgCx,
whereas a 2.0-fold change was noted in the microarray
experiment. This increase was not observed in the CPu. In
the NAc, treatment with TsA nearly abolished the expression
of Lis] (90% decrease compared with saline). On the
opposite, TsA was found to increase the expression of J5-
HT,, receptor and FMRI genes in the NAc. It is noteworthy
that some genes, characterized as regulated by TsA, were
already induced in response to cocaine. This is especially
the case for Lis/ and FMR1 genes, which were induced in the
CgCx approximately ten- and threefold, respectively, in the
cocaine self-administration group over the control group.

The reelin gene that was down-regulated by TsA in the
NAc in the microarray experiment was also reduced in the
same structure when assayed by real-time qPCR, but induced
in the CPu (Table 2). On the opposite, the 7.SC22 gene that
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Table 2 Messenger RNA expression of Lis1, GABAsS2, 5HTo,,
FMR1, PP4 regulatory subunit 2, TSC22 and Reelin measured by real-
time gPCR analysis

Saline Cocaine + veh Cocaine + TsA

LIS1

CgCx 100 + 20 950 + 150* 2691 + 244+

CPu 100 + 38 296 + 51* 125 + 36"

NAc 100 + 23 178 + 17~ 8 + 2w
GABAAS2

CgCx 100 + 20 98 + 23 320 = 65**

CPu 100 + 20 212 + 24 285 + 54*

NAc 100 + 29 215 + 31 160 + 37
5HTz4

CgCx 100 + 26 143 + 28 497 + 52+ H

CPu 100 + 20 190 + 24* 265 + 23+

NAc 100 + 16 160 + 19 254 + 19+t
FMR1

CgCx 100 + 30 311 = 62~ 1118 + 153*#

CPu 100 + 27 364 + 54* 448 + 68*

NAc 100 + 34 292 + 43* 472 + 68"
PP4R2

CgCx 100 + 33 142 + 31 501 = 74+

CPu 100 + 15 295 + 39** 325 + 47**

NAc 100 = 22 272 + 28** 329 + 23**
TSC22

CgCx 100 + 15 142 + 35 263 + 59+

CPu 100 + 25 143 + 43 200 + 38

NAc 100 + 13 226 + 29** 234 + 29**
Reelin

CgCx 100 + 35 115 + 42 155 + 39

CPu 100 + 13 158 + 36 299 + 46%"

NAc 100 + 23 373 + 26* 271 + 27*

Values are mean + SEM of mRNA levels, expressed as percentages
of those found in saline treated animals, in anterior cingulate cortex
(CgCx), caudate-putamen (CPu) and nucleus accumbens (NAc) from
rats self-administering cocaine (Cocaine + veh) and rats treated with
TsA before each self-administration session (Cocaine + TsA) (n=4
per group). *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, comparison with saline
group; "p<0.05, *p<0.01, " p<0.001, comparison between
vehicle-treated and TsA-treated groups (anova followed by Student-
Newman-Keuls post hoc test).

was found to be induced in the NAc in the microarray
experiment was not increased by real-time qPCR in this
structure, but it was induced in the cortex.

Validation of Lis1 protein expression

In the CgCx, Lis] was clearly the gene that was subjected to
inductions of highest amplitudes in response to cocaine; it
was also induced to a large extent when TsA was given to
animals self-administering cocaine. We therefore verified that
Lis1 expression was induced at the protein level, using
immunohistochemistry. Figure 2 illustrates Lisl protein
expression in the CgCx and in the core and shell compart-
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Fig. 2 Immunohistochemistry of lissencephaly gene-1 (Lis1) in ante-
rior cingulate cortex (CgCx) and nucleus accumbens (NAc). Photo-
micrographs showing Lis1 immunoreactivity in CgCx (a), NAc core
(NAcC) (c) and NAc shell (NAcS) (e) of saline-treated rats (n = 4), rats
treated with trichostatin A (TsA) (n = 4), rats self-administering co-
caine (n=4) and rats treated with 0.3 mg/kg TsA before the self-
administration sessions (n = 4). ‘Control’ shows experiments in which
the primary antibody was omitted. Quantification of Lis1 immuno-

ments of the NAc in separate groups of rats, that showed also
significant behavioral differences (F3 g3 = 66.8; p < 0.001).
An additional control group of animals treated with TsA and
receiving saline in response to nose-pokes was also intro-
duced at this point. In the CgCx, the number of Lisl
immunoreactive cells increased in rats that self-administered
cocaine for four daily sessions; the number was further
increased in rats treated with TsA before each session
(Fig. 2a). The quantitative analysis of Fig. 2(b) confirms that
only about 20% of cells showed Lisl immunoreactivity in
control rats, whether or not treated with TsA; the percentage
of Lisl immunoreactive cells significantly increased to 41%
in response to cocaine self-administration (2.1-fold increase)
and to 61% when the rats were treated with TsA before the
sessions (3.0-fold increase), implying that HDAC inhibition
enhanced Lisl expression 1.5-fold. As observed for the
induction of Lis/ mRNA, the increase in Lis] protein was in
agreement with that obtained in the microarray study (2.0-
fold).

Lis1 was expressed at high levels in the core part of the
NAc of control saline- or TsA-treated rats (Fig. 2c¢). A slight
increase in the number of Lisl-positive cells could be
observed after 4 days of cocaine intake, but the number
decreased dramatically upon TsA treatment before the self-
administration sessions. The quantitative analysis of
Fig. 2(d) shows that the percentage of immunoreactive cells
in the NAcC rose from 44% in control rats to 61% in
response to cocaine self-administration. Surprisingly, only

© 2010 The Authors

04

reactivity is shown for CgCx (b), NAcC (d) and NAcS (f) in the same
groups of animals. Each bar represents the percentage of immuno-
reactive cells calculated from 6 to 8 counts on four sections from four
rats, expressed as mean + SEM. *p < 0.05, **p < 0.01, **p < 0.001,
comparison with saline control rats; **p < 0.01, **p < 0.001, com-
parison between vehicle-treated and TsA-treated groups (anova fol-
lowed by Student-Newman—Keuls post hoc test). Scale bar applicable
to all micrographs, 50 pm.

11% of cells displayed immunoreactivity after TSA treatment,
which corresponded to a value lower than the control value.
In contrast to what we observed in the core, the shell
subregion of the NAc displayed only about 16% Lisl-
positive cells in control rats (Fig. 2e and f). The number rose
dramatically to 55% upon cocaine self-administration and
fell in response to the HDAC inhibition by TsA to a level that
was still above the control.

We next asked whether the Lisl induction noticed upon
cocaine self-administration was also observed after non-
contingent administration of the drug of abuse. Figure 3
shows that a single i.p. injection of cocaine was increasing
Lisl protein expression by 2.3-, 1.3- and 1.8-fold in the
CgCx, NAcC and NAcS, respectively. The repeated treat-
ment with cocaine for 10 days led to stronger inductions
(4.7-, 1.6- and 2.4-fold increase in CgCx, NAcC and NAcS,
respectively). Surprisingly, repeated fluoxetine treatment was
at least as efficient as cocaine in inducing Lisl protein,
because a 7.2-, 1.7- and 3.0-fold increase was noted in CgCx,
NAcC and NAcS, respectively. Similar results to those found
in the NAcS were obtained in the CPu (data not shown).

Validation of reelin protein expression

To further validate the results from microarray experiments
in the NAc, we measured by immunohistochemistry the
expression of the reelin protein, which was found to be
down-regulated in this dopaminergic structure by TsA in the
microarray experiment as well as by real-time qPCR.
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Fig. 3 Immunohistochemistry of lissencephaly gene-1 (Lis1) in cin-
gulate cortex (CgCx) and nucleus accumbens (NAc). Quantification of
Lis1 immunoreactivity in CgCx (a), NAc core (NAcC) (b) and NAc shell
(NACS) (c) of rats i.p. injected acutely with saline (n = 4) or 20 mg/kg
cocaine (n = 4) or in rats i.p. injected for 10 days (1 injection per day)
with saline (n=5), cocaine (n=4) or 10 mg/kg fluoxetine (n = 4).
Each bar represents the percentage of immunoreactive cells calcu-
lated from seven counts on four sections, expressed as mean + SEM.
*p < 0.05, **p < 0.01, **p < 0.001, comparison with saline control rats
(anova followed by Student—-Newman—Keuls post hoc test).

Figure 4 illustrates reelin expression in the CgCx and NAc
subregions in the same groups of rats as those used for the
expression of Lisl. Reelin immunoreactivity was evident in
the cytoplasm and also in the extracellular matrix, as reported
earlier (Pesold ef al. 1998). TsA alone had no effect on the
expression, and the number of immunoreactive cells in the
NAc subregions increased after 4 days of cocaine self-
administration when compared with the control groups
(Fig. 4a, ¢ and e). This induction was highly potentiated in
the cortex by TsA injection, but was reduced in the NAc. The
quantitative analysis of Figure 4(b), (d) and (f) shows that
around 20% of cells exhibited reelin immunoreactivity in
control conditions. The percentage of reelin-positive cells
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was significantly enhanced in the NAc of rats self-adminis-
tering cocaine. Injection of TsA before each cocaine self-
administration session resulted in an augmentation in reelin
immunoreactivity in the cortex. In agreement with data
obtained for the mRNA expression, reelin protein expression
was found to be reduced by TsA in both NAc subregions.
The decrease over the value found in the cocaine self-
administering group was about 50% in the NAcC and NAcS.

As we did for Lisl, we measured the reelin protein
expression after non-contingent cocaine administration.
Figure 5 shows that no significant effect was produced by
the various agents in the CgCx. A single i.p. injection of
cocaine was slightly increasing reelin protein expression in
the NAc core and shell. The repeated treatment with cocaine
for 10 days increased the expression by 2.2- and 1.7-fold in
the core and shell, respectively. Repeated fluoxetine injection
had no effect on reelin protein expression. Similar results to
those found in the NAc were obtained in the CPu (data not
shown).

Discussion

Injection of the HDAC inhibitor TsA to rats during the initial
phase of cocaine self-administration had a profound effect on
their cocaine intake behavior. Our results are in line with a
recent report showing that chronic injection into the NAc of
another HDAC inhibitor, valproic acid, attenuated amphet-
amine-induced locomotor activity in rats (Kim ez al. 2008).
The results are also in accord with a recent report showing
that administration of an HDAC inhibitor facilitates the
extinction of cocaine-induced conditioned place preference
and reduces the reactivation of place preference (Malvaez
et al. 2009). In contrast to these and our findings, a previous
study showed that treatment of rats with the low-affinity
HDAC inhibitor sodium butyrate enhanced the locomotor-
activating effects of cocaine and that TsA administration to
mice potentiated cocaine-induced place conditioning (Kumar
et al. 2005). There are several possible methodological
explanations for the differences observed, such as circadian
cycle (inverted in this study), length of drug administration,
type of drug administration (passively administered for
locomotor activity and conditioned place preference, whereas
in this study cocaine was self-administered), as well as type
of analysis (locomotor activity and appetitive properties of
cocaine, whereas we measured the reinforcing properties of
cocaine). More recently, TsA infusion into the NAc during
the chronic phase of self-administration was found to
increase the motivation for cocaine self-administration
(Wang et al. 2009). But in that experiment, the role of
histone acetylation was analyzed after several weeks of
cocaine intake, whereas we injected TsA during the acqui-
sition phase of self-administration. Increased motivation for
cocaine was obtained when the inhibitor was infused into the
NACc shell, but not core, while we administered it i.v. Another

Journal Compilation © 2010 International Society for Neurochemistry, J. Neurochem. (2010) 10.1111/j.1471-4159.2010.06591.x

- 159 -



8 | L. Hostetal

Control

(a) :{gsg TR

Saline - TsA

Fig. 4 Immunohistochemistry of reelin in cingulate cortex (CgCx) and
nucleus accumbens (NAc). Photomicrographs showing reelin immu-
noreactivity in CgCx (a), NAc core (NAcC) (c) and NAc shell (NAcS)
(e) of saline-treated rats (n = 4), rats treated with trichostatin A (TsA)
(n = 4), rats self-administering cocaine (n = 4) and rats treated with
0.3 mg/kg TsA before the self-administration sessions (n = 4). ‘Con-
trol’ shows experiments in which the primary antibody was omitted.
Quantification of immunoreactivity is shown for CgCx (b), NAcC (d)

possibility is that several histone modifications can take place
in concert at the same histone tail, corresponding to various
states of remodeled chromatin and therefore to the transcrip-
tion of distinct genes (Cheung ef al. 2000; Newton and
Duman 2006). Stability of the epigenetic events is another
variable: while studies show that chromatin remodeling
requires repeated treatments over several days (Cassel et al.
2006; Tsankova et al. 2006), chromatin can also be rapidly
remodeled in response to neuronal stimulation (Chen et al.
2003).

In the present study, we demonstrate that modification of
the self-administration behavior in response to TsA was
accompanied by extensive changes in gene expression.
Using Affymetrix oligonucleotide microarrays, we identi-
fied 722 probe sets in the CgCx and 136 probe sets in the
NAc that were differentially expressed between vehicle and
TsA-treated rats that self-administered cocaine. The data
obtained in the CgCx are in accord with the conventional
view that histone hyperacetylation is actually associated
with increased gene expression, because 692 of 722 probe
sets were up-regulated by TsA. Surprisingly, this was not
the case in the NAc, in which only 25 of 136 probe sets
were up-regulated by the HDAC inhibitor. Percentages of
differentially expressed probe sets in the CgCx and NAc
were about 2.3% and 0.4%, respectively, when compared
with the 31 000 probe sets present on rat Genome 230 2.0
oligonucleotide array. The values are consistent with the
notion that only a small percentage of genes are differen-
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and NAcS (f) in the same groups of animals. Each bar represents the
percentage of immunoreactive cells calculated from seven counts on
four sections from four rats, expressed as mean + SEM. ***p < 0.001,
comparison with saline control rats; **p < 0.001, comparison be-
tween vehicle-treated and TsA-treated groups (anova followed by
Student-Newman—Keuls post hoc test). Scale bar applicable to all
micrographs, 25 um.

tially expressed in response to HDAC inhibitors. It was
shown that exposure of T-cells to TsA did not lead to a
generalized increase in transcription but rather to a
deregulation of a limited set of genes, suggesting that
modulation of chromatin structure by HDACs is a gene-
specific event with a variable transcriptional outcome, and
that only a few genes (approximately 2%) are regulated
primarily through HDAC-dependent mechanisms (Moreira
et al. 2003). In Michigan Cancer Foundation-7 (MCF7)
human breast cancer cells, only 0.44% of the total number
of genes analyzed with microarrays were identified as
being regulated by TsA (Crabb et al. 2008).

We selected five genes in the cortex and two in the NAc to
be further characterized. Their regulation was confirmed in
the CgCx and NAc using real-time qPCR. Among the genes
we found to be differentially regulated in response to HDAC
inhibition, some are already known to be regulated by
epigenetic mechanisms of gene transcription. On one hand,
some are mainly regulated at the level of DNA methylation.
This is the case for instance of the 5-HT,4 receptor gene in
which differential DNA methylation contributes to differen-
tial activity of alleles C and T and thereby to genetic
association between the polymorphism and psychiatric
disorders (Polesskaya et al. 2006). This is also the case for
the reelin gene promoter, which is subject to methylation in
the adult nervous system, and perturbations in methylation
correlate with alterations in memory formation and cognition
(Levenson ef al. 2008). On the other hand, some genes have
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Fig. 5 Immunohistochemistry of reelin in cingulate cortex (CgCx) and
nucleus accumbens (NAc). Quantification of reelin immunoreactivity in
CgCx (a), NAc core (NAcC) (b) and NAc shell (NAcS) (c) of rats i.p.
injected acutely with saline (n = 4) or 20 mg/kg cocaine (n = 4) or in
rats i.p. injected for 10 days (1 injection per day) with saline (n = 5),
cocaine (n = 4) or 10 mg/kg fluoxetine (n = 4). Each bar represents
the percentage of immunoreactive cells calculated from eight counts
on four sections, expressed as mean + SEM. *p < 0.05, ***p < 0.001,
comparison with saline control rats (anova followed by Student-
Newman—Keuls post hoc test).

been shown to be regulated by chromatin remodeling
resulting from the impact of histone modifications. The
fragile X mental retardation gene FMR/! is known to
associate with acetylated histone H3 and H4, with acetyla-
tion being reduced in fragile X cells. Histone hyperacety-
lating drugs such as 4-phenylbutyrate and TsA produce
significant gene reactivation, indicating that histone acetyla-
tion, together with DNA demethylation, are the main
epigenetic switches activating the expression of the FMRI
gene (Tabolacci et al. 2005; Biacsi et al. 2008). In addition,
activity of the class I histone deacetylase HDAC3 has been
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shown to be regulated by dephosphorylation, which is
brought about by protein phosphatase type-4, implicating
this enzyme in the regulation of chromatin remodeling
(Cohen et al. 2005). Interestingly, we found the gene
encoding the regulatory subunit 2 of protein phosphatase
type-4 as being induced in the cortex of rats self-adminis-
tering cocaine and injected with TsA. It is noteworthy that
TSC22, which belongs to a family of leucine zipper-
containing transcription factors that can homodimerize and
heterodimerize with other family members (Kester et al.
1999), was identified as binding to the promoter of the
human C-type natriuretic peptide gene in rat pituitary GH3
cells (Ohta et al. 1996). Incidentally, we previously reported
that injection of C-type natriuretic peptide into the ventral
tegmental area strongly reduced cocaine-induced early gene
expression in the NAc (Jouvert et al. 2004).

From our data on gene expression at the messenger level,
the most salient gene induced by TsA in the prefrontal
cortex was Lis!. The product of Lis!/ gene corresponds to a
regulatory subunit constituting, together with two catalytic
subunits, the G-protein-like complex named type I platelet-
activating factor acetylhydrolase, isoform Ib (Arai ef al.
2002). Lisl is implicated in the normal layering of the
developing cerebral cortex and mutations within the gene
cause type I lissencephaly (Reiner et al. 1993), a human
brain malformation characterized essentially by a disordered
organization of the cortical layers believed to result from a
defect in neuronal migration (Barth 1987). Using immuno-
histochemistry, we validated data generated by the micro-
array procedure by confirming that TsA increased by 2.0-
fold the amount of cells expressing Lisl protein in the
CgCx. In contrast, Lisl protein was induced by cocaine
intake and inhibited by TsA in the core and shell NAc
subregions of rats taking cocaine. The differential regulation
of Lisl gene in cortex and NAc may be attributed to a
differential expression pattern of the transcription factors
that regulate Lis/ expression in these brain structures.
Surprisingly, it appeared that this gene identified as being
induced by TsA in self-administering rats was already
largely activated upon cocaine self-injections, at both the
mRNA and protein levels. The observation strongly
suggests that cocaine regulates gene expression through
epigenetic mechanisms involving histone acetylation. To
substantiate the latter data, we measured Lisl protein
expression in response to the non-contingent administration
of cocaine and of the antidepressant fluoxetine. We found
that i.p. cocaine administration also induced the Lisl gene
in the CgCx, CPu and NAc, to a greater extent after
multiple injections than after a single injection, showing
that the induction is not restricted to cocaine self-intake.
The fact that the selective 5-HT uptake inhibitor fluoxetine
provoked an effect very similar to that of cocaine suggests
that the serotonergic system is involved in the cocaine-
induced Lis! gene expression.
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Fig. 6 Schematic reelin-induced signal transduction pathway. The
four genes encoding proteins which are filled in black (reelin, List,
NCK, PI3K) were induced by trichostatin A (TsA) in rats self-admin-
istering cocaine. The network modeling approach was realized using
Ingenuity Pathway Analysis. AKT1, Rac-a ser/thr protein kinase 1;
APOER2, apolipoprotein E receptor 2; DAB1, disabled homolog 1;
DCX, doublecortin; FYN, tyrosine kinase related to SRC; NCK1, non-
catalytic region of tyrosine kinase adaptor protein 1; NUDEL1, nudE
nuclear distribution gene E homolog-like 1; PI3K, phosphatidylinositol
3-kinase; VLDLR, very low-density lipoprotein receptor.

We also characterized immunohistochemically the expres-
sion of the reelin gene in the same groups of rats as those
used for measuring Lis1 expression. The gene was selected
because it was significantly silenced in the NAc in response
to TSA in rats self-administrating cocaine and also because it
is functionally related to Lis1. The fact that the genes belong
to the same transduction pathway could explain why
mutations in reelin and Lis/ genes lead to a similar
lissencephaly phenotype (Assadi et al. 2003). Our immuno-
histochemical results validate data generated by the micro-
array and real-time qPCR procedures, by confirming that TsA
did decrease the amount of cells expressing reelin protein in
the NAc subregions. Reelin was induced by TsA in the CgCx
of rats taking cocaine, indicating that reelin protein was
regulated in an opposite way by TsA between cortex and
NAc. Reelin is known to enhance synaptic plasticity by
binding to its constituent receptors coupled to the intracel-
lular signaling machinery that involves the protein Dabl
controlling Lisl, PI3K, Crk, N-WASP and Nckf proteins
(Zhang et al. 2007). Interestingly, among the genes regulated
by TsA in the microarray experiment, we also found Nck!
and the phosphatidylinositol 3-kinase PIK3CA genes. They
were up-regulated 1.4-fold in the CgCx (p =0.029 and
0.021, respectively). Functional connection between the four
proteins, obtained with Ingenuity Pathway Analysis (http://
www.ingenuity.com/), is illustrated in Fig. 6. Initially
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described to play a critical role for neurodevelopment, reelin
has been recently shown to play a unique modulatory role
in the induction of synaptic plasticity in the adult brain.
The highly regulated expression pattern of reelin in the adult
brain in regions implicated in memory formation, suggests
that reelin is crucial for cognitive function in general
(Levenson et al. 2008). This is attested by the fact that
deficiency in reelin expression is associated with a number of
psychiatric disorders (Fatemi et al. 2000; Guidotti ef al.
2000).

It is noteworthy that expression of Lisl and reelin in
response to HDAC inhibition in rats taking cocaine was well
correlated. Their expression was increased by TsA in the
CgCx and declined in the NAc core and shell. This shows
that reelin ligand and one of its signal transduction elements
are similarly regulated and highlights this signal transduction
pathway as an important effector underlying the TsA effect,
which is to decrease the motivation of the rats to self-
administer cocaine. Our data further highlight epigenetic
regulation of transcription as a critical mechanism taking
place in this system to subserve plasticity and memory
formation.
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5.1. Annexe 1

Parmi les 722 échantillons identifiés dans le CgCx, seuls les 313 correspondant a un gene
identifié sont reportés dans le tableau ci-dessous. Les échantillons en gras sont ceux qui ont
été validés par la technique de RT-gPCR.

Résultats Expérimentaux

]

Référence Rapport . . 1377828 at 1,635339418 Tmeml16c
. . Annotation du géne .
Affymetrix TsA / Controles 1368401 _at 1,629056131 Gria2
1385099 at 2,392857143 Scel glutamate receptor,
1387839 _at 2,352678571 RT1 class Ib gene ionotropic, AMPA2
H2-TL-like, grc 1389684 at 1,628648649 Prpf39
region (N1) 1368817 _at 1,627764128 Psme4
1369818 at 2,236144578 Gabrb2 1376641_at 1,624921334 Thocl
e o S ese T GAPBAQI:Z? receptor 1370534_at 1,622820919 | Acvric
- ’ o Otgﬁl Shosphatase 1393459 _at 1,614908579 fragﬁgr%( o
g;}gi?]l#%tory retardation
1392890_at 2,018258775 | Pafahlbl/Lisl 1363098 i 603060707 Syr::(;rt‘t’(ﬂe 1
platelet-activating
factor 1395523 at 1,60158066 heterogeneous
acetylhydrolase, nuclear _
isoform Ib, alpha ribonucleoprotein G
subunit 45kDa 1372327 _at 1,596237589 Myef2
1385153 _at 1,981723238 Zfp68 1391211 _at 1,595061728 Atplic
1394412_at 1,926078029 Tmem16c¢c 1383085_at 1,594724221 Sh3bgrl
1397709 at 1,913934426 PI-3-kinase-related 1374405_at 1,592475941 Hnrpa3
kinase SMG-1 1388850_at 1,591776571 Hspca
1371039 _at 1,864864865 Cacnb4 1383236_at 1,591033852 Fxrlh
1394059 s_at 1,828881847 Ymelll fragile X mental
1386525_at 1,776119403 Thoc2 retardation gene 1
Long transient 1398440 _at 1,579657499 SR rich protein
receptor potential 1393631_at 1,575268817 Mtf2
channel 7 1372817 _at 1,568965517 Zfp260
1392818_at 1,77140884 Gas5 1372830 _at 1,568008328 PI-3-kinase-relate(
growth arrest specifio kinase SMG-1
S 1369125 _at 1,567854909 Htr2a
1382898 _at 1,693121693 Cacnb4 5.
1377345 _at 1,687263078 Bbx hydroxytryptamine
1388856 _at 1,686084142 Kitl receptor 2A
1397512_at 1,67193507 Vps41 protein 1377836_at 1,562860438 suppressor of hair
1377664 _at 1,66824147 Kab }’;'g‘fgrfr‘:'l‘o'og 4
1399141 _at 1,666515426 CD%'_‘I?ke kinase 4 1368843 _at 1,559241706 Ymelll
1393363_at 1656182988 |  zinc finger protein| | 1388022 a at  1,547280335| Dnmil
198 1374422 at 1,541072641 Erbb2 interacting
1389580_at 1,65474339 Smarca3 protein isoform 2
1368411_a_af  1,649112598| Mtap2 1395165 _at 1,539655172 | Psipl
1399022_at 1647424684 | Clkl 1387224 _at 1,538745387 | Dgkb
CDC-like kinase 1 1378543 at 1,53828033 Hnrpa2b1
1390534 _at 1,647249191 Smc5I1 1393780 _at 1,530677291 Zfp131
1368726_a_a 1,641975309 Zfp347 1382238 _at 1,530232558 cell division cycle
1382691 _at 1,640449438 Sfabl and apoptosis
1368433_at 1,63798768 | Sacmil regulator 1
1370997 _at 1,636846767 | Homerl 1392199_at 152892562 | Dd5
1376864 _at 1,528656126 cell division cycle
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and apoptosis 1392792 at 1,462654097 Tafl
regulator 1 1368658 _at 1,462482947 Cntf
1387080_at 1,528190937 | Cspg6 1369210_at 1,462339744 | Scnla
1396171 _at 1,52761194 Ppi|4 1385059_8.1: 1,453125 pr655
1382161 at 1,526690391 Mphospth 1376599_at 1,452566096 Atad2
1395725 at 1,522532189 phospholipase A2 1384469 _at 1,450435504 Abcas
gamma_ : 1387397 _at 1,449035813 | Aqp4
1392995_at 1,520681265 325210 finger protein 1382646 _at 1,448514851 Prpfdb
1398948_at 1518849547 | Taxlbpl 1392502 _at 1,446058091 | Ahctil
1379433 at 1,518386714 Pik3c2a 1373145_at 1,445921249 Vps41 protein
- phosphatidylinositol 1388680_at 1,442676548 Clgalticl
3-kinase, C2 domain 1371579 at 1,442374106 signal peptidase
1378002_at 1,515789474 Hspadl complex subunit 3
1382551 at 1,515075377 Intersectin-2 homolog _
1391709 _at 1,51305483 zinc finger protein 1397184 at 1,44230027 mtracell_ular proteir
11b (KOX 2) transport like
1382629_at 1508255564 | Mistd2 1387841 _at 1,44 Exoc5
1373534_at 1,50694864 | SR rich protein 1382521 _at 1,437547893 | Gls
1368426 at 1,504158965 Crot 1388420 at 1,436294896 topoisomerase
= DNA) II
1399101 at 1,503963488 | Rnpc2 1387405_at 1,43576501 ( Ga)rnll
1374585 _at 1,499801035 | Echdcl 1391208_at 1435716802 | Pcdh20
1369059_at 1,499111901 |~ Trpm7 1387436_at 1,435468721 | Septin?
transient receptor
potential-related 1374401_at 1,435450466 Snx2
protein 7 1377670_at 1,434311224 Pcfll
1391653_at 1,498822457 Gabrg2 1372709_at 1,433992864 Bcap29
GABAy2 receptor 1388331_at 1,430937785 Tral
1371064 _at 1,49729364 Pcml 1374591_at 1,429844738 protein tyrosine
1383514 s _at 1,49704142 Nargl phosphatase
1373143 _at 1,492874109 hypothetical protein | 1385194 _at 1,424311927 Rbilccl
FLJ10652 1379388 _at 1,422905305 Snx13
1393813 at 1,492355297 Ttc3 1374567 _at 1,42186452 Psrc2
1376887_at 1,490634441 ZFP 1376169 _at 1,418934911 PHD finger protein
1371060_at 1,488549618 Trim23 20-like 1 isoform 1
1394783_at 1,482690406 Dcunldi 1382332_at 1,417844523 Stag2
1383144_at 1,481595092 | Trntl 1379441_at 1,417296786 Zfp294
1368994 a_a 1,478519498 Garnll 1373087_at 1,414444444 March7
1382540_at 1,47751606 Prpf40a 1390217_at 1,413103928 Garnll
1379101_at 1,477464449 Dhx36 1390127_at 1,413058741 Dixdcl
1368228_at 1,476481008 Zfp265 1387055_at 1,409256662 | Appbpl
1372806_at 1,475594307 | Vps35 1377029_at 1,408278457 Rora
1372143 _at 1,475340818 Ube2v2 1397892_at 1,407132932 Eifla
1370455_a_a 1,474658644 Olfm3 1387026_at 1,405777628 Smclll
1399046_at 1,47366212 topoisomerase 1387247_at 1,405405405 Pcskl
(DNA) | 1373507 _at 1,404924761 acyl-Coenzyme A
1377785_at 1,472627737 Dhx40 binding domain
1375185 at 1,471448468 Ipo7 containing 5
1368060 _at 1,469574583 Hrsp12 1387171 _at 1,404518899 Gria2
1372733 _at 1,466836052 | phospholipase A2 glutamate receptor,
gamma ionotropic, AMPA2
1372463 at 1464386052 Fcho? 1370357 _at 1,403811985 Slc30a4
1395866_at 1,463768116 | _ Zinc finger protein| | 1395584_at 1,402798601 |  Zinc finger CCCH-
ZEP type domain-
1383226_at 1,463071512 |  Zfx ‘i‘iita'”'”g protein
1369246 a aj 1463013699 Npysr 1380828 _at 1,402275465 | Gabral
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GABAal receptor 1399036 _at 1,351312988 Usp47
1383256_at 1,402157165 Dnttip2 1372394 _at 1,351140229 HECT domain
1384323 _at 1,401078749 Psmc6 containing 1
1373196_at 1,401055858 Efha2 1370609 _a a 1,349958437 Slcl6a7
1375984 _at 1,398903358 Zthx4 1379438 at 1,349823322 Smarcadl
1387029_at 1,390650188 Cfh 1387101 _at 1,34937912 Acsl4
1387440 _at 1,390322581 Ireb2 1393051 _at 1,346925566 40$ ribosomal
1388975_at 1,390033584 | Sucla2 protein S29
1371893 _at 1,390022338 | Col4a3bp 1373029 _at 1,345596689 | Cops2 .

1397173 at 1,344034499 Serine/threonine-
1398993_at 1,389773366 Rnpc2 _ orotein kinase WNK3

RN’?‘F"F“"“ZQ region (Protein kinase,

cortaining lysine-deficient 3
1389968 _at 1,389451477 |  Eif3s10 1397373_at 1,343623071 : hypothetical pzotei
1390820_at 1,38941076 Zcchell FLJ14503
1390874 _at 1,388812155 Ireb2 1368818 at 1,342277012 Psme4
1376619 at 1,388387732 protein tyrosine 1391866:at 1,341584158 Npat

phosphatase 1388465 _at 1,340991536 | LEA_4 domain
1393299 _at 1,386933462 Dpp10 containing protein
1368256 _at 1,385615097 Serpinil RGD1359600
1397535_at 1,385503232 Mpp5 1398536_at 1,340397351 Zfp655
1368151_at 1,385380328 Matr3 1392054 _at 1,339386349 polybromo-1
1373940 _at 1,384293531 Nck1 1382556_a_a 1,339225273 DIP13 alpha
1390234 _at 1,383852364 Sf3bi 1383736_at 1,339183056 Elavi2
1393041_at 1,383792049 Smc2l1 1367980 _at 1,338656106 Rabepl
1372827 _at 1,383331678 Ppid 1372259 _at 1,337511606 Dek
1389143_at 1,381804281 Pik3ca 1368067 _at 1,334806887 Zfp148

phosphatidylinositol 1367976_at 1,333244326 Tpp2
2[;;]”;;3;;2;3’5';’ 1395479 _at 1,332719742 | Bxdc2
1372558_at 1,379766537 | Nargl 1388953 _at 1,331363636 | Gni3
1377842_at 1,331164136 Twistnb
1389316_at 1,379409171 Usp9x
1379269 _at 1,375816993 Cd2ap 1382400_at 1,330812854 RI__ .
1373549 _at 1375 Ddx10 1390907_at 1,33059789 H;llr:uz: finger protein
1389524 _at 1,374751208 Ythdf3 1381972 at 1330591775 ( CrbZI
1376010_at 1,372904091 Prpfab 1374156 a 1.330396476 Mpp5
1382045 _at 1,372698698 |  Tbcldld 1393309_at 1,329158839 |  zinc finger protein
1379041_at 1,371828666 Pik3ca ZEP
phosphatidylinositol 1397688 _at 1,327783219 | Pcdh9
gl'g'h”a"";i’lycpaetg'g’é'g 1393231_at 1,326961484 | Pppdr2
1398906_at 1,371464968 | sedlin-like 1391040_at 1,326467559 binﬁﬂ;gﬂﬁfrga_
1389996_at 1,370159453 Nek1 1392551 at 1,325545171 zinc finger protein
1395155_at 1,369090909 Exoc5 ZFP
1374580_at 1,368352365 Senp6 1393267_at 1,324726135 Psipl
1390858_at 1,366761019 Vcpipl 1398483_at 1,324077911 Rgs17
1373016_at 1,365891234 Did 1380317 _at 1,32325426 Ccdh10
1368427_at 1,364955033 Akapll 1396117_at 1,323216995 leucine zipper profein
1372130 _at 1,364525595 Arfgefl 2
1373836_at 1,362817019 Fyttd1 1379729 _at 1,322851153 Cpsf6
1393458 s _at 1,361724501 PHD finger proteir] 1371139 _at 1,322238302 Pls3

14 isoform 1 1370872_at 1,321459927 heterogeneous
1383112 _at 1,361673414 Trpsl nuclear
1388424 _at 1,356361623 Eif3s1 ribonucleoprotein A3
1368175_at 1,353185596 Zhx1 1374842 at 1,317813765 Cebpz
1369649 _at 1,352969395 Cacna2dl 1374447 at 1,317613636 Usp9x
1399018 _at 1,352702703 |  cisplatin resistanc¢- | 1377685_at 1,316516198 |  establishment of

associated T“ cohesion 1 homolog

overexpressed protei 1

84
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1383561 _at 1,315637066 Ligd 1390489_at 1,206392384 |  Syncrip
1388196_at 1,311775656 Nckapl 1388820 _at 1,202363794 | modulator of
1382009_at 1,30859662 Chd1 estrogen induced
1397812_at 1,306326304 | Senp6 transcription
1393045_at 1,306184012 | Rock2 1398611 at 1,1901566 Cul4b
1385596_at 1,306078537 | Tbcldls 1389685 _at 1,189965792 |  Zip655
1389734 x_af _ 1,305189775 | RT1-149 1374956 _at 1181458591 | Pcmil
1374513 at 1,302373242 | Septin? 1373004 _at 1174214418 | Dnajc2
1389070_at 1295312108 | Trim33 1390945_at 1172496025 | Znf292
1387977 at 1.293950851 Nbn 1384523 at 1,157216495 postm_elot!c
1370460_at 1,293243243 | Usplb iegregat'on increase
1383783 _at 1,285000551 | Pcdh9 1370465_at 1,089219331 | Abcbla
1386535_at 1,285791464 Ddx3x
1376298 at 184815106 Upf3b 1370705_at 0,830864198 |  Zfp597
1373116 at 1283377436 Kpna3 1391139 _at 0,783783784 isoﬁ)?rﬁl\frs-“kel
1371823 _at 1,282564549 | Stag2 1372923 at 0,780546327 | Pexlib
1389840_at 1,280339358 | Sf3bl peroxisomal
1369903 _at 1,279362159 Gabrb3 biogenesis factor 114
1392449 at 1,276089828 Rad18 1398729 s _at 0,696517413 nucleolar protein
1398970 at 1,275572891 Tlocl with MIF4G domain
1371973 _at 1,274566474 | Eif3s6 1
1385350_at 1273874632 | 1387365 _at 0,64244186 Nrih3
1379449 _at 1,272822665 | Rblccl 1385625 _at 0,598418278 | Efemp2
1382363 at 1272077922 Mpp5 1394160 _at 0,591715976 Tmemzb
1381998 _at 1,270345596 | Zfp148 gﬁﬂzmezm rane
1383768_at 1,252703772 Elavi2
1377001_at 1,241343593 Nrcam
1386229 at 1,234946237 CBF1 interacting

corepressor
1377400_at 1,234507042 Hrb2
1377617_at 1,233608647 Pura
1393753 _at 1,231413613 Nudcd1
1389141 _at 1,228684081 | Orc2l
1395616_at 1,226348364 | Ab2-008
1399003 at 1,22534219 adipocyte-specific

protein 4
1392524 _at 1,222984563 | Trim23
1379967_at 1,222540592 |  Zfp367
1389552_at 1,220110847 Lims1
1382741_at 1,218928679 Ube3a
1377906_at 1,216075157 Dhx36
1380638_at 1,211206897 Ncoa3
1390486_at 1,211171662 Usp32
1394041_at 1,211091234 MASK-4E-BP3

protein
1390886_at 1,21085595 Ccdc39
1382721 _at 1,209400984 |  Zfp403
1381259 _at 1,209145427 |  Stagl
1382307_at 1,208821887 Ppplri2a
1373157_at 1,208625878 Usp4a7
1369654 _at 1,20746888 Prkaa2
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5.2. Annexe 2

Parmi les 136 échantillons identifiés dans le NAc, seuls les 48 correspondant & un géne
identifié sont reportés dans le tableau ci-dessous. Les échantillons en gras sont ceux qui ont
été validés par la technique de RT-gPCR

Résultats Expérimentaux

Reéférence Rapport Annotation du géne

Affymetrix TsA / Controles

1375958 at 2,64321608 TSC22 domajn
family protein 4

1368247 _at 2,353236607 Hspala

1370912 at 1,65569347 Hspalb

1385397_at 1,633136095 Ab1-219

1382478_at 1,53592233 Btbd3

1373410 _at 1,47438904 myocyte enhancer
factor 2C

1368945_at 1,152317881 Bmp2

1378362_at 1,14562212 Gliacolin

1391309 at 0,982305117 Gliacolin

1372923 _at 0,880332286 Pex11b
peroxisomal
biogenesis factor 111

1396214 at 0,850609756 Kitl

1379029_at 0,825806452 Zfp62

1392421 at 0,783861671 Baz2b

1392038 _at 0,762425447 Pl-3-kinase-related
kinase SMG-1

1368050_at 0,753300088 Ccnll

1379941 _at 0,752535497 vacuolar protein
sorting 13C protein

1373957_at 0,743661972 Reelin

1393678_at 0,738219895 CG10084-PA

1394160 _at 0,72407045 Tmem?2
transmembrane
protein 2

1394477 _at 0,716651611 nucleolar protein
with MIFAG domain
1

1395561 at 0,712422563 Hnrpa2bl

1369285_at 0,710512688 Pggtlb

1372693 _at 0,705504365 Hnrpal

1398354 at 0,70152856 Ctnnall

1378581_at 0,697594502 Hiplr

1395523 at 0,69654873 heterogeneous
nuclear
ribonucleoprotein G

1388476_at 0,690209589 Tiall

1384333_at 0,690127971 ARP2  actin-related
protein 2 homolog

1387345_at 0,683941606 Psme4

1369059_at 0,67961165 Trpm7
transient receptor
potential-related
protein 7

1376760_at 0,673526334 GC-rich sequence
DNA-binding factor

1370705_at 0,672453704 Zfp597

1369068_at 0,660633484 Cul5

]

1381676_at 0,659963437 Nrxn3
1398993 _at 0,626610129 Rnpc2
RNA-binding region
containing 2
1372830_at 0,618084097 PI-3-kinase-relate(
kinase SMG-1
1399141 at 0,614015065 Clk4
CDC-like kinase 4
1374204 _at 0,607369416 Wsb1l
1399022_at 0,601462271 Clk1
CDC-like kinase 1
1368712_at 0,595037221 Znf386
1370995_at 0,577325581 Pou2fl
1378595_at 0,570536511 Sfpq
1373540_at 0,52337753 Hnrpa2bl
1373534 at 0,511840104 SR rich protein
1392818_at 0,508522727 Gasb
growth arrest specifig
5
1385158 at 0,50258565 chromatin modifyi
protein 1B
1369093_at 0,498132005 Reelin
1397697_at 0,495700246 Eif4a2

- 169 -



% de cellules marquées

Résultats expérimentaux

5.3. Résultats complémentaires

5.3.1.La Reeline et Lisl sont régulés par la TsA dariGHe

La figure C1 compléte les résultats exposés danfidares 2 et 4 de l'article. Dans le CPu,
les protéines Lisl (Fig. Cla) et Reeline (Fig. C4tmt induites par I'AA de cocaine ; cette
induction est supérieure quand les rats sont srpiéé 0,3 mg/kg de TsA avant chaque session
d’AA. Les effets induits par la TsA dans le CPu tsemilaires a ceux retrouvés dans le
CgCx.

80 - Saline 40 b Hitth

(//] Saline + TsA st ko
Cocaine + veh *x% 30
/7] Cocaine + TsA

40 - *k*

N

60 -

N

20 -

Q

20 - 7
L [12

Fig. C1 Immunohistochimie de Lisl (a) et de la Reeline (b) dans le CPu.

La quantification de Lisl ou de la Reeline a été effectuée chez des rats « s’auto-
administrant » du NaCl 0,9% (Saline) ou des rats s’auto-administrant de la cocaine
(Cocaine). La TsA (0,3 mg/kg) ou la solution véhicule (veh ; 10% DMSO) ont été injectées en
i.v. 30 min avant les sessions d’AA. Le pourcentage de cellules immunoréactives est exprimé
comme moyenne * erreur-type (n = 4 par groupe). *p < 0,05 ; **p < 0,01 et ***p < 0,001 en
comparaison avec le groupe « Saline ». p < 0,001 en comparaison avec le groupe
« Cocaine + veh » (ANOVA suivie d'un test de comparaison multiple de Student-Newman-
Keuls).

10 -

AN
MMNNN

0

5.3.2.La Reeline et Lisl sont régulés par la fluoxétinagdle CPu

La figure C2 compléte les résultats exposés danfidares 3 et 5 de l'article. Dans le CPu,
les protéines Lisl (Fig. C2a) et Reeline (Fig. C&mt induites par une injection i.p. unique
de cocaine et encore plus fortement par des injectieépétées de la drogue. Les injections
répétées de fluoxétine induisent I'expression del L mais pas de la Reeline. Il apparait que
les effets observés dans le CPu sont tres sinslaireeux obtenus dans les deux sous-régions
du NAc.
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Fig. C2 Effets d'un traitement aigu ou chronique par la cocaine ou par la fluoxétine sur
I'expression de Lisl (a) et de la Reeline (b) dans le CPu.

Les rats ont été traités, soit par une injection i.p. unique (aigu ; NaCl 0,9%, Cocaine 20
mg/kg), soit par des injections répétées pendant dix jours (chronique ; NaCl 0,9%, Cocaine
20 mg/kg ; Fluoxétine 10 mg/kg). lls ont été euthanasiés 2 h aprés la derniére injection. Le
pourcentage de cellules immunoréactives est exprimé comme moyenne * erreur-type (n = 6
par groupe). *p < 0,05 ; **p < 0,01 et ***p < 0,001 en comparaison avec groupe « Saline »
correspondant (ANOVA suivie d'un test de comparaison multiple de Student-Newman-
Keuls).
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Discussion

Dans ce travail de these, nous nous sommes attachkédsndre notre compréhension de
'implication des mécanismes de régulation épigéunétet plus particulierement des HDAC
dans les effets des drogues. En effet, I'injectdmn cocaine, en i.p. pendant dix jours,
augmente l'expression des protéines de liaisonABN méthyle MeCP2 et MBD1, de
HDAC2, mais diminue le niveau d’acétylation de s$tnne H3 Cassel et al., 2006 Pour
poursuivre nos travaux, Nous avons eu recoursensemble d’approches complémentaires :
» Comportementales, avec I'AA de cocaine / sacchaemsd-R1 et PR, la mesure
d’activité locomotrice, la mesure de la CPP etad€IPA induite par la nicotine
» Pharmacologique, en utilisant différents inhibisede HDAC
» Biochimique en mesurant les activités enzymatiqnasléaires des HDAC dans
différentes structures cérébrales
» Génomique par la technique des microarrays pouyseral’expression différentielle
d’environ 28000 génes dans le CgCx et le NAc de sduto-administrant de la
cocaine et traités par la TsA
» Biomoléculaire avec la technigue de RT-gPCR, étislans un premier temps pour
valider les résultats obtenus par microarrays stiés pour étudier I'expression des
différentes HDAC chez les rats s’auto-administidata cocaine,
* Immunohistochimique, afin de déterminer le profilexpression des protéines
HDAC2, 5 et 11, Lis1 et Reeline dans difféerentescitres cérébrales.

1. Effets de I'inhibition des HDAC sur I'’AA de cocaine

1.1. Justification des protocoles utilisés
Afin de déterminer I'implication des HDAC dans leets comportementaux de la cocaine,
nous avons eu recours a la technique d’AA de cecpan le rat. Ce modéle animal permet
d’étudier les propriétés renforcantes des droggesse manifestent par un comportement
actif de 'animal en vue de se procurer la drodui@fusion de drogue renforce la réponse de
'animal de facon contingente et induit un compareat qui déclenche l'infusion suivante.

Dans nos études, deux protocoles ont été princigaieutilisés: le FR1 et le PR.

1.1.1.Ratio fixe

Dans les programmes de renforcement en FR, I'drdaia effectuer un nombre fixe
et prédéfini de réponses pour obtenir chaque iofusle drogue LeSage et al., 1999

L’ensemble des expériences effectuées avec lequietale FR ont été réalisées en FR1 et
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non en FR5 (5 pressions sur un levier / introdustidu museau dans l'orifice pour obtenir
une infusion de drogue). En effet avant de pasaar protocole de FR5, les animaux sont
toujours d’abord entrainés en FR1 pendant plusigessions. Or, vu que notre objectif était
de tester l'effet de I'inhibition des HDAC sur l@uisition du comportement d’AA (plus
précisément des la premiére rencontre de I'animat $éa drogue), nous avons eu recours au
protocole de FR1. C’est pour cette raison aussiegdifférents HDACI ont été injecté avant
méme la premiére session d’AA, c’est a dire avanpremier contact de I'animal avec la
cocaine.

Un second point important concernant le FR, aesit n'est pas possible d’aboutir a
une conclusion nette en n’injectant qu’une seuleedde drogue. Cela est di au fait que la
courbe dose-réponse est en forme de U inversée @dttion refléte I'interaction entre les
effets renforcants de la cocaine et ses effetsmoteurs et aversifd. €Sage et al., 1999
Pour certains, les propriétés renforcantes prédemnamient dans la partie ascendante de la
courbe, alors que dans la portion descendante,efsts locomoteurs (stéréotypies)
apparaitraient et limiteraient le niveau de répodses animaux. Pour d’autres, la partie
descendante résulterait de I'effet aversif dessefodoses, vu que les animaux apprennent a
eviter les trés fortes doseSpealman, 1979 La partie descendante pourrait aussi refléter un
effet de satiétéWise, 198Y.

Suite a un traitement pharmacologique, les efib&ervés sur la courbe dose-réponse
peuvent étre multiples. La courbe peut étre décadérle haut ou vers le bas pour 'ensemble
des doses. Selon une théorie qui veut que les arit@mpensent le changement des effets
ressentis en modifiant la quantité consommée, wmgmantation de la consommation
refléterait une diminution des effets renforcangslal drogue et vice versdgkel and Wise,
1978. Selon une théorie plus récente, qui ne prend grascompte la capacité de
compensation des animauxeSage et al., 1999chacun des déplacements de la courbe peut
étre interprété differemment. Un décalage versld Buggérerait une augmentation des effets
renforcants alors qu’'un décalage vers le bas sggaif soit une diminution des effets
renforcants de la drogue, soit une perturbationégde des capacités locomotrices des
animaux. Enfin selon cette théorie, un décalage legauche supposerait une augmentation
des propriétés renforcantes, alors qu'un décalagyes Va droite supposerait soit une

diminution soit une perturbation des capacitéshoaivices (Figure 22).
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Figure 23 : Effet potentiel d’'une intervention comportementale ou pharmacologique sur

la courbe dose-réponse de la cocaine
Les carrés noirs représentent le nombre moyen d’injections par session en l'absence de
traitement, alors que les cercles blancs représentent le nombre moyen d’injections par
session suite a un traitement. Chaque graphique représente un déplacement différent
possible de la courbe : vers la droite (A), vers la gauche (B), vers le haut (C) et vers le bas
(D). (adapté de LeSage et al., 1999).

1.1.2.Ratio progressif
Dans les programmes de renforcement en PR, le mod@réponses requis pour obtenir des
injections successives augmente progressivemdot) ga algorithme déterminé, jusqu’a ce
gue l'animal arréte de répondr®i¢hardson and Roberts, 1996ll est classiquement
considéré que le nombre d’appuis nécessaires élilwahce de la derniére injection recue
avant la cessation des réponses (point de rupasteun indice de I'effort consenti pour
obtenir la drogue et reflete la motivation de Ifaai pour obtenir la drogue.

L’algorithme utilisé dans le PR differe selon ledoratoires. Dans des travaux
pionniers, effectués afin de déterminer les effetdorcants du lait chez le rat, une série
arithmétique avec un accroissement de deux (2,8, 1, 12...) a éte utiliséél¢dos, 1961

Dans d’autres protocoles, I'incrémentation se it un doublement du ratio entre chaque
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injection (2, 4, 8, 16, 32, 64, 128..Hpffmeister, 197Pou encore (10, 20, 40, 80, 160, 320...
; Griffiths et al., 1978 D’autres laboratoires utilisent des incrémentaiplus aléatoires (30,
60, 90, 150, 210, 270, 390, 510, 630, 870, 1118013830, 2310, 2790, 375®jsner and
Silcox, 198). L'inconvénient d’'une incrémentation trop lent qu’il faut des sessions trés
longues pour déterminer le point de rupture. Lés sadministrent beaucoup d’injections de
drogue, ce qui peut perturber leur comportement lewr motivation. A linverse,
inconvénient majeur d’'une incrémentation trop id&p est que les animaux arrétent de
s’injecter la drogue aprés seulement 10 ou 12 iofiss Il est alors difficile de constater des
différences entre les groupes expérimentaux. Paligrpa ces inconvénients, de nombreuses
études sont faites en utilisant un accroissemepbrentiel du ratio, dont I'avantage est de
conjuguer un accroissement assez lent pour lesigmesninjections et un accroissement plus
ample du ratio & partir de la¥Sinjection Richardson and Roberts, 1996

Dans ce méme protocole de PR, il existe 2 man@ifEsentes d’augmenter le ratio,
soit immédiatement aprés l'injection de la drogdedos, 1961; Bedford et al., 1978oit au
début de chaque nouvelle sessidariffiths et al., 1978; Risner and Silcox, 1981
Incrémenter le ratio lors de chaque nouvelle saspi@sente I'avantage que les injections
précédentes ne « contaminent » pas le comportesieeldnimal. Par contre cela requiert de
nombreuses sessions pour déterminer le point derreupes rats. Au contraire, bien qu'il
faille plusieurs sessions de PR pour que les aninpaésentent un point de rupture stable
(Depoortere et al., 1993il est possible de déterminer ce point a ladfume session donnée
si 'incrémentation est faite aprés chaque injecti®’est essentiellement pour cette raison que
nous avons opté pour un protocole de PR avec ursséalu ratio apres chaque injection.

En PR, la courbe dose-réponse pour la cocaifméatire ; il est plus aisé de conclure
guant aux effets d’'une intervention comportementaigpharmacologique sur les propriétés
motivationnelles de la drogue. Ainsi une augmeotatiu point de rupture signifie une hausse
de la motivation alors qu’'une baisse du point gguxe signifie une diminutionRjchardson
and Roberts, 1996

1.1.3.HDACI
Nous avons testé I'effet de différents HDACI, adiala TsA, la dépudécine et le PhB sur ces
deux protocoles d’AA. Les trois HDACI sont des inikéurs généraux des HDAC, dans la
mesure ou ils ne possedent aucune spécificitécphétie vis-a-vis de I'une ou l'autre des

HDAC des classes |, Il et IMMarks et al., 200L Nous en avons utilisé plusieurs afin de
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conforter nos résultats. De par leurs structures, tcois inhibiteurs appartiennent a trois
classes distinctes d’HDACI. La TsA est un aciderbydmique présentaim vitro une 1Go

de l'ordre du pM et le PhB est un acide gras ateocinaine aliphatique ayaim vitro une
ICso de I'ordre du mM. lls passent tous deux la bagrieématoencéphalique, raison pour
laquelle ils ont été injecté en i.v. Puisque cédsinpas le cas de la dépudécine, celle-ci a été
injectée dans les ventricules cérébraux. C'est DAEI de la classe des époxydes présentant
in vitro une IG de I'ordre du uM de Ruijter et al., 2003 Aucune donnée n’était disponible

concernant les doses de TsA et de PhB a injectev.en

1.2. Modification du comportement des rats par les HDAC
1.2.1.Concernant 'AA de cocaine

Concernant l'effet des HDACI sur I'AA de cocaineslrésultats que nous avons obtenus
montrent que les rats s’injectent moins de droguresdin protocole de FR1 aprés qu’ils aient
éte traités en i.v. par difféerentes doses de TsAdeuPhB. De facon intéressante, une
différence significative du comportement des anixnalest observable qu’'a partir de 13"3
voire de la 9 session d’AA pour, respectivement, la forte efdible dose de TsA. Cette
cinétique indique que les effets ne résultent paplement de l'inhibition des HDAC, mais
gue des effets a long terme, nécessitant sans dtegemodifications d’expression de
protéines, sont requis pour que la modificationstalle.

Comme décrit plus haut, plusieurs doses de drogué r#cessaires pour conclure
guant a l'effet de la TsA. Ainsi, pour une dosespilevée de drogue (0,75 mg/kg/infusion), le
traitement par la TsA augmente le nombre d’injeidaites par les rats ; la difféerence
significative du comportement des animaux n’étdrseovable qu’a partir de 14" session, a
savoir un jour plus tard que dans le cas de ld€albse de cocaine. Ces résultats indiquent
gue le traitement décale la courbe dose-réponse lgedroite. Si nous nous référons a la
théorie développée plus halieSage et al., 1999ce décalage signifie que la TsA diminue
les propriétés renforgcantes de la cocaine.

En PR, les rats s'injectent moins de cocaine (Ong&g/injection) apres avoir été
traités par la TsA i.v. ou par la dépudécine i.©@ans ces expériences, les rats étaient passés
par des sessions de FR1 avant d’effectuer lesosmssde PR. Puisque le traitement par la TSA
en FR1 diminue le nombre d’injections de cocairmcdla quantité de drogue injectée par
I'animal, il fallait s’assurer que cette différend@®xposition a la cocaine n’expliquait pas les
différences observées en PR. On note que chezateayant effectué sept sessions de FR1
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sans traitement préalable, I'injection de TsA dipde la £ session de PR n'a pas d'effet ;
par contre une différence significative apparaiafrois sessions de PR. Cela montre que ce
n'est pas la différence d'exposition a la cocaipendant les sessions de FR1, qui est a
I'origine des effets obtenus en PR. Si nous nog®im sur I'ensemble de nos résultats, les
HDACI diminuent clairement les propriétés appéésivde la cocaine et la motivation des rats
a se l'administrer.

Dans une étude tres récente, il a été démontrél’igjection directement dans le
NAcCS de TsA ou de SAHA, un autre HDACI de la clasis acides hydroxamiques,
augmente le nombre d’injections faites en FR5 gtraante le point de rupture atteint dans un
protocole de PRWang et al., 2009 Le fait, que dans cette étude I'inhibition deBAC
augmente les propriétés renforcantes ainsi queokivation des animaux pour la cocaine,
s’explique sans doute par les différences de ciomditexpérimentales entre leur étude et la
notre. En premier lieu, il faut noter que leur alifeétait de tester I'effet des HDACI lors de
la phase chronique de consommation de drogue, @l@rsiotre objectif était de tester I'effet
de cette inhibition sur la phase d’acquisition dmportement d’AA. En effet, leur traitement
n'a débuté qu’apres trois a quatre semaines d’A&at&ine, alors que nous avons traité nos
animaux avant méme l&"isession de FR1, quand les rats étaient naifs-vis-@e la drogue.
Un autre point important est le fait qu'ils ontanfé les deux HDACI directement dans le
NACS et non pas en périphérie comme ce fut le eas dotre protocole. Le fait de cibler
spécifiguement ces régions peut expliquer la difiée observée sur le comportement de
consommation de cocaine des rats. Dans notre étode,avons vérifié que I'inhibition des
HDAC était comparable dans I'ensemble du cerveauahmaux, au vu des résultats des
mesures de I'activité HDAC réalisées dans le CPERu, le NAc, 'amygdale, le cervelet et
I'hippocampe. Le fait d’inhiber les HDAC dans d’eeg régions du cerveau en plus du NAc,
et plus particulierement le CPF ou la VTA peut awbimportantes répercussions sur le

comportement des animaux.

1.2.2.Inhibition par la TsA de l'activité HDAC chez lests s’auto-

administrant de la drogue
Afin de montrer que nos résultats n’étaient passés& nous avons effectué un ensemble
d’expériences contrdles. Dans un premier tempss awons confirmé que les rats traités par
la TsA, donc s’auto-administrant moins de cocaimeisentent bien une diminution de
l'activité globale des HDAC dans différentes stuies cérébrales. Cette diminution de
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I'activité HDAC a été observée 30 min aprés i8%njection de TsA, donc au moment précis
oul les rats auraient effectués urfession d’AA en FR1 en présentant un comportement
d’AA réduit. Ce résultat montre d’abord que le fdinjecter la TsA plusieurs jours de suite
n'affecte pas sa capacité a inhiber les HDAC eil quéxiste pas de désensibilisation des
HDAC.

1.2.3.Reéversibilité de I'effet de la TsA

Nous avons cherché également si I'effet des HDA&dprait a I'arrét du traitement. Chez
des animaux traités pendant quatre jours par la TgAet présentant une diminution
significative du nombre d’injections, l'arrét duaitement s’accompagne d’'un retour a un
niveau basal apres quatre jours d’AA supplémentére peut remarquer que le temps mis

pour revenir a I'état basal est similaire au temmis par I'effet a s’installer.

1.2.4.Les HDACI ne modifient pas I'’'AA de saccharose
Nous avons recherché si les HDACi étaient capabéeanodifier 'AA d'un renforcant
naturel. Nous avons tout d’abord vérifié que la TsAvait pas d'effet dans le test de
préférence a I'eau sucrée, indiqguant que la TsAnodifie en rien les propriétés hédoniques
du saccharose. Ce résultat a depuis été confiree dautres HDACI, le SAHA ou le MS-
275. Ces composés n‘ont pas modifié la préférenceaacharose mesurée chez la souris
(Covington et al., 2009 Concernant I'AA, nous avons reproduit les mémestocoles de
FR1 et de PR qu’avec la cocaine, mais de telle spré les nose-pokes soient renforcés par
de la boisson sucrée. Nous avons constaté quatkesémoins présentent un comportement
stable en FR1 et que la TsA n’affecte en rien cepmtement. En PR, la TSA ne diminue pas
le point de rupture. Il faut noter que chez lesranix témoins, le point de rupture atteint pour
une solution de saccharose 10% avoisine les 20dswiron 1400 NP sur tout une session),
alors que celui pour la cocaine a 0,33 mg/kg/imgecétait d’environ 25 (soit environ 4000
NP sur tout une session), ce qui montre que dasscerditions la cocaine posséde des
propriétés motivationnelles beaucoup plus impoesugue le saccharose.

Une seule étude a confirmé que l'acide butyriqie pas d'effet sur le nombre
d’injections de saccharose faites par des souéseptant un comportement stable d’AA de
saccharose en FR1 ou en FR&ur et al., 2008 Le fait que la TsA influence I'AA de
cocaine, mais pas celle de saccharose, suggére quede d’action de la drogue differe de

celui d’'un renforgant naturel et que les régulaiépigénétiques ne sont pas impliquées de la
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méme maniére dans I'AA de renforcants naturelsn Bjee la consommation de saccharose
induise la libération de DA dans le NAddjnal and Norgren, 2001 comme la cocaine{
Chiara and Imperato, 1938il est raisonnable de supposer que I'AA de aasxdcomposés
agisse sur le circuit de récompense de manienadistet que seules les effets induits par les
renforgcants non naturels sont sous la dépendaneeédanismes épigénétiques dépendants
des HDAC [evine et al., 2003

1.2.5.Drogue et renforcants naturels n'ont pas les méefésts sur
I'activité HDAC

Nous avons veérifié que l'injection de TsA diminuactivitt HDAC chez des rats s’auto-
administrant de la cocaine. Nous nous sommes darmandlAA de cocaine pouvait par elle-
méme modifier I'activité HDAC dans certaines stures cérébrales. De nos mesures, il
ressort qu’'apres dix sessions de FR1 de cocaime @accharose, I'activité enzymatique est
altérée. Ainsi, I'AA de cocaine diminue I'activitdDAC dans le CPF et le NAc, mais la
stimule dans I'hippocampe. Par contre 'AA de sarcole la diminue dans le NAc, le CPu et
'amygdale. Il faut donc en conclure que I'AA descdeux composés modifie de fagon tres
distincte l'activité HDAC dans le cerveau. Puisde® différentes HDAC ne sont sans doute
pas exprimées a des niveaux équivalents dans WearerBroide et al., 200y et que I'on
suppose que la cocaine et le saccharose ont des distinctes, on peut aisément comprendre
les résultats que nous avons observés. L'arguniatayancé que les AA de cocaine et de
saccharose n’'agissent par de la méme maniere suclét de récompense pourrait expliquer
les différences obtenues.

Une seule étude a pour I'instant montré des effetse drogue sur 'activité HDAC :
une injection unique d’éthanol diminue significatiwent cette activité dans 'amygdale de
rat, un effet trés similaire a celui obtenu ches aoimaux quand ils s’auto-administrent du
saccharose pendant dix jouPafdey et al., 2008Puisque la cocaine et I'éthanol n’affectent
pas directement l'activité des HDAC, on peut suppogue les modifications que nous
mesurons résultent de changements d’activités déase néosynthese de HDAC, donc de la

transcription de celles-ci.
1.2.6.Perturbation de la sensibilisation locomotrice lparHDACI

Un décalage de la courbe dose-réponse vers lagroitvant aussi signifier une diminution

générale des capacités locomotrices des animaus, amns veérifié que l'injection de TsA a

-182 -



Discussion

des rats ne perturbe en rien le comportement lotaumainsi que leur activité exploratoire
dans un nouvel environnement. Il est connu que pegchostimulants induisent une
hyperlocomotion, qui s’accroit avec la répétitian tdaitement pour finalement produire des
comportements stéréotypés. Ces changements prdgrasta fois d’ordre quantitatif et
gualitatif sont connus sous le nom de «sensibitisatomportementale». On distingue deux
phases dans le développement de cette sensibifisattmportementale : l'induction et
'expression. La phase d’induction renvoie a unquséce d’événements qui conduit aux
modifications du fonctionnement cérébral resporesaldu changement dans la réponse
comportementale. La phase d’expression correspomdatiérations neurales issues de la
phase d’induction qui sous-tendent directementghaentation de I'effet comportemental.
Ces deux processus sont non seulement temporellemmans aussi anatomiquement et
biochimiquement distincts. Ainsi, la sensibilisaticomportementale peut étre considérée
comme un modele animal de vulnérabilité acquisepaatie sous la dépendance de facteurs
génétiques, mais dont le déterminisme biologiqueedd du stade de développemeXrdrin
et al., 2004. Dans notre étude, il s'avere que la TsA n'altgas I'hyperlocomotion induite
par une injection unigue de cocaine, mais qu'elegie I'induction de la sensibilisation
comportementale sur cing jours. La réactivationcdte sensibilisation, mesurée apres six
jours sans drogue, est bloquée également par la TsA

Ces résultats vont dans le méme sens que ceuxranbrjue l'injection d’acide
valproique directement dans le NAcC n’a pas d’'eftetla locomotion des rats, mais bloque,
en fonction de la dose, la mise en place de I'Hgpemotion induite par une injection
d’amphétamine Kim et al., 2008 De méme, l'acide valproique n'a pas d'effet sur
I’hyperlocomotion induite par la morphine chez lauss mais bloque la sensibilisation
comportementale induite par cette droguedt al., 2004. Par contre nos résultats vont a
'encontre d’études qui veulent que les HDACIi pdedisent plutdt la sensibilisation
comportementale. Une étude de 2007 rapporte geadavalproique et lI'acide butyrique
n'ont pas deffet sur I'hyperlocomotion induite @hées souris par 'amphétamine, mais
potentialisent la sensibilisation comportementg@lies cing et huit jours de traitemeKia({da
et al., 2007; Shen et al., 200&hez des rats traités pendant deux jours pawdaine, I'acide
butyrique augmente l'activité locomotrice le secgogr, mais pas le premieK¢gmar et al.,
2005H. Enfin, selon une étude tres récente faite cheolris, I'acide butyrique potentialise la
sensibilisation comportementale induite par la Gogd’éthanol et la morphine. L'expression
de la sensibilisation, induite par ces trois conggpgst augmentée par un traitement a I'acide

butyrique Ganchis-Segura et al., 2009
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Au vu de I'ensemble de ces résultats, il est étidgie les HDACI n'ont pas d’effet
sur la locomotion basale des animaux en absencdratpie. Par contre, leurs effets sur
'hyperlocomotion induite par les drogues, sur duction de la sensibilisation
comportementale ou encore sur I'expression de aidteiere restent pour le moment a

préciser.

1.2.7.Blocage de la rechute aux drogues par les HDACI
Sur le plan clinique, le principal obstacle du teraient de la dépendance est le risque
permanent de rechute, méme aprés de trés longtiedg®de sevrage. Nous avons réussi a
démontrer que la TsA et le PhB diminuent 'ampldéude la rechute. Ce comportement de
recherche de cocaine a été induit aprés dix jo#8 de cocaine en FR1, suivis de trois
semaines de sevrage, par la combinaison d’undimjede cocaine et d’une réexposition des
animaux a un stimulus préalablement associé aida pe la drogue. Dans cette expérience,
les HDACI ont été injectés pendant cing jours déesgans que ces injections soient suivies
d’'une mise en contact avec la drogue. L'inhibitmmolongée des HDAC pendant la période
de sevrage semble suffisante pour induire un relagdede la chromatine, qui serait a
l'origine de la différence de comportement obsei&n qu’aucune autre donnée ne soit
disponible concernant I'AA de drogue, nos résuliatst dans le méme sens que ceux obtenus
dans des études concernant les effets de cert@®ALCHsur I'extinction et la réactivation de
la CPP a la cocaine. Ainsi I'acide butyrique dingintamplitude de la réinstallation d’'une
CPP induite par la cocaine apres quatre jours ddittannement et huit jours d’extinction
(Malvaez et al., 2000La similarité des résultats obtenus dans deuxdigmes distincts (AA
de drogue et CPP) indique que les neuroadaptas®msettant en place pendant le sevrage a
lorigine du «craving » sont sous le contrdle deécanismes épigénétiques et plus

particulierement de I'acétylation des histones.

1.3. Conclusions et perspectives
Nos résultats montrent clairement que des mécasigmigenétiques, plus particulierement la
désacétylation des histones, sont impliqués daneffets a long terme de la cocaine. Les
propriétés renforcantes et motivationnelles deecdtbgue sont diminuées par les divers
HDACI généraux que nous avons utilisés, sans affé&®A d’'un renforcant naturel. Afin de
déterminer quelle(s) HDAC particuliére est (somipliquée(s) dans ces mécanismes, il serait
intéressant de tester l'effet d’HDACI plus spédifig : sont apparus récemment la
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spiruchostatin ACrabb et al., 200B8qui inhibe sélectivement les HDAC de la classaul)e
MC1568, connu pour inhiber surtout les HDAC Negpbioso et al., 2009 L'utilisation
d’HDACI plus spécifiques est susceptible d’appogassi des informations précieuses quant
au role respectif des HDAC dans les differentesebale la sensibilisation comportementale.
Il serait intéressant aussi de tester les effessHIBACi dans un protocole dans lequel les
animaux ont acces a la drogue plus longtemps.>@an@e, chez des rats s’auto-administrant
de la drogue pendant 6 h, il est avéré que la comsdion de cocaine augmente au fur et a
mesure des sessions, alors que chez des ratsube-athninistrant que pendant 1 ou 2 h, une
telle escalade de la consommation n'a pas Ikamed and Koob, 1999Wang et ses
collegues ayant montré que I'inhibition des HDAGslde NAcS, mais pas dans le NAcC,
potentialise I'AA de cocaine, il serait intéressdatrechercher I'effet d’HDACI injectés dans
une autre structure clé du circuit de réecompers€FF (Wang et al., 2000

L’inhibition des HDAC s’avére bloquer la rechuteduite aprés une période de
sevrage de trois semaines, par la combinaison dhjeetion de cocaine et d’'une réexposition
des animaux a un stimulus préalablement assoadlgéogjue. Il serait intéressant de dissocier
les deux facteurs de rechute et de rechercheret’afes HDACi sur chacun d'eux. lI
conviendrait de tester aussi I'effet des HDACi lsurechute induite par le stress. Cela devrait
apporter un éclairage sur quelle(s) composant&(dq dechute est (sont) sous le contrble de
mécanismes épigénétiques.

Au vu de nos résultats, il conviendrait de déteemila nature des HDAC dont
l'activité est modifiee par les drogues. Notons ges kits commerciaux sont actuellement
disponibles pour mesurer I'activité des HDAC delksse | ou celle de la classe lla. De plus,
il serait attrayant de comparer l'effet de diverdesgues toxicomanogenes sur ces activités
dans différentes structures cérébrales. Enfin, talification de l'activit¢ HDAC pouvant
résulter de la néosynthése, il faudrait suivrediession des génes de certaines HDAC suite a
la consommation de drogue ou de saccharose, pg@PRR ou par immunohistochimie. C’est
la démarche que nous avons suivie en entrepregtudéd de I'expression de certaines HDAC
(« Discussion » ; chapitre 3).

Le principal obstacle dans le traitement de lactimanie est le risque permanent de
rechute. Or, d’aprés nos résultats, linhibitions ddDACi diminue ce risque chez les
animaux. Etant donné que de nombreux HDACIi sontiedletment en phase clinique,
essentiellement pour leurs potentiels anticancéfeu@ontexte Scientifique » ; Tableau 8 p
70-71), il serait tres intéressant de conduireasssis cliniques avec certains de ces HDACI

aupres de personnes désireuses de stopper le@numasion de drogue.

- 185 -



Discussion

2. Effet de I'inhibition des HDAC sur la CPP a la nicdine

2.1. Justification du protocole utilisé

Parallelement aux études visant a élucider le déle HDAC dans 'AA de cocaine, nous
avons eu la possibilité de rechercher I'effet d@ehibition des HDAC sur la CPP induite par
la nicotine. Pour ce faire, nous avons eu recourmsnadispositif et a une procédure
volontairement biaisés. Lors de la phase de prétmmement, le temps passé par le rat dans
chacun des deux compartiments d’une cage permdéteminer une éventuelle préférence
de place spontanée. Bien que dans cette étapat$esoient supposeés passer environ 50% du
temps dans chacun des compartiments, il arrivelsqmiontrent une préférence pour un
compartiment donné, généralement le plus sombrdidpmsitif est donc biaisé.

Dans notre procédure, l'injection de nicotine & éssociée systématiquement au
compartiment initialement non préféré des ratscheix de cette procédure biaisée découle
du fait que si la nicotine est injectée aux ratssda compartiment initialement préfére, il sera
difficile de mettre en évidence une CPP signifieat{Calcagnetti and Schechter, 1994; Le
Foll and Goldberg, 2006 De méme, pour induire une CPA, la forte dosenidetine a été

associée au compartiment préféré des animaux lopsatonditionnement.

2.2.Diminution des propriétés récompensantes de la rotine par les
HDACI

Il s’est avéré que le PhB abolit I'acquisition de@ CPP induite par quatre jours de
conditionnement a la nicotine. Par contre la CRWuite par une dose élevée de nicotine,
n'est pas sensible a l'inhibition des HDAC. Cecggeére que les mécanismes neuronaux
induits par la CPP et la CPA sont tres différe@tss résultats sont en accord avec une étude
récente montrant que I'acide butyrique facilitextiaction de la CPP induite par la cocaine
apres quatre jours de conditionnement. Il diminussal’amplitude de la réinstallation de
cette CPP aprés huit jours d’extinctidialvaez et al., 2010 Ce résultat est en faveur de
I'hypothése selon laquelle l'inhibition des HDACcHite I'apprentissage. Par contre, cette
méme équipe a montré que l'acide butyrique, injestént chacune des trois sessions de
conditionnement, potentialise la CPP a la morpli@enchis-Segura et al., 2008lors qu’il
avait déja été demontré que I'acide valproiqueb@ha CPP induite par la morphine chez la
souris Mu and Yu, 2007 Une autre équipe a montré, d’une part que kinpm i.p. de TsA a
des souris potentialise la CPP a la cocaine, @a#rt que la surexpression de HDAC4 ou de

HDACS directement dans le NAc diminue I'amplitude dette méme CPREK¢mar et al.,
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2005; Renthal et al., 200.7De fagon surprenante, cette méme équipe a nméchez des
souris dont les gengdDAC5 ou HDAC9 ont été invalidés, la CPP a la cocaine n’est pas
perturbée, ce qui suggere la mise en place de fnisévam compensatoires ou d'une
redondance entre les HDAC de la classe lla danséeanismes particulierRé¢nthal et al.,
2007. Bien que certains résultats soient encore cditt@res, il faut admettre que
I'inhibition des HDAC, donc le remodelage de la ahatine qui en résulte, modifie les
propriétés de récompense et les effets appétaégsddogues nicotines, morphine et cocaine.

2.3. Conclusions et perspectives

Il convient d’abord de répéter ces expériences P @n utilisant d'autres HDACI
appartenant a d’autres classes d’inhibiteurs, comows avons procédé dans le cas de 'AA
de cocaine. Dans nos études, le PhB diminue lai@ifte par la nicotine sans affecter la
CPA. Etant donné que dans d'autres études l'igaati situ d’HDACI potentialise la CPP a
la morphine ou a la cocaine, il serait intéressknprocéder a une étude transversale pour
établir définitivement qu’avec un protocole donrfée@ué dans un seul laboratoire, les
HDACI diminuent réellement les effets appétitifsldenicotine tout en augmentant ceux de la
morphine ou de la cocaine. Alors seulement nousripms conclure que l'appétence de
nombreuses drogues est sous le contrble de méamidpigénétiques, mais que chaque
drogue utilise ces mécanismes de facon particulimie aussi, tester des HDACI plus

spécifiques de I'une ou l'autre sous-classe apmitteans doute des précisions.
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3. Effet des drogues et des HDACI sur I'expression géque

Nous nous sommes alors demandé si I’AA de cocadnegit modifier I'expression d’une ou
plusieurs HDAC et ainsi expliquer les variationsadivitts HDAC mesurées dans les

différentes structures cérébrales.

3.1.AA de cocaine et expression génique
Dans notre recherche sur les effets de I'AA de mcasur I'expression de facteurs
épigénétiques, nous nous sommes focalisés surréssion du facteur de liaison a 'ADN
méthylé MeCP2, ainsi qu'aux HDAC 2, 5 et 11. Leighie ces quatre cibles est justifié car :
* MeCP2 est induit au niveau de CPF et du CPu dengtstés i.p. par de la cocaine
pendant dix joursGassel et al., 2006
* HDAC2 est également induit dans les mémes conditf@assel et al., 2006
* HDACS est la représentante majeure de la classadlaniveau du striatum ; son
implication dans la CPP induite par la cocaine tad@ja été montréRenthal et al.,
2007).
* HDAC11 est la seule et unique représentante diasse IV et est tres exprimée dans
le tissu nerveuxBroide et al., 200y
* Aucune HDAC de la classe IIb (HDACG6 et 10) n'a étédiée, car elles sont trés peu
exprimées dans l'encéphale. De plus, leurs substétiant essentiellement
cytoplasmiques, leur analyse ne rentrait pas daradre de I'étude des mécanismes

de régulation épigénétique de I'expression de genes

3.1.1.Cocaine et FR1

L’AA de cocaine s’est avérée augmenter I'expressiogeneMeCP2dans le CgCx, le CPu
et les deux sous-régions du NAc. Ce résultat esicenrd avec ceux obtenus dans I'étude
citée plus hautGassel et al., 2006 L'AA de drogue augmente aussi I'expression doegé
HDAC?2, plus précisément le pourcentage de cellules inomanquées, dans les mémes
structures, en accord avec notre étude antérigtmssgl et al., 2006 qui indiquait que
I'injection i.p. de cocaine pendant dix jours augtaé l'intensité de marquage de HDAC2.
L’AA de cocaine augmente l'expression de la pra&éiHDAC11 dans les structures
cérébrales citées. Ce résultat est le premier mointimplication de cette HDAC de classe
IV dans les mécanismes épigéenétiques induits paodaine. Finalement, I'expression du

géne HDACS n’est pas modifiée avec I'AA de cocaine, mais eaitogue induit une
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accumulation de la forme phosphorylée de la pretémors du noyau cellulaire dans
'ensemble des quatre structures étudiées. Cetaésunfirme des travaux publiés en 2007
qui suggéraient que linjection i.p. de cocaine &€s dats induisait une hausse de la
phosphorylation de HDAC5 accompagnée de l'accunauatle la forme phosphorylée de
HDACS dans le cytoplasme de neurone du NRer(thal et al., 2007 Puisque l'activité du
facteur de transcription MEF2C est inhibée par HBA@ans le noyauQrozinger and
Schreiber, 200)) I'AA de cocaine, en favorisant la sortie de HDARbrs de ce compartiment
cellulaire, permet I'activation transcriptionnetle MEF2C. Ce type de mécanisme avait été
décrit lors de la différentiation musculaifdcKinsey et al., 2000 De plus, nous savons que
l'injection répétée de cocaine i.p. a des rats angen dans le NAc le niveau de
phosphorylation des facteurs de transcription appés a MEF2C, a savoir MEF2A et
MEF2D (Pulipparacharuvil et al., 2008 Les sirtuines, les HDAC de la classe lll, semble
aussi étre impliguées dans les effets de la coc&nesffet, I'injection répétée de cocaine
induit I'expression de SIRT1 et SIRT2 dans le NAe plus, l'injection de l'activateur
resvératrol a des souris potentialise la CPP, ajaes I'injection de linhibiteur sirtinol la
diminue. Enfin, l'injection de sirtinol directemedans le NAc décale vers le bas la courbe
dose-réponse de I'AA de cocaine chez le rat, saggé€ue I'inhibition des sirtuines diminue

les propriétés renforgcantes de la drogrenthal et al., 2009

3.1.2.Corrélation entre expression des HDAC et activitlAC

Si nous nous référons aux résultats obtenus caaeeractivité HDAC mesurée dans le CPF,
le CPu et le NAc, il est impossible de trouver wugrélation entre les activités HDAC
mesurées apres dix jours d’AA de cocaine et lesifinations d’expression des HDAC
rapportées apres quatre jours de FR1. En effet ltRAdrogue diminue l'activité HDAC
globale dans le CPF et le NAc, alors que les HDAEC21 sont surexprimées dans ces deux
structures. De méme, ces deux HDAC sont surexpsandéas le CPu, alors que I'AA ne
modifie pas I'activit¢ HDAC dans cette région céedé. Bien sir, ces difféerences peuvent
tout simplement étre dues au fait que dans unesagats ont effectué quatre jours de FR1 et

dans l'autre dix.
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3.1.3.Inhibition des HDAC et expression des facteurs dgulation
épigénétique de la transcription

Nous avons analysé I'effet du traitement par la, T8A I'expression des génes cités, chez ces
rats ayant effectué quatre jours d’AA. La TsA, atée i.v. 30 min avant les sessions de FR1,
diminue I'expression du géne et de la protéine Me@ahs le CgCx, le CPu et le NacC, mais
n'a pas d'effet sur I'expression de HDAC2. Nos ttss sont en accord avec des travaux qui
ont montré que l'acide butyrique, I'acide valpraigue MS-275 et la TsA diminuent
I'expression de MeCPi vitro (Daly and Shirazi-Beechey, 2006; Kundakovic et241Q9. A
linverse, d'autres travaux suggérent qum,vitro toujours, I'acide valproique augmente
'expression de MeCP2 aprés sept jours de traiteik@m et al., 2008a A premiere vue, il
est surprenant de constater que la TsA diminugit&ssion d’'un gene, alors que la vision
générale du fonctionnement des HDAC veut que I'nypétylation des histones soit associée
a 'augmentation de la transcriptiofghg and Seto, 20P8Ce point est discuté plus loin
(« Discussion » ; chapitre 3.3.1).

D’aprés nos résultats, le traitement des rats lpafsA n'a pas d'effet sur la
localisation subcellulaire de HDACS5 dans le cortxle striatum. Ceci est corroboré par
'absence d’effet sur I'expression du facteur @mscription MEF2C dans le CgCx et le CPu.
Par contre, il est surprenant de constater que tam$Ac, I'expression de MEF2C est
fortement réduite par la TsA, alors que la locailisasubcellulaire de phospho-HDACS n’est
pas modifiée. Ce dernier résultat suggére que tamg¢Ac, la régulation de MEF2C est
différente en comparaison avec d’autres structcéesbrales. Il faut considérer quvitro au
moins, MEF2C peut étre inhibé par d’autres membieeda classe Il des HDAC, selon un
mécanisme similaire a HDAC5, a savoir un transémtire le compartiment nucléaire et le
cytoplasme dépendant de I'état de phosphorylafarsi I'expression de MEF2C est inhibée
par HDAC4 ou HDAC7 Kao et al., 2001; Karamboulas et al.,, 200®ans cette étude,
l'inactivation de MEF2A et MEF2D, directement ddasNAc chez des souris, n'agit pas sur
I’hyperlocomotion induite par la cocaine, mais dioe I'amplitude de la sensibilisation
comportementale et diminue I'expression de cettesibdisation Pulipparacharuvil et al.,
2008. Ce résultat est plutét en accord avec les ndligesvant que l'injection de TsA bloque
l'induction et I'expression de la sensibilisatioongportementale induite par la cocaine. Enfin,
linhibition des HDAC avant les quatre sessions A’#le cocaine a pour conséquence de

potentialiser fortement I'expression de HDAC11 adéjduite par 'AA de cocaine.
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L’ensemble des résultats montre que I'AA de coeaiimodifie différentiellement
I'expression de certaines HDAC et de deux facteersranscription. La cocaine agit par des
mécanismes de régulation épigénétique dépendannémes des activités HDAC. Ainsi, les
effets de la TsA sur le comportement des rats gopint sans doute des protéines cibles de
MeCP2, MEF2C ou encore HDAC11.

3.2.CPP a la nicotine et expression génique
Lors de notre étude sur les effets de I'inhibitéias HDAC sur la CPP induite par la nicotine,
nous avons recherché si l'effet sur la transcnptie MeCP2 et HDAC2 dans I'AA de
cocaine était transposable a la nicotine.

MeCP2 est effectivement surexprimée au niveau tdatiem suite a l'injection de
nicotine, indépendamment de la dose. Par contrajciatine n’induit pas I'expression de
MeCP2 au niveau du CPF, alors que I'AA de cocaiidklit fortement cette protéine dans le
CgCx. De méme, HDAC2 est surexprimée au niveautdatism en réponse a la nicotine,
mais n’est pas induite au niveau du CPF, contrardgra ce qui a été observé en réponse a la
cocaine. De plus, la CPP mesurée aprés quatre @mirsonditionnement augmente la
phosphorylation de CREB dans le CPF, le CPu, lag deus-régions du NAc et la VTA. Par
contre la CPA n’a aucun effet sur la phosphorytatie CREB. L'obtention de ce résultat est
en accord avec les travaux de Pascual et ses wedlemi ont montré que la CPP, mais non la
CPA, augmente la phosphorylation de CRPBgcual et al., 2009

Le fait que les deux doses de nicotine (récompgasau aversive), ainsi que la
cocaine augmentent I'expression de MeCP2 et de HDAGggere que l'effet est une
conséquence de l'activation du circuit de récomeearidonc des structures cibles. En ce qui
concerne les différences observées au niveau desuses corticales, deux raisons au moins
peuvent étre invoquées pour que la cocaine, maisapacotine, induise MeCP2 et HDAC2.
Puisque les comportements d’AA et de CPP / CPAudiént pas exactement les mémes
effets des drogues, les aires corticales ne s@ihpaliquées de la méme maniere. La seconde
raison est que la cocaine et la nicotine, en ptugattivation du systeme de récompense
provoquant une libération de DA au niveau des régimorticales, présentent des mécanismes
d’action supplémentaires différents, ce qui seuirait par des effets notés exclusivement au

niveau du CPF et non pas du striatum.
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3.3. Analyse par microarrays des genes régulés par lasA chez les rats

s'auto-administrant de la cocaine

La TsA, en décalant la courbe dose-réponse decairme en FR1 vers la droite, diminue les
propriétés renforgantes de cette drogue. L'AA deatre modifie I'expression du facteur de
transcription MEF2C dans le CgCx et dans le NAotsafjue la TsA diminue cette expression
dans le NAc, mais pas dans le CgCx. Nous avonsclobed caractériser les génes dont
I'expression était modifiée par la TsA, dans le &g dans le NAc, chez des rats s’auto-
administrant de la cocaine en FR1. Au moyen deethnologie dite des microarrays

(GeneChip® Rat Genome 230 2.0), nous avons reohdesteffets de la TSA sur I'expression

de 31000 échantillons.

3.3.1.Régulation d’environ 2% des échantillons par la TsA
Apres analyse statistique des résultats bruts, é&2@ntillons au niveau du CgCx et 136
échantillons au niveau du NAc ont été identifiésote étant differemment exprimés chez les
rats ayant recu de la TsA par rapport aux animamoins. Ces valeurs représentent 2,3%
pour le CgCx et 0,4% pour le NAc de I'ensemble 88800 échantillons considérés. Ces
valeurs faibles peuvent surprendre ; elles soneémdgnt en accord avec les résultats obtenus
essentiellement dans des cellules tumorales (&n;Lint et al., 1996; 2% ; Moreira et al.,
2003. Pour ne citer qu'un exemple, dans des cellul&SFK en culture, la TsA régule
'expression de 87 genes sur 20000 environ, cerequiésente a peine 0,4(Grabb et al.,
2008. La régulation de I'expression de génes par @y apparait bien plus sélective que
ce gu’on peut attendre de la désorganisation drilecture chromatinienne. Pour expliquer
cette relative sélectivité, il faut considérer qoueur que l'inhibition des HDAC ait une
incidence sur I'expression d’'un gene donné, il fguée sa transcription soit activée a un
instant donné en réponse a un signal de I'envinwrem.

Au niveau du CgCx, la TsA augmente I'expressior682 parmi les 722 échantillons
mis en évidence (96%) alors qu’a I'opposé dansAe M surexpression ne concerne que 25
des 136 échantillons (18%). On peut considérer apserésultats sont en accord avec les
données de la littérature, montrant que les HDA&priment, autant qu’ils activent,
I'expression des geneBrummond et al., 2005; Crabb et al., 200@ar exemple, dans des
neurones corticaux en culture, I'acide valproiqugnaente I'expression de 726 échantillons
et diminue I'expression de 577 autrésKuchi et al., 2000 Selon le modéle conventionnel,

les HDAC, en désacétylant les histones, compatderstiromatine inhibant ainsi I'expression
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des geénes ; en hyperacétylant les histones, lesGiRAgmentent donc I'expression de ces
genes. En plus de leur capacité inhibitrice deivié HDAC, les HDACI diminuentin vitro,
'expression des DNMT. Ainsi, I'apidicine diminu&xpression de la DNMT1Y(ou et al.,
2008, le depsipeptide diminue I'expression de la DNMT®Vu et al.,, 200B et I'acide
butyrique, tout comme la TsA, diminuent I'expressite la DNMT3 (Xiong et al., 200p

Les HDACI abaisseraient donc le niveau de méthymaties génes, ce qui en régle générale
conduit a potentialiser I'expression de ces ge@es. considérations ne permettent cependant
pas d’expliquer I'inhibition de la transcription usee par divers HDACidé Ruijter et al.,
2005; Daly and Shirazi-Beechey, 200& I'heure actuelle, tres peu d’hypotheses okt ét
avancées pour expliquer ce phénomene. Dans une &eule, la TsSA et I'acide butyrique se
sont avérés diminuer le niveau d’acétylation desonies H3 et H4 au niveau des promoteurs
de nombreux genes dans des cellules en cultumgji@conduit a la répression de ces mémes

genes Rada-Iglesias et al., 2007

3.3.2.1dentification des échantillons régulés par la TsA

Une partie seulement des 31000 échantillons, piesenles puces Affymetrix®, est associée
a des genes identifiés. En effet, les séquencdigahnicléotides présentes sur les microarrays
correspondent a des EST (« expressed sequence ¢eggs a partir de séquences d’ADNCc.
Or, ces séquences d’ADNc peuvent étre issues deeségs génomiques dont la fonction est
inconnue a ce jour. Ainsi, les échantillons assoéigles genes identifiés sont au nombre de
313 pour le CgCx et de 48 pour le NAc. On peutngte parmi ces genes, certains codent :
» des récepteurs des neurotransmetteurs, tels lessusitésol, 1, f2, f3 ouy2 du
récepteur GABA ou le récepteur 5HR.
 des canaux ioniques, comme les sous-uniést 4 du canal calcium dépendant du
voltage, le canal sodium dépendant du voltage pe 1y, ou encore le canal TRPM7
(« transient receptor potential-related proteir).7 »
» des protéines du cytosquelette, telles MAP2 ou H@mémpliquées dans les
mécanismes de plasticité.
» de nombreux représentants des cascades de sitjoalisdaracellulaire, comme des
Rho GTPases, la phosphatidyl-inositol-3-kinase na sous-unité régulatrice de la

protéine phosphatase 4 (PP4R2).
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* des protéines possédant un motif en doigt de mimgljquées dans la transcription de
genes, comme par exemple le géne a réponse pré&az2? (« transforming growth
factorf} stimulated clone-22 »).

* des protéines qui, lorsqu’elles sont mutées, sdorigine de cas de retards mentaux,
comme FMR1, associée au retard mental du X fragile.

» des protéines qui, lorsqu’elles sont mutées ou trealuites, sont a l'origine de
troubles du développement du cerveau, comme lankgphalie. C'est le cas de la
Reeline et de Lisl (« Lissencephaly gene-1 ») agstlée Pafahlbl.

En comparant les 313 et 48 genes, obtenus dansurehades deux structures
cérébrales considérées, deux remarques vienneriespril: la premiere concerne la
dichotomie des effets observés entre les deuxtstes: la quasi-totalité des genes régulés
par la TsA dans le CgCx sont induits, alors quesd@nNAc, ils sont réprimés. Cette
observation peut paraitre étonnante, si I'on camsidjue les deux structures correspondent a
des aires de projection dopaminergiques, activéemadniere similaire par la cocaine. La
seconde remarque vient de ce que seuls 12 gemdgigdesont communs aux deux structures
(Tableau 10). Parmi ceux-ci on trouve deux factalgstranscription, a savoir les deux
protéines a doigt de zinc 386 et 597 ; un canal manaire dépendant du potentiel TRPM7 ;
une kinase appartenant a la famille des phosphatidgitol-3-kinases (SMG-1) ou encore
deux kinases appartenant a la famille des kinag#S2C(« cell division control protein 2
homolog ») importante dans la régulation du cyeléutaire.
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Tableau 10 : Liste des génes modulés par la TSA communs entre le CgCx et le NAc
Référence _ . Effet de la TsA
Affymetrix Annotation du gene CaCx A
1368712_at zinc finger protein 386 + -
1369059 _at transient receptor potential-related protein 7 + -
1370705_at zinc finger protein 597 - -
1372830_at PI-3-kinase-related kinase SMG-1 + -
1372923_at peroxisomal biogenesis factor 11b - -
1373534 _at SR rich protein + -
1392818 at growth arrest specific 5 + -
1394160_at transmembrane protein 2 - -
1395523_at heterogeneous nuclear ribonucleoprotein G + -
1398993 at RNA-binding region containing 2 + -
1399022 at CDC-like kinase 1 + -
1399141 at CDC-like kinase 4 + -

+, géne induit

; -, géne réprimé

3.3.3.Validation des microarrays

Nous avons choisi de valider sept génes uniquerperggue notre objectif était de montrer
gue les résultats étaient fiables et non pas dderdke catalogue entier de 361 genes. Ainsi,
nous avons entrepris de valider par RT-qPCR I'esgiom de cing genes induits au niveau du
CgCx BHT,a, FMR1, GABAyS2, Lisl et PP4R3 et de deux au niveau du NAc, I'un induit
(TSC22 et l'autre répriméReeling. Ces résultats confirment que :

» Les genes codant la sous-urfiig@du récepteur GABA(GABAS2) et le récepteur 2A
de la sérotonine5HT,s) sont sous le contréle de la TsA. Par contrendssont pas
induits lors de la seule AA de cocaine.

* Le géne codant la sous-unité régulatrice 2 de déépre phosphatase PR4R3J est
régulé pareillement.

» Les genes codant les protéines Lisl et FMR1 saohiits tres fortement dans le CgCx
par la TsA chez des rats s’auto-administrant deotaine. Ills sont également induits

par I'AA de cocaine.
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* Le géne codant la Reeline est réprimé dans le N#clag TsA chez les animaux
s’injectant de la cocaine.

» Le gene codant TSC22, caractérisé induit par la gaAmicroarrays, est induit par la
cocaine, mais pas par la TsA. C’est le seul résuliscordant entre les deux
techniques.

Etant donné nos résultats antérieurs, nous posivions attendre a ce que les résultats
de microarrays comprennent les geesCP2 HDAC11ou d’autres dont nous savons qu'ils
sont sous le contréle de la TsA. Par exemple, meoss montré par RT-gPCR que la TsA
diminue I'expression déleCP2respectivement de 27% et 14% dans le CgCx et le, NAc
correspondant a des rapports TsA / contrble de & 71886. Or, dans les données brutes de
génomique, ces rapports pour le gene corresporadat@CP2 sont de 0,90 et de 0,92, qui
sont en fait des valeurs assez comparables a o#ltesues en RT-gPCR. Ce géne n’apparait
pas significativement modulé par la TsA parce quélremplit pas I'ensemble des critéres de
sélection que nous nous étions imposés. Un réspliiat problématique concerne le gene
MEF2C, trouvé comme étant significativement induit denBlAc par I'approche génomique
(rapport TsA / contrdle de 1,47 ; voir annexe 2yslgu’il était significativement inhibé par la
TsA dans nos expériences précédentes de RT-qP@Bo(ta sA / contrble de 0,26). Ainsi, la
totalité des données obtenues par les microarrags pas confirmée par RT-gPCR méme si
une large majorité de résultats se recoupent denfagceptable. Cette technique est a
manipuler avec précaution et les résultats desoaicays ne devraient jamais étre pris pour

définitifs, tant qu’ils ne sont pas confirmeés.

3.4.Conclusions et perspectives
L’AA de cocaine, mais aussi la CPP induite paritatme, modifie 'expression de diverses
protéines impliquées dans les mécanismes de rémul@pigénétique de la transcription de
genes.

Parmi ces protéines, nous avons caractérisé HDA€ime un des principaux
acteurs. Malheureusement, on dispose de peu dinaftton quant aux fonctions cellulaires de
HDAC11. Puisque son expression est augmentée pa@ tle cocaine, il conviendrait
d’étudier son expression dans divers protocolesAdi& cocaine (FR5, suite a un acces long
de 6 h), voire d’autres drogues, mais aussi suedaute induite par divers parametres, ou
encore dans la sensibilisation comportementaleiteghar diverses drogues. HDAC11 étant

induite par la TsA, il serait intéressant de suleserépercussions sur le plan comportemental
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de la surexpression ou de l'invalidation de sonegsait dans le CgCx, soit dans le NAc,
comme cela a été realisé avec HDAC4 et HDACS5. CesxdHDAC diminuent
respectivement la motivation pour la cocaine enePl CPP induite par la méme drogue
lorsqu’elles sont surexprimées directement dandAe (Renthal et al., 2007; Wang et al.,
2009.

Que ce soit dans les conditions d’AA de cocaind®CPP induite par la nicotine, les
deux drogues induisent I'expression de MeCP2. (attaction étant sous le contrdle des
HDAC, la protéine MeCP2 régule-t-elle 'expressamgenes participant a I'établissement du
pouvoir renforcant, ou appétant d’une drogue ®iiviendrait de vérifier si son expression est
altérée chez des rats s’auto-administrant le reafdrnaturel qu’est le saccharose, sachant
que les HDACi ne perturbent pas ce comportement. ddposerait alors d'une piste
permettant de dissocier MeCP2 des HDAC dans laerebk de leurs interventions

respectives dans la neurobiologie sous-jacen&xaréssion du pouvoir renforcant.
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4. Liens entre Lis1, la Reeline et la cocaine

4.1.Régulation analogue de I'expression de la Reeliret de Lisl par la
TSA

L’injection de TsA pendant quatre jours a des rédspas d’effet sur I'expression des deux
protéines Reeline et Lisl. Par contre, I'injectotm TSA a des rats s’auto-administrant de la
cocaine induit I'expression de la Reeline et del ldans le CgCx et l'inhibe dans les deux
sous-régions du NAc. L'expression de ces deux presésemble étre régulée de la méme
maniére. Les résultats obtenus au niveau du Cg@k lpoReeline vont dans le méme sens
gque ceux montrant sa diminution dans des celluie®mtales du pancréas, expression qui peut
étre restaurée en réponse a l'acide valproique @AHA (Sato et al., 2006 Des 2005, il a
été suggéré que le niveau d’expression de la Ree@pendait de la méthylation de son
promoteur Noh et al., 200pb Cette régulation passe par la liaison de MeGPgramoteur du
géene, ce qui fait du gerfeelineune cible de MeCP2érdan et al., 200/

Par contre, les effets obtenus au niveau du NAt gpposés a ceux obtenus dans le
cortex. Bien que nous ne soyons pas en mesurelidjegp cette observation, il semble plus
aisé d’expliguer pourquoi I'expression de la Rexk celle de Lisl sont semblables. En effet,
des mutations au sein de chacun des deux génes damigine d’'une lissencéphalie, une
malformation du cerveau humain caractérisée paésorganisation des couches corticales,
résultant d’un défaut de migration des neurobla@esth, 1987; Assadi et al., 20P3La
similarité du phénotype induit par la mutation diesix génes résulte sans doute du fait que
ces deux protéines appartiennent a la méme casdeasignalisation. En effet, la Reeline, en
se liant a ses récepteurs APOER2 (« apolipoprdieiaceptor 2 ») ou VLDLR (« very low
density lipoprotein receptor ») active la protéiwB1 (« disabled homolog 1 ») connue pour
interagir directement avec Lisl (« Résultats »guFé 6 de la publication n°5 pl6dissir
and Goffinet, 2008 Pour appuyer I'hypothése d’'une régulation comeuwom peut noter que
I'expression de deux autres composantes de catalecsignalisation, a savoir NCK1 (« non-
catalytic region of tyrosine kinase adaptor protein) et la PI3K (« phosphatidyl-inositol 3-
kinase ») sont également induites par la TSA dai@gICx chez les rats s’auto-administrant la
drogue. Un tel résultat avait été montré dans @dsales tumorales du pancréas, ou l'acide
valproique et le SAHA induisent I'expression deRaeline, mais aussi celle de plusieurs
membres de sa voie de signalisation, tels APOERBDLYR ou DAB1 (Sato et al., 2006

Grace a l'étape de validation des microarrays sraxons noté que I'expression de

Lisl et de la Reeline était également modifiée PaA de cocaine chez les animaux
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« contrOles ». En effet, les gerldasl et Reelinesont tous les deux induits dans le NAc apres
guatre jours d’AA etLisl est également induit dans le CgCx et le CPu. Aeani de la
protéine, les résultats sont identiques vu que elinduite dans la CgCx, le CPu, le NAcC
et le NacS.et que la Reeline est induite dans ke, GPNAcCC et le NAcS. Ceci montre que

I'expression de ces deux genes est sous le comtedke cocaine.

4.2.Lisl et drogues

L’AA contingente de cocaine induit I'expression ldel dans le CgCx et le striatum. Une
injection i.p., non contingente, de cocaine indgialement Lisl dans les mémes structures.
L’amplitude de cette augmentation est renforcéeéponse a des injections répétées de la
drogue, suggérant que I'induction de Lisl estdi@es mecanismes de plasticité induits par la
drogue. Ces résultats sont les premiers a montiedaygend.isl est sous le contrble de la
cocaine. Nous avons observé que l'injection répdééiuoxétine, un inhibiteur sélectif de la
recapture de 5-HT, induit également I'expressionLdd dans les mémes structures. Ces
résultats indiquent que la composante 5-HT de ¢aioe participe sans doute a I'induction du
gene Lisl. D’autres genes ont dores et déja été caracgrisgmme étant induits
essentiellement par la composante sérotoninergiqua cocaine. C’est le cas des gegsl
et hVH-5 (Humblot et al., 1998; Thiriet et al., 19P&insi que des genes cloddZ et al.,
20095.

A ce jour, aucune donnée n’est disponible concgrfianplication du gend.isl dans
les mécanismes de plasticité synaptigue induitss dén cerveau adulte. Lors du
développement cérébral, la protéine Lisl joue ule ®ssentiel dans la migration des
neuroblastes et dans leur positionnement dansoleshes corticales, puisque des mutations
dans son géne sont responsables de la lissena@fRainer et al., 1993 D’autre part, les
neurotransmissions DA, 5-HT et NA, donc celles exaées par la cocaine, jouent également
un réle crucial dans le développement corticaivitt et al., 199Y. Cela suggere que Lisl est
impliqué dans les perturbations neuro-développeatenibbservées chez les nouveau-nés de
meres consommant de la cocaine. Ces nouveau-resnf@et souvent un cerveau plus petit,
un élargissement des ventricules cérébraux, unandiion de I'épaisseur du cortex cérébral

et des anomalies diffuses des gymsliini et al., 2000; Derauf et al., 20D9
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4.3.Reeline et drogues
L’administration de cocaine, contingente ou norntiogente, induit I'expression de la Reeline
dans le striatum. Comme pour Lis1, ce résultateeptemier a montrer que le geReeline
est sous le contrdle de la cocaine, méme si urtke éa 2004 a montré, par hybridation
situ, qu’une injection de méthamphétamine a des ratindiit I'expression de 'ARNm de la
Reeline dans le cortex frontal, mais pas dans le @RBmachi et al., 2004 1l est surprenant
de constater qu’une injection unique de cocaingleunéthamphétamine induise des effets
OpPpPOSES.

Puisque l'injection répétée de fluoxétine n’'indpdts I'expression de la Reeline, cette
différence ne provient probablement pas de la ceaummte 5-HT de la cocaine, dont nous
savons qu’elle est moins importante pour la métheatgmine. Une étude, plus récente,
suggere également I'implication de la Reeline d@ssmécanismes de plasticité cérébrale
induis par les amphétamines. Matsuzaki et sesgr@eont étudié I'effet hyperlocomoteur de
la méthamphétamine chez les souris Reeler, qui déntiées du gene de la Reeline. Ces
souris présentent de nombreuses malformationscates dont une inversion des six
laminations et une plus grande dispersion des nesrau sein des couches. Elles présentent
néanmoins une activité locomotrice basale normélejection i.p. de méthamphétamine
induit une légere hyperlocomotion (20% de I'hypedmotion induite chez les souris non
mutées) Matsuzaki et al., 2007 L’ensemble de ces résultats indique que la Reederait
impliquée dans la régulation du systeme dopamigeggidonc dans la plasticité synaptique

induite par la cocaine.

4.4.Lisl, Reeline et troubles psychiatriques
Rappelons que lors du développement cérébral, &iriReet Lisl jouent un rble essentiel
dans la mise en place de la cytoarchitecture deststes laminées du SNC via le contrdle de
la migration et du positionnement des neuroresddi et al., 2003 Pour tenter d’expliquer
comment les deux protéines Lisl et Reeline se uetrt impliquées dans les effets
renforgcants de la cocaine, il faut d’abord essaleercerner leurs rbles respectifs dans le
cerveau adulte.

La stimulation de Lisl et de la Reeline en répansecocaine signifie sans doute que
la drogue réenclenche au moment du traitement demmsmes identiques ou proches de
ceux mis en place lors du développement. Ces pesgdourraient étre impliquées dans le
remodelage des synapses, ou dans la croissancatideiesd deux phénomenes connus pour
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étre induits par la cocaine. En effet, aprés umeg@e de sevrage faisant suite a des injections
répétées de cette drogue, on trouve une augmenthtioombre total d’épines dendritiques et
de branchements synaptiques dans le CPF et ddwAdgRobinson and Kolb, 1999En
diminuant I'expression de ces deux protéines dansAc, la TsA pourrait perturber la mise
en place de cette plasticité structurale induitelpacocaine. A l'inverse, la TsA augmente
fortement I'expression des protéines dans le CRifa @ourrait au contraire potentialiser le
développement de la plasticité dans cette régiompliguée dans le contrdle des
comportements, dans la prise de décision et damasslennement.

Concernant plus particulierement la Reeline, tléabli qu’elle joue un role dans la
modulation de la plasticité cérébraleeyenson et al., 2008Elle module, par exemple,
I'activité des récepteurs NDMA au niveau de I'hippmpe Beffert et al., 2005; Sinagra et
al., 2009 ; elle intervient ainsi dans la modulation desclions cognitives comme la
mémoire Miller and Sweatt, 2007; Levenson et al., 20@ur le plan clinique, la Reeline est
clairement impliquée dans I'étiologie de troubleyghiatriques, tels que la schizophrénie et
autisme. Des études postmortem ont révélé qupdéents atteints de schizophrénie avaient
la moitié du taux de Reeline dans diverses strastworticales par rapport aux témoins
(Impagnatiello et al., 1998 Suite a cette observation, les souris Reeler méine été
considérées comme un modele animal de la schizojgh@éatemi, 200). Cette pathologie
est associée a un dysfonctionnement du systememiogayique méso-cortico-limbique,
donc du systeme de récompenBatél, 2000. Il est d’ailleurs bien connu que les patients
schizophrénes présentent un risque accru de dépemdassentiellement vis-a-vis de l'alcool
et du tabacRatel, 2000. Ainsi, le fait que la cocaine modifie I'expremside la Reeline et
d’'un de ses effecteurs intracellulaires ouvre umavelle piste quant a la nature du lien entre

les deux pathologies.

4.5. Conclusions et perspectives
Nous venons de suggérer que dans le cerveau alduttecaine réutiliserait des mécanismes
comparables a ceux qui ont servi lors du dévelogmeroérebral, pour établir une plasticité
synaptique. Afin d’approfondir cette hypothése, dbnviendrait d'abord d'analyser
'expression de Lisl et de la Reeline, suite ajdition répétée d’autres drogues, tels les
amphétamines, I'héroine, la nicotine ou l'alcooh MDMA, plus connue sous le nom

d’ecstasy, stimule la neurotransmission 5-HT deoriaprépondérante. Considérant nos
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résultats des effets dus a la cocaine et a ladliroex nous nous attendons a ce que la MDMA
provogue une tres forte synthése de Lisl sanstaffiecsynthése de la Reeline.

Il serait également intéressant de pouvoir cordirque d’autres membres de la
cascade de signalisation, tels DAB1 et la PI3Kt $égulés par la TsA chez des animaux
consommant de la cocaine. Cela permettrait de dgolus de poids a I'implication de cette
voie de signalisation dans la modulation des eff$orcants de la cocaine.

Afin de tester si les effets des HDACI sur le com@ment des rats sont di a une
altération de la plasticité au niveau du CgCx ouNAc, il serait attrayant de voir si le
traitement a la TsA est capable de modifier la rholpgie des épines dendritiques ou le
nombre de ramifications des dendrites. Grace aapproche électrophysiologique, nous
pourrions aussi étudier si la TsA, en altérantylatls®ese de Lisl et de la Reeline, est capable
de modifier la plasticité synaptique induite pacdéeaine dans les deux structures citées.

Ces deux protéines sont-elles impliquées dans ddvation a consommer des
drogues ? Pour répondre a cette question, il fauwdosa comment elles sont exprimées dans
un protocole de PR. Concernant la Reeline, il serdressant de tester les souris Reeler dans
un protocole de CPP ou d’AA de drogue. Pour coreplét tableau, il faudrait rechercher les
réles respectifs des deux protéines dans le «rggaviet dans la rechute, particulierement

guand cette derniére est induite par les stimwirennementaux.
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5. Conclusion générale

L’ensemble des données discutées ici montre quard¢esnents se multiplient pour permettre
d’affrmer que les effets comportementaux des desgw’installent en utilisant des
mécanismes de régulation épigénétique de la tiptiser de genes. L'implication des
HDAC, donc de la régulation de l'acétylation destdimes, ainsi que des meécanismes de
méthylation de 'ADN ont surtout été étudiés. Cagmart, de nouvelles pistes apparaissent,
impliquant d’autres modifications posttranscriptiefies des histones, comme la méthylation
ou la phosphorylatiorBrami-Cherrier et al., 2005; Maze et al., 2010

L’étude de I'implication des mécanismes épigén@sdans les effets a long terme
induits par les drogues n’est sans doute gqu’au tdédwson histoire. De nombreuses pistes
suggerent que la méthylation de I'ADN ou certaimasdifications des histones sont
responsables de la mise en place de diversesqgiEstsynaptiques, dont certaines sont sans
nul doute a I'origine du développement de la dépand aux drogues. Il faut souligner que la
stabilité de ces modifications en fait un candilaticulierement crédible pour expliquer des
inductions de génes sur des temps treés longs, soirka vie entiere. Aucune autre régulation
transcriptionnelle présentant une demi-vie compmtilvec ces phénoménes n’a été décrite a
ce jour. Or une des questions, essentielle daderteine des addictions, est précisément de
comprendre pourquoi des comportements de rechuteepese produire aprés des mois, ou

des années d’abstinence.
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Matériels et Méthodes

1. Animaux et tests comportementaux

Les études présentées dans ce mémoire ont toatesafisées avec des rats males adultes de
la souche Wistar (160-180 g) provenant de I'élevéayevier (Le Genest-St-Isle, France). La
seule exception concerne les expériences de CR&s &n Argentine, avec des rats males
adolescents de la souche Sprague-Dawley (100-1gfbggnant de la faculté de Médecine de
Buenos Aires. Aprés leur arrivée au laboratoirs,daimaux sont maintenus deux semaines
minimum, par cing dans des cages standard, afinlede acclimater a leur nouvel
environnement. Ils ont eu un acces libre a de laritare et de I'eau et ont vécu avec un
cycle journalier contrélé (12 h de lumiére / 12’dbdcurité) et inversé (lumieres allumées a
7h00 du matin). Aprés l'opération chirurgicale afihmplanter le cathéter dans la veine
jugulaire, les animaux ont été placés en cagewitheblles, mais de sorte qu'un contact
auditif, olfactif et visuel reste possible entre<edu minimum cing jours de récupération
postopératoire ont alors été accordés aux ratsit aledébuter les tests comportementaux.
Ceux-ci ont toujours eu lieu dans le noir, doncdaen la période d’activité des rats. Toutes
les procédures impliquant des soins aux animauxétdtfaites en accord avec les lois
francaises (directive 87848, 1987, Service Vét@enale la Santé et de la Protection
Animale ; autorisation 67-165 du Dr. Zwiller) ettemationales (publication du National
Institute of Health 5586-23, 1985).

1.1. Traitements pharmacologiques

Diverses substances pharmacologiques ont étééeretux rats. La cocaine (Sigma-Aldrich,
MO, Etats-Unis ou Cooper, Melun, France) a été ané&p dans du NaCl 0,9% et injectée par
voie intraveineuse (i.v. ; 40 pl par injection),38 mg/kg/injection ou 0,75 mg/kg/injection
pour 'AA et 1 mg/kg pour I'activité locomotrice.a nicotine (Calbiochem, CA, Etats-Unis) a
éte préparée dans du tampon phosphate 10 mM (P&S«guhosphate buffered saline ») et
injectée en sous-cutané (s.c.; 2 mi/kg) : 0,21kmgbour la CPP ou 2 mg/kg pour la CPA.
Concernant les HDACI : la trichostatine A (TsA gfia-Aldrich) a été préparée dans du
diméthylsulfoxyde (DMSO ; 10%) et injectée i.v. (dl/kg ; 0,03 ou 0,3 mg/kg) ; l'acide
phénylbutyrique (PhB ; Fluka, Sigma-Aldrich) a gtéparé dans un mélange DMSO 10% et
injecté en i.v. (1 ml/kg ; 2, 20 ou 100 mg/kg) auietrapéritonéale (i.p. ; 1 ml/kg ; 10 et 100
mg/kg) en fonction du test comportemental ; la di§oine (Sigma-Aldrich) a été préparée
dans du DMSO 10% et injectée en intracérébrovenai® (i.c.v. ; 10ul de chaque c6té ; 20

nmoles).
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1.2. Implantation stéréotaxique des guides canules

L'implantation stéréotaxique des guides canuleséafaite pour permettre l'injection de la
dépudécine, qui est un HDACI ne passant pas la&baimémato-encéphalique. La pose a été
faite suite a la mise en place du cathéter intreaxei afin d’éviter une seconde opération a
'animal, donc une seconde anesthésie générale.ratssont été placés dans un cadre
stéréotaxique. Les guides canules (diamétre exte@@ mm; longueur : 20 mm) ont été
implantés bilatéralement de sorte que les injestipuissent étre faites au niveau des deux
ventricules latéraux. Les coordonnées sont, d’afftasinos and Watson, 1997

- antéro-postérieure : - 1 mm du bregma

- médio-latérale : £ 1,6 mm

- dorso-ventrale : - 2,5 mm
Les guides canules ont été maintenus de facon pemtera la surface de la boite cranienne
au moyen de vis et de ciment dentaire (RédRsadur® Heraeus Kulzer, Hanau,
Allemagne). Les injections i.c.v. de 10 ul de démide ou de DMSO 10% ont été réalisées
au moyen d'une seringue d’injection Hamilton de 1) pendant 1 min via une canule
d’injection calibrée descendant a une coordonnédrale de 1 mm en dehors du guide

canule, soit pour 'injection i.c.v. a - 3,5 mm.

1.3. Auto-administration de cocaine
1.3.1.Construction du cathéter

Le cathéter a consisté en un tube de Silastict{fda®ne, VA, Etats-Unis) de 12 cm de long,
0,3 mm de diametre interne et 0,63 mm de diaméterree rattaché & un guide canule de 22
gauges (Plastics One) plié a angle droit et fixé wu morceau circulaire de maille de
mersilene®Ethicon, Johnson and Johnson, PA, Etats-Uni®,sem de diametre grace a du
ciment dentaire (RésinBaladur®). Le guide canule a comporté un pas de vis quiéa é
externalisé au niveau du dos de I'animal afin devpa injecter les différents composés au
rat et de pouvoir le fermer hermétiquement. Uneldale silicone est positionnée a l'autre
extrémité du cathéter a 3,6 cm de l'orifice, disecorrespondant a celle qui a été introduite

dans la veine jugulaire (Figure 24a).
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1.3.2.La chirurgie
Pour limplantation du cathéter a proprement pameus avons repris une technique
précédemment décrit€éine et al., 1998 Tout d’abord les rats ont été anesthésiés par un
injection i.p. (1 ml/kg) d’'un mélange contenant @/inl de kétaminelfhalgene 1000@de
Mérial, Centravet, Dinan, France) et 2% de xylaziRempun®de Bayer AG, Centravet).
Puis deux incisions ont été effectuées : 'uneigaau du dos afin de dégager un espace sous
cutané permettant le bon positionnement de la endid mersiléne®et du pas de vis du
cathéter, I'autre au niveau du cou afin de dégkgeeine jugulaire droite du rat. Le montage
a alors été introduit par I'ouverture dorsale gbds de vis est externalisé au milieu du dos au
niveau des omoplates du rat. L’extrémité libre @r@menée au niveau de l'incision du cou
grace a un espace sous cutané allant de la nudmeclavicule droite du rat. Une petite
incision a été pratiquée dans la veine jugulaire egthéter introduit sur une distance exacte
de 3,6 cm. Puis il a été fixé a la veine et ausugsmusculaires environnant par des points de
suture réalisés avec du fil de soie 5-0 (Ethicargnimal a ensuite été suturé au niveau du
dos et du cou avec du fil de soie 3-0 (Ethiconk &eins postopératoires ont consisté, d’'une
part en une injection sous cutanée de carproféneanii-inflammatoire non stéroidien
(Rimadyl® de Pfizer, Centravet), d’autre part en un netteyaps plaies avec de la
Biseptine® (Bayer, Leverkusen, Allemagne) et uneliagtion de creme cicatrisante
(Cicaplast®de La Roche-Posay, L'Oreéal, Paris, France). Lalif du cathéter est vérifiée
une fois par jour pendant toute la durée de réatipér postopératoire par l'injection de
150 pl d’'un mélange contenant 300 U/ml d’hépariRep@arine choay® Sanofi-Aventis,
Paris, France) et 0,1 g/ml d’ampicillin&rfacim® 1g, Pfizer, NY, Etats-Unis), afin de

prévenir la coagulation du sang dans le cathétéapgarition d’infections.

1.3.3.La chambre d’auto-administration

Toutes les sessions d’AA ont eu lieu dans des chesrdonstruites en plastique noir (30 x 30

x 30 cm) possédant un socle amovible pour facildemettoyage entre chaque session et un
couvercle ne laissant pas passer la lumiére (Figdhly. Les conditions d’expérimentation
sont telles que les bruits extérieurs sont atténués pompe (Imetronic, Pessac, France),
commandée par ordinateur, portant une seringue ¢ iBjecte la drogue via un tube en
Silastic (Plastics One) de 0,63 mm de diametrenetet 1,19 mm de diametre externe. Ce
tube est raccordé a l'autre extrémité a une caioulmante a une voie (Instech Laboratories,
PA, Etats-Unis), elle-méme fixée a une potenceésitur le dessus de chacune des chambres.
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Un second tube de méme facture fait le lien emtreahule tournante et la partie externalisée
du guide canule 22 gauges situé sur le dos duAmsi un lien existe entre la seringue
contenant la cocaine et le cathéter placé a dentzun® la veine jugulaire du rat. L’animal
dans ces conditions reste totalement libre de sesyements. Chaque chambre est équipée de
deux orifices de 3 cm de diametre situés sur unaar@aroi de la chambre, a 4 cm au-dessus
du socle (Figure 24b) ; un des trous est appeléfieen actif » car il est a l'origine de la
délivrance de la drogue, I'autre trou est alorsedpgk orifice inactif ». Les deux orifices sont
contrebalancés entre les positions droite et gauabesein des différents groupes
expérimentaux. Lorsqu’un rat introduit son museansdun des orifices, on dit qu’il fait un

« nose-poke » (NP). Un NP, fait au hasard dans rifitey induit la rupture d’'un rayon
infrarouge situé a lintérieur de chaque orificendJcarte digitale (DIO-24, National
Instruments, TX, Etats-Unis) et le logiciel LabVigiMational Instruments) permettent de
détecter la rupture de ce rayon infrarouge. LesIBifs les deux orifices sont enregistrés. Les
NP dans l'orifice inactif n’ont pas d’effets prognmés. Les NP dans I'orifice actif induisent,
par l'intermédiaire de I'ordinateur, I'injection isune durée de 2 sec de 40 pl d’'une solution
de cocaine. Un stimulus lumineux, situé 20 cm asae de I'orifice actif, s’allume de fagon
contingente avec l'injection de la drogue et redteamé pendant les 40 sec de la période
réfractaire (Figure 24c); période pendant laqudle NP dans l'orifice actif est enregistre,
mais n’est pas sujet a une injection supplémentkrérogue.

1.3.4.Protocoles d’auto-administration de cocaine

Dans tous les protocoles, I'animal a eu le choixcdesommer ou non la cocaine. La TsA
0,03 ou 0,3 mg/kg, le PhB 2 ou 20 mg/kg et lestgmig véhicules appropriées ont toujours
éte injectés en i.v. 30 min avant le début de chagssion d’AA, que ce soit pour le FR1 ou

le PR. La dépudécine a été injectée en i.c.v. 30awant le début de chaque session.

1.3.4.1. Ratio fixe

Les rats ont effectué des sessions de FR1, unpdoi@ur pendant 2 h, le nombre de sessions
variant en fonction des études. Dans le protocel&R1, chaque NP dans l'orifice actif, en
dehors de la période réfractaire de 40 sec, inthetinjection i.v. de cocaine. Aucune limite
concernant le nombre d’injections que le rat epable de faire pendant une session de 2 h
n'a été instaurée. Les expériences de FR1 onéétisées avec deux doses de cocaine : 0,33
mg/kg/injection et 0,75 mg/kg/injection.
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Figure 24 : L’AA de cocaine
par le rat

(@) Cathéter qui a été
implanté dans la jugulaire
des rats. La partie métallique
et le pas de vis, indiqué par
la fleche, sont les 2 seuls
€léments qui apparaitront sur
le dos du rat, une fois I'opéra-
tion terminée.

(b) La cage d’AA avec les
deux orifices a I'avant.

(c) Un rat rattaché au
systeme d'injection et venant
de procéder a une injection
(lumiere allumée).
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1.3.4.2. Ratio progressif
Certains rats, au bout de sept jours de FR1, dmtteE des sessions de PR. Dans le protocole
de PR, le nombre de NP requit pour obtenir uneciige supplémentaire croit selon
I'équation exponentielleRichardson and Roberts, 1996uivante, oin représente le rang des
injections successives (Figure 25):
NP(n) =[5.e%?]-5
Chaque session dure au maximum 5 h, mais elleaeétée avant si I'animal

n'effectue pas le nombre de NP requis pour I'olident’'une injection supplémentaire de
drogue pendant un laps de temps d’'1 h. Le poirnmugture correspondant au ratio maximal

atteint par I'animal a été déterminé pour chaqtie ra
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Figure 25 : Protocole de PR

Les histogrammes (axe de gauche) représentent le nombre de NP que le rat doit effectuer
pour obtenir une injection supplémentaire de drogue, d’aprés la relation de (Richardson and
Roberts, 1996) : NP(n) =[5 . e ®?"] — 5 ou n représente le rang des injections successives. La
courbe (axe de droite) représente le nombre cumulé de NP que le rat doit faire depuis le
début de la session pour obtenir l'injection n.
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1.4. Auto-administration de saccharose
1.4.1.Particularités de la chambre

L'utilisation de saccharose a la place de la carainde tout autre produit toxicomanogéene a
pour but détudier les effets de composés pharmgaples sur la consommation d'un
renforcant naturel et non artificiel.

Les rats qui ont été utilisés pour ces expériemé@st jamais consommé de cocaine,
mais ont également été opérés et portent un cathétemeure dans la veine jugulaire. Les
expeériences d’AA de saccharose se sont dérouléeslda mémes chambres que pour I'AA
de cocaine. Une fenétre de 4 x 4 cm située a 4 eghessus du socle de la chambre et
positionnée sur le mur adjacent a l'orifice actip@ur but de permettre au rat de boire une
solution sucrée a partir d'une mangeoire placédedors de la chambre. Lorsque le nombre
de NP requis est effectué dans l'orifice actif,ral800 pl d’'une solution de saccharose 10%
(Sucre Erstein, Erstein, France) est déposée éarmnkainer grace a une seringue située sur

une pompe commandeée par ordinateur.

1.4.2.Protocoles d’auto-administration de saccharose

Les rats ont effectué des sessions de FR1 et dmRRie décrit pour 'AA de cocaine. Deux
jours aprés I'opération chirurgicale, ils ont eees pendant 48 h uniguement a une solution
contenant 4% de saccharose, pour les habituerra deil'eau sucrée et éviter ainsi toute
néophobie lors de la premiére session de FR1. lRusolution de saccharose 4% est a
nouveau remplacée par de I'eau. Sept jours aprehitargie, les rats ont été privés d’eau
pendant 20 h, puis placés 1 h dans la chambre da&é¢ la mangeoire contenant 2 ml d'une
solution de saccharose 10%. Aprés cette sessiotrailieement, les rats ont été replacés dans
leur cage d’habitation avec un accés a de I'eada@™ h. Le lendemain, toute la procédure
d’entrainement est répétée une seconde fois. Wslle reession de 2 h de FR1, mais sans
aucun traitement pharmacologique, débute apresdansle journée d’entrainement afin de
répartir les rats dans des groupes comparablesggogumi concerne la consommation de base
en eau sucrée. Les traitements pharmacologiquiess diune session de FR1 débutent le jour
suivant. La TsA ainsi que la solution véhicule dd®0 10% ont été injectés 30 min avant le

début de chaque session d’AA.
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1.5. Test de préférence au saccharose

Des leur arrivée au laboratoire et pendant les seimaines d’habituation, les rats ont a leur
disposition deux biberons contenant de I'eau. Bauite et pendant 48 h, ils ont uniquement
acces a deux biberons contenant une solution dhaase 1% pour les habituer a boire de
I'eau sucrée. Puis ils sont placés en cage inddlidavec un accés pendant 24 h a la solution
sucrée, puis pendant trois jours a de l'eau. It gosuite testés une premiére fois. Le test
consiste a mettre les rats dans une nouvelle caggapt 3 h sans acces a aucun liquide, puis
de leur donner accés a deux biberons simultanémentontenant de I'eau, l'autre contenant
la solution de saccharose 1%. La quantité de leingérée est mesurée sur une période de 60
min et le pourcentage de préférence au sacchasbsaleulé de la maniere suivante :

Pourcentage = 100volume saccharose / (volume saccharose + volume ea

Puis les rats sont replacés dans leur cage ddiatitavec un accés a I'ead libitum

Deux jours plus tard, ils sont opérés pour I'impdaion du cathéter dans la veine jugulaire
comme pour les expériences d’AA. Aprés cing joues rdcupération postopératoire, les
traitements pharmacologiques par la TsA ou la swluvéhicule de DMSO 10% débutent
pour quatre jours. Trente min aprés f4%njection, les animaux sont & nouveau testés pour
leur préférence au saccharose. Les volumes inggirds pourcentage de préférence au
saccharose de ce second test sont alors compacésixadu premier test fait avant le

traitement par la TsA.

1.6. Activité locomotrice

1.6.1.Cage d’activité locomotrice
Dans le but de mesurer l'activité locomotrice spoBe des rats, ceux-ci ont été placés
individuellement dans des cages en plexiglas de8®cm et 35 cm de hauteur. Un détecteur
infrarouge (IRP 124 de Talco, Technyrem, Bessancbuance) situé au-dessus de la cage est
placé derriere une lentille de Fresnel permettargubdiviser la cage en secteurs. Le logiciel
Labview (National Instruments) contréle le détectetuenregistre le nombre de fois qu’un rat

passe d’'un secteur a I'autre dans la cage surénmade de 5 min.

1.6.2.Activité locomotrice spontanée

Comme pour I'AA, les rats ont été opéres afin dliamper le cathéter dans la jugulaire. Apres
cing jours de récupération postopératoire, les oatsété traités pendant trois jours en i.v.

avec la TsA 0,3 mg/kg ou la solution véhicule de ®M10% puis replacés dans leur cage
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d’habituation. Le #™jour, 30 min apreés la®#injection, les animaux ont été testés pour leur
activité locomotrice spontanée dans le nouvel emviement que représente la cage de

mesure d’activité locomotrice. Leur activité a étgegistrée pendant 2 h.

1.6.3.Sensibilisation comportementale
Les rats ont été opérés pour implantation du catlgdns la jugulaire. Aprés cing jours de
récupération postopératoire, ils ont été placés darcage de mesure d’activité locomotrice
afin de s’habituer a ce nouvel environnement. @ueaitngt-dix min plus tard ils ont recu une
injection i.v. de TsA 0,3 mg/kg ou de DMSO 10% 6tr8in plus tard une injection i.v. de
cocaine 1 mg/kg. L’hyperactivité induite par la @e a alors été enregistrée pendant 2 h.
L’acquisition de la sensibilisation comportementde réalisée par répétition de ce traitement
pendant cing jours. Suit une période d’abstinereeidq jours pendant laquelle I'animal ne
recoit aucune injection de cocaine et n’effectueuautest. Enfin, I'expression de la

sensibilisation est mesurée |€1%our aprés une injection de cocaine 1 mg/kg en i.v

1.7.Préférence de place induite par la nicotine
1.7.1.Cage d’expérimentation

Le modele animal décrit permet d’évaluer I'inteé@situ souvenir et de la valeur hédonique
que la nicotine produit sur les rats. Ces effets/pat étre appétitifs ou aversifs.

L’ensemble de I'expérimentation se déroule darsshibétes en plexiglas opaque de 60
x 25 cm et 30 cm de hauteur, divisées en deux cammaats égaux (30 x 25 cm) séparés par
une cloison (Figure 2-). Cette derniére comporte porte a guillotine pour que selon I'étape
du protocole le rat puisse passer librement d'unpgartiment a I'autre ou étre confiné dans
un compartiment donné. Ces deux compartiments miesedes stimuli olfactifs, tactiles et
visuels distincts :

» Des parois comportant des rayures noires et blarabernées horizontalement, un sol
composé d'une plaque de métal comportant des peiits et une litiere connue des
animaux (la méme que dans la cage d’habitationis s laquelle quelques gouttes
d’acide acétique 2% ont été versées.

» Des parois comportant des rayures noires et blanaktternées verticalement, un
plancher composé de barreaux métalliques serramnetlitiere non connue des

animaux (différente de celle utilisée dans la adigabitation).
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Figure 26 : La préférence de place

Vue du dessus de deux chambres de préférence de place
(ligne verticale séparant les deux chambres). Le rat en
bas a droite est devant la porte séparant les deux demi-
cages de droite.

1.7.2.Protocole de conditionnement
Le conditionnement de place consiste en trois ghase

» lere étape : le préconditionnement (un jour)
Durant une session de 10 min le rat a libre accogs deux
compartiments de la cage et le temps passé damsirchiieux est
chronométré, déterminant ainsi la préférence deepdpontanée. Si les
rats passent plus de 50% du temps dans un compattiiest qu’il
existe un biais comportemental.

» 2eme étape : le conditionnement (quatre jours)
Chaque matin, le rat recoit une injection sous+oétade PBS et est
immédiatement confiné pendant 20 min dans un desx de
compartiments. L’apres-midi, le méme rat recoit umection sous-
cutanée de nicotine 0,21 mg/kg dans le cas de R &Rle 2 mg/kg
dans le cas de la CPA, puis il est immédiatementire® 20 min dans
'autre compartiment. L’assignement du compartimeagsocié a
I'injection de nicotine est contrebalancé entre tats au sein des
différents groupes expérimentaux.

» 3éme étape : le postconditionnement ou test (un jou
Durant une session unique de 10 min, le rat a deeau libre acces
aux deux compartiments et le temps passé dans rchdlewx est
chronométré. Le temps passé dans le compartimsotiasa la nicotine
apres conditionnement est comparé au temps passe aa méme
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compartiment avant conditionnement. S’il augmeigeiscativement,
on parle de CPP induite ; s’il diminue, on parleCGiRA.
Le PhB 100 mg/kg ainsi que la solution véhiculé tomjours été injectés i.p. 30 min
avant I'injection sous-cutanée de nicotine ou d&Pdl, en d’autres termes, 30 min avant le

début de chaque session de conditionnement.

2. Techniques biochimiques

2.1.Prélévements de structures cérébrales

Pour les dosages d’activité enzymatique, I'analy@eomique et I'étude de la transcription,
les rats ont été anesthésiés 2 h aprés ¥ dession d’AA de cocaine (FR1; 0,33
mg/kg/injection) avec du pentobarbital (Doléthal®\detoquinol, Centravet ; 100mg/kg) puis
décapités. Leur cerveau a alors été découpé mamegit en tranches d'’l mm d’épaisseur
(Figure 2¢e) :

 lere coupe devant les tubercules olfactifs

» 2eme coupe au milieu des tubercules olfactifs

» 3éme coupe derriére les tubercules olfactifs (revdég)

* 4éme coupe 2 mm plus caudale, au niveau de I'hysaph

* reste du cerveau postérieur
Sur la £ tranche, on sépare la partie ventrale, constitleésebandelettes olfactives, de la
partie dorsale, constituée du cortex préfrontai,cgmtient dans sa partie médiane (1 mm de
part et d’autre du sillon inter-hémisphérique) IgG2. Sur la 2™ tranche, on extrait par
punch le NAc situé autour de la commissure antégie le CPu. Sur 1a®%° tranche, en
faisant une coupe dans le prolongement du corpsugalon récupére I'amygdale de chaque
cOté. Sous le corps calleux, on préleve I'hippocandprsal. Sur la partie postérieure de
'encéphale, on prend le cervelet puis on coupeskenble restant en deux « hémispheres ».
Sur chaque hémisphere, il est possible de séphigrdcampe ventral du reste du cortex. Les
structures ainsi obtenues sont stockées au coagekat80°C.
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1 2 3 4 cerveau post.

Figure 27 : Schéma des niveaux de coupes du cerveau de rat

Aprées avoir enlevé le bulbe olfactif, les quatre coupes sont effectuées devant, au milieu et
derriere les tubercules olfactifs ainsi qu’au niveau de I'hypophyse afin d’obtenir les quatre
tranches.

2.2.Dosage de l'activité HDAC
2.2.1.Extraction de la fraction nucléaire

Les structures cérébrales sont décongelées, poieds (RZR 2102 control, Heidolph,
Francfort-sur-le-Main, Allemagne) dans du tampohodiogénéisation (1 ml / 100 mg;
composition ci-dessous). Suite a une centrifugatioi000 g pendant 20 min, le culot

contenant les extraits nucléaires est repris dangme tampon (1 ml / 100 mg).

Tampon d’homogénéisation : Hepes pH 7,9 20 mM
EDTA 0,2 mM
Dithiothréitol 0,5 mM
Phénylméthylsulfonylfluoride 0,5 mM
KCI 0,1M
Glycérol 20%

2.2.2.Dosage des protéines
La concentration en protéines nucléaires est déiéempar la méthode de Bradford
(Bradford, 1976 basée sur I'adsorption du colorant Bleu de Coasima&-250. En milieu
acide, ce colorant se lie aux protéines, ce quiqmoe le déplacement de son pic d’absorption
de 465 nm (rouge) a 595 nm (bleu).

Cing ul d’extrait nucléaire sont ajoutés a 200djune solution contenant 20% de
réactif de Bradford (Biorad Protein Assay, BIO-RABance). L’absorption de la solution est
mesurée a 595 nm. La quantité de protéines dedréitlon est déterminée a l'aide d’'une
courbe d’étalonnage réalisée dans les mémes comglitivec des quantités croissantes

d’albumine sérique bovine (Sigma Aldrich) allantlda 10ug.
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2.2.3.Dosage de I'activité enzymatique
Le dosage de l'activité désacétylase de la totdit® HDAC nucléaires est réalisé dans des
plaques de 96 puits transparentes (Fischer Saeeeritikirch, France) par la techniquduor
de LysM (BIOMOL, TEBU-BIO, Le Perray en Yvelines, Francée test comporte deux
étapes. Tout d'abord, 25 pl d'un SubstRatior de Lys™ possédant une chaine latérale
contenant une lysine acétylée (250 uM) sont ajoatd8 g de protéines nucléaires diluées
dans 25ul de tampon (composition ci-dessous). Apbasin d’incubation a 30°C, la réaction
enzymatique est stoppée par l'addition de 50 pin@’wsolution de TsA 2 pM et la
fluorescence est générée a partir du substrat é§sapar I'ajout du Développeur. Aprés 15
min elle est mesurée dans un lecteur de plaqueii® (MicroLumat Plus LB; excitation, 380
nm; émission, 460 nm). L’activité HDAC est exprimgre unité arbitraire de fluorescence par

min par mg de protéines (AFU/min/mg of prot.).

Tampon de dosage d’activité HDAC :  Tris-Cl pH 8,0 50 mM
NacCl 137 mM
KCI 2,7 mM
MgCI2 1mM

2.3. Analyse génomique
2.3.1.Extraction des ARN

Toutes les étapes d’extraction sont réaliséesasglace selon une méthode adaptée de celle
de Chomczynski and Sacchi, 198Tes structures cérébrales stockées a -80°C daes
solution de thiocyanate de guanidinium (composifi@ge suivante) sont décongelées, puis
broyées a l'aide d’'un homogénéisateur (Polytron1®135, Kinematica, Lucerne, Suisse).
Une premiéere extraction phénol/chloroforme en présal’acétate de sodium (2 M ; pH 4) a
pour but de séparer les protéines des ARN. Ceseatdgrsont recupérés dans la phase aqueuse
apres une centrifugation de 45 min a 3000 g. LesNA$sont précipités par I'ajout
d’isopropanol a -20°C pendant une nuit. Aprés uonavelle centrifugation de 45 min a
10000 g, le culot contenant les ARN est repris dane solution de thiocyanate de
guanidinium avant d’étre a nouveau précipité de¢ auR0°C par I'ajout d’isopropanol. Aprés
une derniére centrifugation de 45 min a 10000 gulet contenant les ARN est lavé a deux
reprises a l'aide d’'une solution d’éthanol a 75%rdawd’étre séché dans une cloche a vide.
Les ARN ainsi obtenus sont repris dans de l'eadlest& une concentration de 1 mg/ml puis

aliquotés et stockés a -20°C.
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Solution de thiocyanate de guanidinium :  Thiocyanate de guanidium 4 M
N-lauryl-sarcosine 0,5%
2-B-mercapto-éthanol 0,1M
EDTA 0,05 M

Le 2-B-mercapto-éthanol est ajouté extemporanément (360 ul / 50 ml de solution)

2.3.2.Analyse de la qualité des ARN
Afin de vérifier la qualité des ARN, deux analyse# été réalisées. D'une part, les ARN
extraits sont analysés sur un gel d'agarose 1%résepce de 2% de formaldéhyde et de
tampon de migration MPOS 1X (composition ci-desyobDgs échantillons de &y d’ARN
sont déposés dans un tampon de dépbt (compositdmssous) additionné extemporanément
de bromure d’éthidium. La séparation des ARN sttfe par une électrophorése a 50 V
durant 5 a 6 h. Le bromure d’éthidium incorporédies ARN a pour propriété de révéler,
sous lumiere UV (GeneGnome HR, Syngene, Cambrilggaume-Uni), la présence de deux
bandes principales sur le gel, correspondant auX ABosomaux 18S et 28S. L'intensité des
bandes du gel permet de confirmer les concentstigratives d’ARN mesurées au
spectrophotometre. Cette analyse permet aussirdevt&a non-dégradation des ARN durant
I'extraction.

D’autre part, la mesure de la densité optique (D€¥ échantillons a 260 nm et a 280
nm a l'aide d’'un spectrophotométre UV (Safas, Ma)auivie du calcul du rapport D6 nm
| DOgonm @ pour but de vérifier la non-contamination prgt&i et de déterminer la
concentration des échantillons d’ARN. Si ce rappmdest pas supérieur a 1,8 cela signifie la

présence de contaminants protéiques.

Tampon MOPS 1X, pH 7 : MOPS 20 mM
Acide [N-Morpholio]-propane-sulfonique
Acétate de sodium 5mM
EDTA 1mM

Tampon de dép6t : Formamide 12,5 ml
MOPS 10X 2,5ml
Formaldéhyde 37% 4 ml
Bromure d’éthidium 0,1% 1ml
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2.3.3.Microarrays
2.3.3.1. Principe de I'expérience

L’'analyse des effets de la TsA sur I'expression gkyses chez les rats s’auto-administrant de
la cocaine pendant quatre jours a été faite ad'alé la technique des microarrays
(Affymetrix, CA, Etats-Unis). Pratiquement, les ARJdnt dans un premier temps convertis
en ADN double brin complémentaire (ADNc). Pour céés amorces oligo-dT sont utilisées
afin de sélectionner les ARNm. Puis ces ADNc soemidcrits en ARN complémentaires en
présence de ribonucléotides biotinylés. Ces ARN ators fragmentés puis hybridés sur la
puce GeneChip® Rat Genome 230 2.0 Array, permettamialyser I'expression de plus de
31000 échantillons. Les microarrays sont traitéscade la streptavidine conjuguée a de la
phycoérythrine, puis lavés. L'acquisition et la gtifecation des données sont réalisées avec
un scanner 3000 7G Affymetrix (Figure 28a). En tigd’intensité du marquage obtenue est
proportionnelle a la quantité d’ARNm initialememépent dans I'’échantillon. En pratique, ces
puces Affymetrix apportent principalement des dasngualitatives.

Sur la puce, chaque géne est représenté, au nmmiauw niveau d’'un « échantillon »
par plus d’'une dizaine de paires d’oligonucléotidesvingt-cinq bases (Figure 28b). Chaque
paire est formée d'un oligonucléotide parfaitemeomplémentaire a une partie de la
séquence du gene d'intérét et d’'un oligonucléotilex mismatch » car différant de l'autre
uniguement d’'une base. L'oligonucléotide « mismatchst utilisé pour estimer le niveau
d’hybridation non spécifique sur la puce.

L’expérience a nécessité douze rats : six tragede la TsA 0,3 mg/kg 30 min avant
chaque session d’AA et six injectés i.v. avec latsan véhicule. Les rats ont été euthanasiés
2 h aprés la fin de la®%® session d’AA et leurs CgCx et NAc prélevés. Nousna alors
regroupé deux structures cérébrales identiquesnané@me échantillon. Au final nous avons
analysé douze échantillons a l'aide de douze pu@<£gCx_véhicule, 3 CgCx_TsA, 3
NAc_véhicule et 3 NAc_TsA.
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TTACCCAGTCTTCCTGAAGATACAC Oligo complémentaire
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Fluo Oligo complémentaire
Fluo Oligo mismatch

Figure 28 : Schéma de I'expérience des microarrays

(a) Ensemble des étapes nécessaires a la réalisation des microarrays. L'ensemble des
ARNmM est rétrotranscrite en ADNc a l'aide d’amorces oligo-dT, puis ils sont transcrits et
marqueés a la biotine avant d’étre fragmentés. Ces fragments sont alors hybridés sur la puce
Affymetrix, révélés et une image en haute résolution de la puce est acquise. Le signal obtenu
permet de quantifier I'expression d’ARN. AAAA = gqueue polyadénosine caractéristique des
ARN messagers. (b) Schéma représentant les deux types d'oligonucléotides de vingt-cing
bases présents a la surface des puces: l'un est parfaitement complémentaire de la
séquence d’ARN recherché, l'autre est dit « mismatch » car différant du premier uniqguement
d’'une base (ici un T remplace le C). Fluo = fluorescence, Oligo = oligonucléotide, RT =
transcription reverse.
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2.3.3.2. Analyse statistique
Les données acquises a partir des puces ont éyséem a I'aide du logiciel Affymetrix
GeneChip Operating (GCOS v1.4 ; Microarray SuiteA@v5.0) algorithm). Avec l'aide de
cet algorithme MAS 5.0, deux analyses ont étédaite
» Une analyse absolue pour laquelle un algorithmeétiection est utilisé :

= Celui-ci sert a associer une valeur de détecticmague échantillon (présent ou
absent), afin de déterminer si celui-ci est détsiggificativement par la puce,
ainsi qu'une valeur de signal reflétant le nivedaxgression du transcrit
correspondant.

» Une analyse comparative ou deux algorithmes sdrgast :

» Le premier permet d’associer une valeur de changemehaque échantillon
afin de déterminer si son taux d’expression estifstgtivement différent entre
deux échantillons (augmentation, augmentation malgj diminution,
diminution marginale, pas de changement).

» Le second associe upevaleur au signal log2 ratio (SLR), entité pernetize
mesurer 'amplitude du changement.

Dans cette analyse, javaleur est obtenue grace au test statistique edkbin’s Signed Rank
test ». L’algorithme MAS 5.0 est plus sensible leispsélectif que la méthode d’analyse par
RMA dans l'identification de génes differemment Bxgs (rizarry et al., 2003; Millenaar
et al., 2006. A partir de ces données, pour qu’un géne steciénné dans la catégorie des
genes différentiellement exprimés il faut que :
» Son échantillon soit noté comme « présent » dangdés puces vehicules ou dans les
trois puces TsA.
» Son échantillon présente au minimum deux de ses da&xpression notés comme
« augmentation / augmentation marginale » ou «mition / diminution marginale ».
* Son échantillon présente un signal log2 ratio sepéra 0.58 ou inférieur a -0.58
(démontrant une amplitude de changement de 1.%.6) -
Cette méthode de sélection a permis de mettre ider®e 722 échantillons dans le CgCx et
136 échantillons dans le NAc comme étant différemmexprimés entre les groupes

« véhicule » et les groupes « TSA ».
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2.3.4.RT-gPCR
2.3.4.1. Principe

Les ARN totaux cellulaires, une fois isolés, samnsformés en ADNc par transcription
réverse. Ces derniers sont ensuite amplifies p@Rgén temps réel. Un cycle de qPCR est
composeé de trois étapes (dénaturation / hybriddt@angation) répétées de nombreuses fois
au cours de la réaction. Ainsi, la réaction enmhaboutit a une accumulation exponentielle
théorique de 2fois par molécule d’ADNc. Autrement dit, la quaétde produits de qPCR
double a chaque cycle d’amplification suivant latien mathématique suivante :

N =Npx 2
(Ou N est le nombre de molécules amplifiées ad,fid@le nombre initial de molécules et n
le nombre de cycles d’amplification). Le principe l&d gPCR en temps réel est fondé sur la
détection et la quantification d’un signal fluorest émis par un fluorophore dont I'intensité
d’émission est proportionnelle a la quantité dedprs amplifies pendant la qPCR. Dans
notre étude, le systeme de détection repose swiugion d’'un agent intercalant, &£YBR
Green® dans I’ADN double brin. Au cours de I'hybridatial®s amorces puis de I'extension
réalisée par I'ADN polymérase, cet agent s'intercantre les deux brins d’ADN
nouvellement synthétisés. La fluorescence peutrd&surée en temps réel a chaque cycle de
gPCR. Plus la quantité de 'ADNCc recherché estal@ment importante, plus le nombre de
cycles nécessaires pour atteindre une valeur deeaence seuil supérieure a la fluorescence
du bruit de fond est faible. En effet, au cours plesniers cycles d’amplification, I'intensité
de la fluorescence émise est trés faible. Aprésaintain nombre de cycles, I'accumulation
des produits de gPCR entraine une variation melsudald’intensité de la fluorescence émise.
Le point de départ de la phase exponentielle, ptmsecours de laquelle I'efficacité
d’amplification est supposée rester constanteapgelé le cycle seuil. Plus précisément, le
cycle seuil est le nombre de cycles pour lequetdiisité de la fluorescence émise a dépassé
une valeur seuil significativement différente dwibrde fond (figure 29a). Sa valeur sera

utilisée pour la quantification relative de la gtihd’ARN des génes d’intérét.
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Figure 29 : Analyse par gPCR quantitative de I'expression de gé  nes

(a) Fluorogramme d’'une gamme étalon réalisée avec un couple d’amorces dirigées contre
HDAC2.

(b) La pente de la courbe permet de déterminer I'efficacité de la gPCR quantitative.

(c) Graphique permettant de déterminer la température de fusion des amplicons générés.
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2.3.4.2. Transcription réverse
Les ARNm (1 pg) sont rétrotranscrits en ADNc ad&idu kit SuperScript 1l Reverse
Transcriptase®(Invitrogen, Cergy Pontoise, France). La réactest effectuée dans un
volume final de 20 ul en présence de dNTPs (0,5a¢hdtun / réaction), d’'amorces aléatoires
(hexanucléotides, 15 ng / réaction), d’un inhibitde RNase (RnasOUT, 2 U / réaction), d’'un
tampon de réaction et de I'enzyme SuperScript lleRee Transcriptase (10 U / réaction). La
réaction est réalisée a 42°C pendant 50 min Les @Bdht ensuite aliquotés et stockés a -
20°C.

2.3.4.3. La réaction de polymérisation en chaine quantiativ
L’amplification des ADNc s’effectue dans des capilts en verre dans un volume final de
12 pl a l'aide du kigPCR-& GO for capillaries Green@®Qbiogen, MP biomédical, lllkirch,
France). Chaque expérience s’effectue en présenfesdnM de chaque dNTPs, de 2,5 mM
de MgC} et de 'enzyme Taqg ADN polymérase. De plus 0,5 gMn couple d’amorces
spécifigue a chaque gene étudié est rajouté daaguehréaction. L'appareil de gPCR en
temps réel utilisé est ldightCycler® (Roche Diagnostics, Meylan, France). Les taux
d’expression des ARNm étudiés sont normalisés pppart a ceux de 'ARNm de la

phosphoprotéine ribosomale acide PO de rat aupsi@p36B4l(aborda, 199)

2.3.4.3.1. Etapes d’amplification
Les conditions générales pour chaque gPCR, vatégdrement en fonction du couple
d’amorces utilisé, sont les suivants :
» lere étape : activation de I'enzyme Taq ADN polsasé a 95°C pendant 90 sec.
» 2éme étape : amplification (n cycles), les condgitypiques sont les suivantes :
1. dénaturation a 95°C pendant 5 sec
2. hybridation des amorces a 58-61°C pendant 5 sec
3. élongation a 72°C pendant 10-12 sec
A la fin de chaque cycle d’amplification, une mesde fluorescence
est effectuée.
» 3éme étape : la courbe de fusion
1. dénaturation des produits de gPCR a 95°C pendased 0
2. réhybridation des produits a 70°C pendant 15 sec
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3. dénaturation progressive par montée réguliere de la
température jusqu’a 95°C, a raison de 0,1°C par etec
mesure en continu de la fluorescence.

Cette étape permet de déterminer la températufesamn (Figure 29c¢)
caractéristique des amplicons générés, en medaraigparition de la
fluorescence du SYBR Green® résultant de leur téaton. Il s’agit
de la température a laquelle 50% des ampliconsdsoraturés.

2.3.4.3.2. Contrébles
Dans chaque série de gPCR, un témoin sans ADNcéaBsé pour vérifier I'absence de
contamination. Une courbe standard est établiertér pi@ 4 dilutions en série d’'une solution
d’ADNCc contenant le géne d’intérét afin d’obterdrpartir de sa pente, l'efficacité de la qPCR
(Figure 29Db). Elle est déterminée par I'équationante :
Efficacité = 100 [10¢2/Pente_ 1]
Une efficacité de 100% correspond a une pente @2.-Ba spécificité de I'amplification et

'absence de diméres d’amorces sont confirméeEgralyse de la courbe de fusion.

2.3.4.3.3. Création des couples d’amorces
Afin de définir des couples d’amorces nécessairesr pmplifier un géne donné, les
séquences géenomiques et les séquences d’ADNc émneéberchées pour I'ensemble des
genes présentés dans le Tableau 11. Afin de dééinstructure de chaque gene avec ses
limites exon / intron, un alignement de ces séqgegrcété réalisé en utilisant les logiciels du

National Center for Biotechnology Information (NGB(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/;

« BLAST », «Align »). Une fois ces données obtenues amorces spécifiques ont été

recherchées et définies grace au logiciel « Prime)3l.0 » [ittp://frodo.wi.mit.edu/, Rozen

and Skaletsky, 2000Un certain nombre de contraintes ont éte fixées
» Les amorces comportent environ vingt bases

Elles sont localisées sur deux exons distincts

Elles contiennent un pourcentage de GC avoisiesb0%

Elles présentent une température d’hybridation\dfen 60°C

Elles doivent permettre de générer des amplicorifea 250 paires de bases
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Tableau 11 : Couples d’amorces utilisées dans I'ensemble des étu des

\ Position sur . , . Température Taille
Gene  sens I’ADNCc Séquence (5" >3)) d’hybridation  amplicons

3684 F 7384757 (E5) GTGCCTCACTCCATCATCAA 59,6 206
R 924 2943 (E6) TCCGACTCTTCCTTTGCTTC 59,6
F 612 a 630 (E2) CGCTTCAACTCCAGAACCA 60,0

5HT2A 173
R 764 a 784 (E3) GCCACAAAAGAGCCTATGAGA 59,5

FMR1 F 1476 a 1495 (E12) GGCAAATCCTCCATCAGTTC 59,5 164
R 1619 41639 (E13) GCATCTTCATCAGTCCTTCGT 59,3
F 599 a4 618 (E6) CGGGAGTGACAAAGATTGAG 58,3

GABRf2 . 194
R 773 a792 (E7) AAAGGAGACCCAGGAGAGGA 60,2
F 1242 a 1261 (E10) CCCTCAAACATGACAAACCA 59,4

HDAC2 . 169
R 1391 a 1410 (E11) TGTCAGGGTCTTCTCCATCC 60,0
F 1318 a 1337(E9) GCTGAGAACGGCTTTACTGG 60,0

HDACS5 177
R 1476 a 1494 (E10) GGTGAGGTGCGAGTTGGTA 59,7
F 656 a 675(E8) TACAACCGCCACATCTACCC 60,8

HDAC11 123
R 759 a 778 (E9) CCTCCTCACATTCCTCTCCA 60,2

LIS1 F 982 a 1001 (E5) GCAAACTCTTGGCTTCCTGT 59,5 25
R 1187 a 1206 (E7) CCCATTCTCTGTGTCCTGTG 59,1
F QuantiTect Primer Assay

MECP2 (QIAGEN) QT00182252 115
F 373 a 393 (E3) CTGTCATCTCTGTCTGGCTTC 57,6

MEF2C 250
R 603 a 622 (E4) GCGTGTGTTGTGGGTATCTC 59,0
F 767 a 786 (E7) TTTCTTTGTCAGCCCCCTTA 59,7

PP4R2 184
R 929 a 950 (E8) CGTTCCTCAGATTCCACAGTAT 58,2

. F 9438 4 9457 (E57) GCAATCCATCCTTCCACCTC 61,8

Reeline . 130
R 9549 a4 9567 (E58) GCTTCACAACCCACCACAA 60,6
F 652 a 671 (E1) GAAGTGGAGTCTGGGGGTTT 60,3

TSC22 . 152
R 784 2803 (E2) AAGTAGAGGGCTGGGGAGTT 59,2

F:amorce 5’ 23 R :amorce 3' 25’ E : exon ou se situe I'amorce
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2.4. Etudes immunologiques
2.4.1.Perfusions intracardiaques et coupes

Pour les études d'immunohistochimie les rats oétaftesthésiés 2 h aprés f'*%session
d’AA de cocaine (FR1 ; 0,33 mg/kg/injection) avecpmentobarbital (Centravet ; 100 mg/kg),
puis injectés en intracardiaque avec 100 ml de Nlg®@4bo a 4°C et enfin fixés avec 250 ml de
paraformaldéhyde 1% a 4°C, préparé dans du tamposppate 0,1 M (pH 7,2). Les
cerveaux sont prélevés et postfixés dans le mémmtefir pendant 1 h a 4°C, puis
cryoprotégés par immersion dans une solution dehsagse 15%, préparée dans du tampon
phosphate 0,1 M (pH 7,2) a 4°C pendant 15 h, césgaans l'isopentane refroidi a -40°C et
stockés a -80°C. Des coupes frontales d'une épaide€l5um ont été réalisées a -20°C avec
un cryostat Frigocut-E2800 (Reichert Microscope,, NEtats-Unis) puis montées sur des
lames gélatinées et stockées a -80°C. Les coupedéréalisées au niveau du CgCx, du CPu
et du NAc (Figure 30).

 cundsise

Bregma: + 1,2 mm

Figure 30 : Schéma représentant les différents
niveaux de coupe

Ces niveaux de coupe contiennent les structures
dans lesquelles ont été effectuées les analyses
immunohistochimiques. (a) CgCx en gris foncé ;
(b) NAc core en gris foncé et NAc shell en gris
clair ; (¢) CPu en gris foncé.

Bregma : - 0,1 mm
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Dans les deux tableaux suivants sont référencémnteorps polyclonaux utilisés:

Tableau 12 : Liste des anticorps primaires utilisés

Nom Origine Espéce Dilution
, . 1/400
Anti-HDAC2 Santa Cruz lapin 1/500
Anti-HDAC5 Abcam lapin 1/150
Anti-HDAC5 .
(phospho-sérine 259) Abcam lapin 1/150
Anti-HDAC11 Abcam lapin 1/100
Anti-LIS1 Santa Cruz lapin 1/100
: . 1/250
Anti-MeCP2 Upstate lapin 1/600
Anti-MEF2C Santa Cruz chevre 1/200
Anti-CREB , , .
(phospho-sérine 133) Cell Signaling lapin 1/800
Anti-Reeline Santa Cruz lapin 1/200
Anti-TSC22 Abcam lapin 1/100

(Abcam, Cambridge, Royaume-Uni ; Cell Signaling, MA, Etats-Unis ; Santa Cruz,

CA, Etats-Unis ; Upstate, Millipore, MA, Etats-Unis)

Tableau 13 : Liste des anticorps secondaires utilisés

Fluorochrome

Nom Origine Espéce  Dilution Absorption / Emission
A.nt|'-lap,|n VectorLabs cheval 1/50
biotinylé
Anti-lapin A
Alexa Eluor® 488 Molecular Probes ane 1/200 495 nm 519 nm
Anti-chevre Jackson ane 1/200 550 nm 570 nm
Cy3 ImmunoResearch

(Jackson ImmunoResearch, Suffolk, Royaume-Uni; Molecular Probes, Invitrogen, Cergy Pontoise,

France ; VectorLabs, CA, Etats-Unis)

2.4.3.Marquage immunohistochimique

2.4.3.1. Révélation a la péroxydase

Toutes les incubations ont été réalisées soustiagita température ambiante. Les coupes sont

délipidées dans de l'acétone pendant 3 a 5 mia,géghées a l'air. Elles sont alors rincées dans

du PBS 1X, perméabilisées dans du PBS 1X — tritbPQpuis saturées pendant 30 min dans

une solution de sérum d’albumine bovine 0,5% p@patans du PBS 1X. Aprés une nuit

d'incubation en présence de l'anticorps primairgeetérum de cheval, les coupes sont rincées
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dans du PBS 1X, puis incubées pendant 1 h a l'oib&cavec un anticorps secondaire de
cheval anti-lgG de lapin biotinylé. Elles sont &es dans du PBS, incubées en présence du
complexe péroxydase-avidine-biotine (Vectastain ARBCElite, VectorLabs) pendant 1 h a
'obscurité puis rincées avec du PBS 1X. La revétate l'activité péroxydase se fait par
'ajout pendant 8 min d’'une solution contenant de3l3’-diaminobenzidine et de I,
(Peroxydase Substrate Kit, Vector, USA), qui fgiparaitre un précipité brun. La réaction est
arrétée par rincage dans de I'eau quand le ragjpral sur bruit de fond semble optimal. Des
coupes, incubées uniquement avec l'anticorps sagendiotinylé, constituent un marquage
témoin. L'incubation dans 1pM de bisbenzimide (Hoechst 33258, Sigma-Aldrichigant

15 min permet de visualiser les noyaux cellulaitessmarquage nucléaire permet de compter
la totalité des cellules et donc d’estimer le peatage de cellules immunoréactives. Les
coupes sont ensuite montées entre lame et lamatie dne solution de Mowiol. Les lames
sont observées sous microscope binoculaire phaten{@M-RB Leitz binocular, Leica
Microsystems, Wetzlar, Allemagne) équipé d'objectiFluotar 20X et 40X (Leica
Microsystems). Des photos sont prises avec une ream&iocam (Carl Zeiss, Jena,
Allemagne). Au moins 800 cellules sont comptéessparcture sur des coupes provenant de

guatre rats différents.

2.4.3.2. Marquages fluorescents

Toutes les incubations ont été réalisées dansatehtions similaires a celles utilisées pour le
marquage a la péroxydase, sauf que l'anticorpsnskaiie est couplé a un fluorochrome et
gue les noyaux ne sont plus marqués avec du Hog@8RB58, mais avec du Drag5 (Biostatus,
Shepshed, Royaume-Uni). Les coupes sont obserw&esuam microscope confocal (LSM
510, Carl Zeiss) qui a I'avantage d’enregistrefll@rescence émise par un seul plan focal
(0,2 a 0,3 um d’épaisseur) et ainsi d’éliminer ¢oflilorescence parasite émise par les plans
supérieurs et inférieurs. Ce microscope est éqdipeée lentille a immersion a huile (Plan
Apochromat 63X, Carl Zeiss) et muni de deux lasers
* Un laser hélium/néon excitateur de la rhodaminagieur d’'onde de 543 nm) qui
émet dans le rouge. Le filtre d’émission est unefipasse-haut de 595 nm.
* Un laser argon excitateur de la fluorescéine (lengwd’'onde de 488 nm) qui émet
dans le vert. Le filtre d’émission est un filtrespa-bande de 515 a 550 nm.
Pour I'acquisition des images, le bruit de fondeddiiné lors de I'observation d’échantillons
marqués avec les seuls seconds anticorps, estrggj@ement soustrait.
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The inhibition of histone deacetylases regulates caine self-administration in rats

Abstract:

Cocaine is an addictive stimulant drug abused bygdns and self-administered by rats. Drug
addiction is a chronic brain disease charactenmedarily by a compulsive drug-seeking and
drug-taking behavior. A unique characteristic aigiaddiction, from a clinical point of view,

is the persistence of relapse risk long after asgerhas stopped taking drugs, which
constitutes a major obstacle to successful tredgtm€ocaine blocks the monoamine
transporters, resulting in increased synaptic kwéthe amines. The dopaminergic system in
particular is thought to represent a key pathway vidyich psychostimulants produce
reinforcement. On the other hand, cocaine admatistr has been shown to elicit induction in
neurons of several immediate early genes that entadscription factors. Recent data have
shown that gene transcription is controlled by epgajic mechanisms that include DNA
methylation and modifications of histones such@tydation. We show here that injection of
several histone deacetylase inhibitors, like trgtatn A (TsA), to rats was sufficient to
reduce the reinforcing properties of cocaine ancradese the motivation of the animals to
self-administer cocaine but not sucrose. The dia eeport the blockade of behavioral
sensitization by TsA, as well as the reduction efaine-seeking behavior induced after a
withdrawal period. The effect of TSA on cocainef-selministration was associated with an
alteration of the expression dflecp2 (methyl CpG binding protein 2), of the histone
deacetylaseHDAC11 and of the transcription factavlEF2C. Modification of the self-
administration behavior in response to TsA was a@anied by extensive changes in gene
expression in the cingulate cortex and in the rnugclaccumbens, as assessed by cDNA
microarray technology. Among the genes induced daime self-administration, we found
Lissencephaly gene-and Reelin gene that belong to the same transduction pathway
Mutations within both genes are causing lissendgphBsA caused their expression to
increase in the cortex and to decrease in the usicdecumbens. Our results suggest that
mechanisms important for the formation of cortieglers during development are used again
during adulthood to establish brain plasticity @sponse to cocaine. The mechanisms, which
are under the control of epigenetic factors, eglgdnistone deacetylases, may participate in
the development of drug dependence.



L'inhibition des histones désacétylases régule l@mportement

d’auto-administration de cocaine chez le rat

Résume :
La consommation de substances illicites, telles fuecocaine, constitue un probléme
important de santé publique. Les puissants efétorcants de la cocaine conduisent certains
individus a une consommation abusive voire a ungeui@dance. Au sein du circuit de
récompense, la cocaine bloque la recapture présgnapdes monoamines, ce qui est a
l'origine d’une plasticité neuronale impliquantttanscription de nombreux genes. Des études
récentes ont montré que la transcription de ceggétait sous le contrble de mécanismes
épigénétiques, concernant essentiellement la naibyl de I'ADN et les modifications
posttraductionnelles des histones dont I'acétyhatio

Au cours de cette étude, nous avons montré d’afjoel I'inhibition des histones
désacétylases par divers composeés pharmacologigueda trichostatine A (TsA) diminuait
les propriétés renforcantes de la cocaine et ldavatmn des rats a en consommer, sans
affecter les effets récompensants du saccharoserlsla bloque aussi la sensibilisation
comportementale induite par la cocaine et dimieueoimportement de recherche de cocaine
apres une période de sevrage. Les effets de lasisRauto-administration de cocaine sont
accompagnés par la modification de I'expressionfatiieur de liaison a 'ADN méthylé
Mecp2 de I'histone désacétylasbAC11et du facteur de transcriptiddEF2C. Nous avons
procédé a I'analyse du transcriptome chez desaatajveau du cortex cingulaire antérieur et
du noyau accumbens, afin de caractériser un enserdbl géenes sous-jacents aux
modifications comportementales. Parmi ceux-ci fairles génesissencephaly gene-dt
Reeling deux genes qui, lorsquils sont mutés chez I'h@nmont a lorigine d’une
lissencéphalie caractérisée par la désorganisdéercouches corticales résultant d’'un défaut
de migration neuronale. L’auto-administration deajae induit I'expression des deux géenes.
La TsA potentialise I'induction dans le cortex, méa blogue dans le noyau accumbens. I
apparait que I'administration répétée de cocaieraénche des mécanismes déja utilisés lors
du développement du cortex cérébral, afin de metirplace une plasticité synaptique. Cette
plasticité est susceptible de participer au déysapent de la dépendance aux drogues.
Notons que l'ensemble de ces mécanismes est sousor&dle étroit de facteurs
épigénétiques, notamment des histones désacétylases
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