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> La dépression et I'anxiété sont les
principales causes d’incapacité dans le
monde et leur prévalence est élevée,
7 a 20% chez 'lhomme et 11 a 27 %
chez la femme. Les inhibiteurs sélectifs
de recapture de la sérotonine (ISRS)
sont les médicaments les plus couram-
ment prescrits dans le traitement de
la dépression et de plusieurs troubles
anxieux, dont I'anxiété généralisée. Leur
découverte représente un progrés impor-
tant, mais beaucoup de questions restent
en suspens concernant les mécanismes
moléculaires et cellulaires qui sous-ten-
dent leurs effets, également Iétiologie
de ces troubles. Les modeles animaux
d’anxiété/dépression sont fréquemment
utilisés pour le criblage de nouveaux
composés. De nombreuses incertitudes
demeurent sur I'efficacité de ces modeles
et leur pertinence clinique [1]. Il nexiste
naturellement pas d’animaux se trouvant
dans un « état dépressif » et, en clinique
humaine, les antidépresseurs induisent
tres peu d’effets chez les individus sains.
Un modéle animal pertinent doit répondre
a plusieurs critéres : une validité prédic-
tive (les traitements efficaces en clini-
que doivent I’étre dans le modéle), une
validité phénoménologique (le modéle
est capable d’induire les symptomes de
la pathologie), une validité théorique (la
place du modele par rapport au cadre
théorique). Certains de ces modeéles peu-
vent s’avérer assez efficaces, du fait
de leur bonne validité prédictive lors
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de tests de criblage en pharmacologie,
mais demeurent insuffisants en ce qui
concerne I’étude de la physiopatholo-
gie de la dépression et des mécanismes
d’action des traitements. Sur la base
de ces différentes validités, le stress
modéré chronique (CMS) chez le rongeur,
initialement développé par Willner (voir
Encadré), représente le modele animal
le plus approprié pour étudier aussi bien
la physiopathologie des troubles de I’hu-
meur que leur traitement. Ce modele
animal est tres pertinent puisqu’il permet
d’induire des états comportementaux
proches des symptomes observés dans la
dépression chez ’Homme [2], notamment
une dérégulation de I’axe hypothalamo-
hypophysaire (HH) et donc une augmen-
tation des concentrations plasmatiques
de corticostérone! chez les animaux [3].
Une alternative intéressante a ce modele
consiste a administrer directement aux
animaux un exces de corticostérone exo-
géne par voie orale.

Modélisation de I’état anxieux

et dépressif chez I’animal

Dans notre étude, nous avons modélisé
un état anxiodépressif chez la sou-
ris par un excés de glucocorticoides
(modéle CORT, Figure 1), afin d’étudier
les conséquences comportementales,

! Corticostérone ou le cortisol chez ’lHomme : hor-
mone produite dans la glande surrénale en réponse
au stress.
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cellulaires et moléculaires de I"admi-
nistration chronique d’antidépresseurs
(ISRS : la fluoxétine et un tricyclique :
Iimipramine). Nous montrons, grdce &
des tests prédictifs de I'activité de ces
médicaments, qu’un traitement chroni-
que avec chacun de ces antidépresseurs
bloque les altérations comportementa-
les induites par une exposition a long
terme a la corticostérone [4]. Il est
aussi important de noter que ce modeéle
CORT reproduit les observations faites
chez ’Homme, en ce sens que les anti-
dépresseurs n"ont généralement pas
d’effets majeurs chez les patients qui
ne sont pas cliniquement déprimés.

Traitement antidépresseur

et neurogeneése hippocampique

€n outre, nous avons utilisé ce modéle
CORT pour faire le lien entre le phé-
notype comportemental résultant de
I’administration d’antidépresseurs et
les conséquences cellulaires et molécu-
laires, notamment sur la neurogenese
hippocampique chez la souris adulte. Des
résultats récents suggérent que cette
neurogenése est nécessaire a I'appa-
rition des effets comportementaux des
ISRS chez les rongeurs adultes [5-7].
Fait intéressant, lorsque nous avons étu-
dié différentes étapes de la neurogenése
(prolifération et maturation), la fluoxé-
tine s’est révélée étre beaucoup plus
efficace chez les animaux traités par
de la corticostérone (modele CORT). Ce
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Stress modéré chronique (CMS) : le CMS consiste en I’exposition de rongeurs a divers
parametres de stress sociaux et environnementaux, de faible intensité, qui sont réalisés
suivant une séquence aléatoire. Les effets induits par le CMS peuvent étre prévenus par
un traitement antidépresseur chronique.

Le test de champ (OF) ouvert : c’est I’un des plus utilisés en psychopharmacologie. Il est
réalisé en placant ’animal dans une cage de 1 600 cm?, ouverte pendant 30 minutes. Les
mouvements de I’animal sont mesurés par un systéme par infrarouge (activity monitor,
Sandown Scientific, United Kingdom) [13]. l’open-field est aussi un modéle animal
utilisé afin de prédire une activité de type anxiolytique. Pour cela, une aire virtuelle
représentant un carré de 12,3 cm de coté est définie. En général, les animaux présentent
un haut degré d’évitement de I'aire centrale par rapport a la périphérie. Les anxiolyti-
ques comme les benzodiazépines augmentent le nombre d’entrées et le temps passé
dans I’aire centrale. Au final, les variables mesurées dans ["open-field sont I"activité
ambulatoire totale, le nombre d’entrées dans I'aire centrale, le temps passé dans le
centre de I’aréne et le nombre de redressements. Ce modele peut aussi étre utilisé pour
une mesure simple de Iactivité locomotrice et donc permettre également I’interpréta-
tion du test de la nage forcée, afin de rechercher les effets sédatifs ou hyperlocomo-
teurs éventuels des antidépresseurs. |l est utilisé également pour mettre en évidence
I’effet anxiogénique d’un ISRS administré a dose unique et son effet anxiolytique apres
administration chronique.

Novelty suppressed feeding (NSF) : il s’agit d’un test de conflit dans lequel est pré-
senté a un animal privé d’alimentation un granulé de nourriture placé au centre d’une
enceinte éclairée, ouverte. Ce paradigme provoque un comportement conflictuel chez la
souris, entre la volonté de se nourrir (& jeun depuis 24 heures) et la peur de s’aventurer
au centre du compartiment fortement éclairé. La variable mesurée est la latence a se
nourrir. Les souris étant privées de nourriture 24 heures avant le test, nous nous assu-
rons aussi que 'effet observé est bien un effet antidépresseur-like en vérifiant que la
consommation de nourriture dans la propre cage de la souris n’est pas modifiée par la
molécule testée.

résultat suggere que dans des conditions
de stress chronique, un nouvel état phy-
siologique particulier s’installe, et faci-
literait 'action d’une augmentation de
sérotonine dont I'effet sur la neuroge-
nése serait plus important que dans des
conditions normales. Dans un deuxiéme
temps, nous avons disséqué les effets
comportementaux d’un ISRS selon qu’ils
font ou non intervenir un processus de
neurogeneése. Cela revenait a poser la
question suivante : la stimulation de la
fluoxétine sur la neurogeneése est-elle
nécessaire et/ou suffisante pour induire
des effets comportementaux ?

Pour répondre a cette question nous
avons éliminé sélectivement la neuro-
genese chez la souris adulte par irra-
diation sélective de I’hippocampe par
les rayons X, technique mise au point
par "équipe du Professeur R. Hen a New
York [5]. Cette approche nous a permis
de montrer que, lorsque la neurogenése
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hippocampique est supprimée dans le
modele CORT, la fluoxétine induit des
effets comportementaux dans un seul
des tests utilisés, le test de I'open field
(OF) (voir Encadré) alors que I'effet de
type anxiolytique-antidépresseur dans
un autre test, le novelty suppressed
feeding (NSF) (voir Encadré) est sup-
primé. Ces résultats originaux per-
mettent donc de proposer un nouveau
concept: les effets de type anxiolyti-
que-antidépresseur d’un seul et méme
médicament, la fluoxétine, interviennent
a la fois par des mécanismes dépen-
dants et indépendants, du processus de
neurogenése (en accord avec [6]). Si
les effets de la fluoxétine sont relayés
par des mécanismes distincts, se pose
la question de I"application du méme
raisonnement aux effets thérapeuti-
ques de la fluoxétine. Les antidépres-
seurs peuvent-ils agir par I'intermé-
diaire d’effets convergents, certains

agissant sur les fonctions cognitives et
d’autres sur "humeur ? Peut-on dis-
tinguer dans le cerveau les effets des
antidépresseurs sur "hippocampe et sur
d’autres structures limbiques ? Une telle
dissociation a été suggérée [8]: les
effets des antidépresseurs sur I"humeur
seraient indépendants d’un processus
de neurogenese, tandis que les effets sur
I’anxiété seraient plutét neurogenese-
dépendants. Ces questions ont toutes
leur importance, surtout pour les labo-
ratoires pharmaceutiques souhaitant
développer des médicaments plus effi-
caces et mieux tolérés. Il sera donc
important de déterminer rapidement
si de nouveaux composés qui stimu-
leraient directement la neurogeneése
hippocampique [9] seraient aussi effi-
caces que les antidépresseurs actuels ou
amélioreraient seulement des déficits
cognitifs.

Un réle pour la B-arrestine

dans ’effet de la fluoxétine
Conformément a I'idée que I'essentiel
des effets antidépresseurs s’exerce dans

Figure 1. Modélisation de I’anxiété/dépression
chez la souris. Cette photo représente une sou-
ris penchée au dessus d’un bras ouvert, dans le
test du labyrinthe en croix surélevée, test clas-
sique pour mesurer I’anxiété. Le nuage de pen-
sée dévoile la structure moléculaire de la cor-
ticostérone, utilisée dans notre modélisation
d’un état d’anxiété/dépression. Nos résultats
montrent que I"hippocampe est impliqué dans

certaines réponses aux antidépresseurs.
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plusieurs régions du cerveau, nous avons
ainsi montré que, dans un modéle expé-
rimental faisant intervenir une élévation
des concentrations plasmatiques de
corticostérone, un traitement chronique
par la fluoxétine entraine des effets sur
I’expression des génes, non seulement
dans I’hippocampe, mais aussi dans
I’hypothalamus et I'amygdale. D’autres
études ont préalablement suggéré que
la fluoxétine exerce des fonctions extra-
hippocampiques, par exemple la res-
tauration de la plasticité dans le cortex
visuel [10]. Fait intéressant, nos résul-
tats d’expression génique ont démon-
tré que le traitement chronique par de
la corticostérone permet d’étudier les
mécanismes moléculaires qui sous-ten-
dent "anxiété et la dépression. En effet,
parmi les génes d’intérét étudiés, seuls
trois d’entre eux, intervenant dans des
voies de signalisation ont montré des
changements d’expression, dont celui
codant pour la B-arrestine. Ainsi, dans
I’hypothalamus, alors qu’un traitement
par de la corticostérone réduit I’ex-
pression de [-arrestine chez la souris,
un traitement par de la fluoxétine réta-
blit une expression physiologique. Nous
avons focalisé nos travaux sur le role de
la B-arrestine, en faisant ’hypothése
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que c’est un déterminant moléculaire
potentiel des effets de la fluoxétine;
nous avons utilisé un modele de souris
génétiquement modifiées, dont le gene
codant la B-arrestine 2 est invalidé (la
mutation de la B-arrestine 1 est létale).
Les résultats antérieurs de I’équipe de
Marc Caron suggéraient que ces souris
B-arrestine 2 knock-out peuvent avoir
un phénotype anxieux [11]. Dans cette
étude, les auteurs avaient proposé que
les effets du lithium, un médicament
utilisé dans le traitement des troubles
bipolaires, passent par I'activation de
la voie B-arrestine 2/Akt/GSK3[3. Dans
notre étude, nous avons constaté que
les souris B-arrestine 2 knock-out, dans
la plupart des tests de comportement,
sont insensibles a un traitement chroni-
que avec la fluoxétine [4]. Nos résultats
confirment que les effets de la fluoxé-
tine chez la souris passent par I'activa-
tion de la voie B-arrestine (Figure 2).

Aufinal, ces résultats font émerger I'idée
de I'existence de mécanismes communs,
permettant a la fois la réponse au trai-
tement des troubles bipolaires et de
la dépression majeure unipolaire. Ces
pathologies pourraient étre liées par
des déterminants génétiques communs,
comme par exemple un modulateur du

Figure 2. Schéma synthétique expliquant le
mécanisme d’action du Prozac® dans le modéle
d’anxiété/dépression basé sur I’élévation des
concentrations en glucocorticoides. Ce schéma
représente 'effet du stress prolongé par admi-
nistration de corticostérone exogene sur Iex-
pression de la B-arrestine, différentes struc-
tures cérébrales, ainsi que les modifications
comportementales dans les tests. La fluoxé-
tine corrige I’état anxiodépressif et la diminu-
tion de I’expression de B-arrestine induits par
la corticostérone, en empruntant des circuits
dépendants ou non de la neurogenése. Les
fleches rouges représentent les voies et effets
du stress. La fleche verte représente I’effet de
la fluoxétine sur le réseau dans des conditions

de stress.

récepteur des glucocorticoides (GR),
le FKBP5 (FK506 binding protein 5)°
[12].0

Neurogenesis-dependent

and independent effects

of anti-depressant drugs
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Pluripotence : une définition

a géométrie variable

Laure Coulombel

> Affirmer la pluripotence d’une cellule
n’est pas chose simple ; de multiples cri-
teres existent (Tableau 1), qui n’ont pas la
méme valeur, ce qui entretient un certain
«laxisme » dans la définition de cette
propriété [1]. Les puristes n’accorderont
ce label qu’aux cellules capables de
former, a elles seules, un individu entier
viable et fertile, et du bout des lévres a
celles qui contribuent « uniquement» a
la formation de chiméres post-natales
fertiles. Criteres impossibles a valider
chez I’homme, et, de fait, beaucoup se
refusent a qualifier de pluripotentes les
cellules souches embryonnaires (CSE)
humaines ou les cellules reprogrammées
humaines de type iPS (induced pluripo-
tent stem cells). Les moins exigeants se
satisferont de critéres phénotypiques:
pour eux, une cellule qui, dans différen-
tes conditions de culture, exprime des
marqueurs de tissus dérivés des trois
feuillets embryonnaires (ectoderme,
endoderme, mésoderme) sera déclarée
«pluripotente ». Ce n’est évidemment
pas suffisant compte tenu de I’expres-
sion souvent « aberrante » de beaucoup
de protéines en culture; il faudrait au
minimum démontrer que la cellule expri-
mant ces marqueurs phénotypiques d’un
tissu in vitro est capable d’effectuer une
fonction caractéristique de ce tissu dans
un modele in vivo ; chez ’lhomme, on se
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heurte a nouveau aux limites des sys-
temes xénogéniques, la transplantation
de cellules humaines a des souris, aussi
immunodéprimées soient-elles (modéle
le plus fréquemment utilisé), étant loin
de refléter leur fonction physiologique
chez I’humain. Cela pose avec acuité la
question du choix de modeéles préclini-
ques acceptables pour I’évaluation de
cellules pluripotentes humaines dans une
perspective thérapeutique. Actuellement
les essais les plus probants sont faits
chez le singe, en situation allogénique,
avec toutes les contraintes qu’impose le
développement de cellules pluripotentes
dans cette espece [2].

Dans le cas des CSE (ou iPS), murines ou
humaines, la formation de tératomes
chez la souris immunodéficiente est un
compromis acceptable pour définir la
pluripotence d’une population. Mais il
faut que Ianalyse histologique et histo-
chimique reconnaisse dans ces tumeurs
des structures tissulaires caractéristiques
(épithélium, glandes, vaisseaux, etc.)
issues de la différenciation des 3 feuillets
embryonnaires [3]. La capacité de créer
une organisation tissulaire complexe,
méme anarchique, représente en effet un
argument supplémentaire de pluripotence
par rapport a la seule expression cellulaire
d’un potentiel de différenciation dans une
boite de culture.

Une étape supplémentaire, inapplica-
ble aux cellules humaines, exploite la
capacité qu’ont ces CSE et iPS, greffées
dans un blastocyste préimplantatoire,
de contribuer, une fois les blastocystes
«chimeres » réimplantés dans des femel-
les pseudo-gestantes, a I'établissement
d’animaux chimeéres viables et fertiles
(Figure 1) [4-6]. Remises dans leur envi-
ronnement d’origine, la masse interne
des blastocystes, ces CSE reprennent en
quelque sorte le cours de leur histoire
naturelle 1a ou elle s’était arrétée lors-
qu’on avait dissocié ces blastocystes
pour I’établissement des lignées. Dans le
cas des cellules somatiques reprogram-
mées (iPS), beaucoup d’eau a passé sous
les ponts, depuis le stade blastocyste,
et c’est une histoire completement nou-
velle qu’entament ces cellules. Dans ces
chimeres, la plupart des tissus, y compris
les cellules germinales, contiennent des
cellules différenciées issues des CSE (ou
iPS) ; mais cette stratégie ne prouve pas
que ces cellules peuvent assurer, seules,
sans le support des cellules du blasto-
cyste hote, le développement d’animaux
viables, entierement dérivés des CSE ou
iPS. Le croisement de souris chiméres
certes aboutira a des souriceaux entiére-
ment dérivés des CS€ ou iPS, mais dans ce
cas, on analyse le potentiel des gameétes
plus que celui des CSE ou iPS.



