Aviil.- 2318 Y

Université de Montréal

Effets du gamma-hydroxybutyrate sur I'activité de décharge des cellules

dopaminergiques de I'aire tegmentale ventrale

par
Hugo Tremblay
Département des sciences biomédicales

Faculté de médecine

Mémoire présenté a la Faculté des études supérieures
en vue de 'obtention du grade de
Maitre es sciences (M.Sc.)

Aolt 1998

© Hugo Tremblay, 1998




LEZ
‘A9
RLYY



Université de Montréal

Faculté des études supérieures

Ce mémoire est intitulé:
Effets du gamma-hydroxybutyrate sur 'activité de décharge des cellules

dopaminergiques de l'aire tegmentale ventrale

Présente par:

Hugo Tremblay

a été évalué par un jury composé des personnes suivantes:

Président rapporteur. Karen Dewar
Membre: Jacques Montplaisir

Membre: Roger Godbout

g&. /. /O

Mémoire accepte le:




Sommaire



Le gamma-hydroxybutyrate (GHB) est un acide gras a chaine courte agissant
comme neurotransmetteur dans le systéme nerveux central. Il est reconnu
principalement pour ses propriétés anxiolytique, anesthésique et hypnotique. Par
ailleurs on utilise le GHB principalement comme traitement de la narcolepsie,
notamment dans le contrdle des symptdmes associés aux manifestations diurnes du
sommeil paradoxal tel la cataplexie. Il a été proposé que I'action thérapeutique du
GHB se produit par la consolidation du sommeil paradoxal nocturne, réduisant ainsi
la probabilité de son apparition diurne.

Les études biochimiques et électrophysiologiques montrent que le GHB
modifie de fagon sélective la neurotransmission a dopamine (DA). On a en effet
observé que I'administration périphérique de GHB en dose de 100 a 500 mg/kg
produit une augmentation de la synthése de la DA accompagné d'une diminution de
libération au niveau des terminaison axonales. Des doses semblables induisent
également une inhibition de I'activité spontanée des cellules dopaminergiques de
I'aire tegmentale ventrale (ATV) et la substance noire compacte (SNc) mais les
doses utilisées sont beaucoup plus élevées que ce qui est la norme dans les études
cliniques.

Des études antérieures ont montré que seuls les effets du GHB a faible
doses sur I'activité spontanée des neurones du cortex préfrontal et sur la
température centrale sont renversés par I'antagoniste des récepteurs a GHB, le
NCS-382. Nous avons voulu vérifier si ce phénoméne se retrouvait également au

niveau des cellules DA de L'ATV.



iii

Dans la présente étude, nous avons donc évalué I'effet de 'administration
intrapéritonéale de GHB en faible (10 mg/kg) et forte (160-250 mg/kg) dose sur
I'activité spontanée des cellules DA de I'ATV chez des rats anesthésiés a
I'uréthane. La spécificité des effets du GHB a éte vérifiée a I'aide de I'antagoniste
spécifique aux récepteurs a GHB, le NCS-382.

Les résultats ont montré que les faibles doses de GHB produisaient trois
types d'effets: I'excitation, I'inhibition ou une séquence excitation/inhibition. Par
contre, les doses élevées de GHB n'ont induit que des inhibitions. Le NCS-382 a
blogué les effets des faibles doses et a laissé apparaitre des excitations sous forte
dose. Cette étude suggére que I'augmentation de I'activité de décharge des cellules
DA de I'ATV par le GHB est due a I'activation des récepteurs @ GHB alors que les
effets des doses élevées impliquent des mécanismes additionnels. La discussion

propose également une explication quant aux propriétés hypnotiques du GHB.

Mots clés
Gamma-hydroxybutyrate, dopamine, aire tegmentale ventrale, électrophysiologie,

sommeil, rats
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Avant-propos

De fagon générale, ce mémoire a été rédigé sous forme de meémoire
traditionnel et présenté selon les directives stipulées dans le manuel
« Procédures d'acceptation et guide de présentation des mémoires et des
théses »." Toutefois, une modification a été apportée dans la rédaction de la
section « Résultats ». En effet, le lecteur constatera qu’un article publié dans un
journal scientifique (Sleep Research Online 1998, 1(4): 152-158) occupe cette

section.

! Faculté des études supérieures, Université de Montréal. (1994). Procédures
d’acceptation et guide de présentation des mémoires et des théses. 4e édition.




Introduction



Le gamma-hydroxybutyrate (GHB) est un acide gras endogéne capable
d'induire le sommeil paradoxal (SP) chez plusieurs especes animales. Le
mécanisme responsable de ce phénomeéne reste indéterminé, mais les observations
disponibles a ce jour montrent que le site d’action de préférence du GHB est le
systéme limbique, et plus particuliérement les composantes dopaminergiques de ce
dernier. De plus, on a récemment découvert que le systéme limbique était
grandement impliqué dans le contrdle du SP dans le modéle animal de la
narcolepsie. Nous avons décidé de déterminer I'action du GHB sur 'activité de
décharge de l'aire tegmentale ventrale (ATV), cette structure formant I'origine des
faisceaux ascendants du systéme mésocorticolimbique. Dans les prochaines
sections, nous discuterons premierement de 'ATV et de ses fonctions, puis du GHB

et de ses propriétés.

1.1 L’AIRE TEGMENTALE VENTRALE

L’ATV est, avec la substance noire compacte (SNc), un des noyaux
dopaminergiques (DAergiques) les plus important du systéme nerveux central
(SNC). Il est a I'origine du systéme mésocorticolimbique, que I'on croit responsable
du phénoméne d'addiction aux drogues, des comportements motivés et qui participe

a la physiopathologie des psychoses.

1.1.1 Caractéristiques neuroanatomiques et neurochimiques de 'ATV

1194 Les systémes de projections



Il existe deux systémes de projections majeurs originant de I'ATV. Ce sont le
systéme mésocortical, formé des projections allant vers les structures corticales
(cortex préfrontal (CPF), cortex rhinal, cortex cingulaire), et le systéme
mésolimbique, formé des projections allant vers les structures limbiques (noyaux

accumbens (NAcc), tubercules olfactifs, amygdales, septum, cortex piriforme).

1.1.1.1.1 Le systéme mesocortical

La cible corticale principale de 'ATV est le CPF, lequel regoit des afférences
DAergiques et non-DAergiques, notamment de type gamma-aminobutyrate (GABA)
(Thierry et al., 1980; Albanese et al., 1982; Swanson, 1982; Gilman et al., 1990).
On différencie ces deux types de fibres selon le fait qu’elies soient myélinisees ou
non ce qui donne des vitesses de conduction rapide ou lente, respectivement
(Thierry et al, 1980). On a montré par la technique de tragage rétrograde que les
neurones a dopamine (DA) faisaient synapse avec les cellules pyramidales des
couches V et VI du CPF (Bjorklung et Lindvall, 1984; Ferino et al., 1984; Descarries
et al., 1987). Les neurones du CPF sont inhibés par I'activation de ces projections
(Ferron et al., 1984; Mantz et al., 1988; Sesack et Bunney, 1989; Thierry et al.,
1990; Godbout et al., 1991). On a observé I'inhibition d’'une partie des cellules du
CPF par stimulation électrique de I'ATV apres la destruction des cellules DA par la
6-hydroxydopamine (6-OHDA) (Pirot et al., 1992). Ceci suggére I'existence d'une
modulation des cellules du CPF par un input non-DAergique de 'ATV. Bien gqu’ on
ne connaisse pas encore les cibles des fibres non-DA de 'ATV il a été démontré

que le GABA pouvait hyperpolariser les cellules pyramidales du CPF (Rétaux et al.,



1991). En effet, on a observé que certaines fibres DA de I'ATV faisaient synapse
avec des interneurones GABA du CPF, et que la stimulation de ces fibres avaient
une action excitatrice en agissant sur des récepteurs D, situés sur ceux-ci (Pénit-
Soria et al., 1987; Rétaux et al., 1991).

Les afférences sur le CPF peuvent donc étre de trois types: a) neurone
DAergique faisant synapse direct avec une cellule pyramidale du CPF; b) neurone
DAergique faisant synapse avec un interneurone, qui lui fait synapse avec une
cellule pyramidale du CPF; c) neurone non-DAergique faisant synapse avec une
cellule pyramidale du CPF. Toutes ces afférences ont une action finale inhibitrice
sur les cellules du CPF (Pirot et al., 1992).

Le CPF exerce un rétro-contrdle sur les neurones a DA de I'ATV par des
projections corticofugales utilisant les acides aminées excitateurs aspartate (ASP)
et glutamate (GLU) comme neurotransmetteur (Christie et al., 1985a; Gariano et
Groves, 1988). lls agissent sur des récepteurs de type n-méthyl-d-aspartate
(NMDA) et non-NMDA situés sur le soma des cellules & DA. En outre, il a été mis
en évidence que le taux d'acides aminés excitateurs est fortement diminué dans
ATV suite a des Iésions électrolytiques ou neurotoxiques dans le CPF (Christie et

al, 1989)

11142 Le systéme mésolimbique
Le noyau principal ciblé par les afférences mésolimbiques est le NAcc. Ces

projections sont composées de fibres DA et de fibres non-DA, notamment GABA



(Yim et Mogenson, 1980, Maeda et Mogenson, 1980) et sont majoritairement
concentrées sur la partie médiane du NAcc (Nauta et al., 1978).

Le systéme de rétro-controle est formé de projections GABAergiques du
NAcc vers le VTA (Yim et Mogenson, 1980). Enoutre, il a été mis en évidence que
des lésions du NAcc provoguent une chute des niveaux de GABA dans I'ATV (Yim
et Mogenson, 1980). Les fibres GABAergiques originant du NAcc font synapse avec
des cellules DA et non-DA dans I'ATV (Sugita et al., 1992), certaines faisant méme
synapse avec des interneurones GABA de 'ATV (Smith et Bolam, 1990).

En plus du rétro-controle @ GABA on a identifié plusieurs types de fibres
peptidergiques originant du NAcc et du striatum faisant synapse dans I'ATV (voir
Kalivas et al., 1992) . Ces neuropeptides (enképhaline et dynorphine) agissent sur
les récepteurs opioides u, & et x respectivement. Ces récepteurs opioides ne sont
pas situés sur des neurones, mais plutbt sur les astrocystes formant la glie de 'ATV
(Sesack et Pickel, 1992). L'activation des récepteurs p et 8 par I'enképhaline et ses
homologues induit une augmentation de la neurotransmission & DA (Cador et al.,
1989; Kalivas et Duffy, 1990; Kalivas et al., 1983), tandis que I'activation des
récepteurs k par la dynorphine semble affecter principalement les cellules non-DA

de I'ATV (Robertson et al., 1987; Lavin et Garcia-Murioz, 1986).

1.1.1.2 L’organisation interne de 'ATV
L’ATV est composé de deux types de cellules, soit les cellules primaires et

secondaires.



Les cellules dites primaires sont les neurones DA. lls composent la majorite
des cellules présentes dans I'ATV. Ces neurones sont des neurones de sortie,
projetant de fagon topographique vers leurs cibles. On a également pu co-localiser
de la neurotensine (NT) sur les somas et dendrites des neurones DA et de la
cholécystokinine (CCK) sur les interneurones formant le périkarya des neurones DA
(Jennes et al., 1982; Uhl et al., 1979; Seroogy et al., 1989).

La majorité des neurones dits secondaires de I'’ATV sont GABAergiques tel
que démontré par immunohistochimie (Nagai et al., 1983, Oertel et al., 1982; Smith
et Bolam, 1990). Plus de 20% des cellules de 'ATV possédent 'TARNm nécessaire a
la formation de I'acide glutamique décarboxylase, I'enzyme de conversion de I'acide
glutamique en GABA (voir Kalivas et al., 1992). Il existe deux type de cellules
GABA dans I'ATV. Le premier type est formé des neurones de sortie
GABAergiques. Ces projections influencent I'activité de structures motrices et
limbiques, dont le striatum (Campbell et Takada, 1989, Pirot et al, 1992) et le CPF
(Pirot et al., 1992). L'autre catégorie est composée des interneurones
GABAergiques faisant synapse avec des cellules DAergiques a l'intérieur de 'ATV
(Bayer et Pickel, 1991). Ces neurones ont une action inhibitrice sur les neurones
DA de 'ATV.

Une représentation schématique des récepteurs impliqués dans la
modulation de I'activité de 'ATV est présentée a la figure 1, a la fin de la section

suivante.



1.1.13 Les récepteurs a DA

On a identifié cing types de récepteurs a DA (Giros, 1991; Seeman et Van
Tol, 1994). Ces cinq récepteurs sont regroupés en familles selon leur ressemblance
aux récepteurs classiques, soit Dy et D,. La famille D, comporte les récepteurs D, et
Ds et ils sont couplés positivement a I'adénosine monophosphate (AMP) cyclique
par I'entremise d'une protéine de type Gs. La différence majeure entre ces
récepteurs est que la DA semble se lier dix fois plus facilement au récepteur Ds

qu'au D; (Giros, 1991; Seeman et Van Tol, 1994). La famille D, est composée des

récepteurs Dy, D5 et D, et ces derniers sont couplés négativement a 'AMP cyclique,
cette fois par I'entremise d’'une protéine G.. Le récepteur D; posséde une affinite
pour la DA trois fois plus élevée que le D4 et ce dernier lie la DA quatre fois mieux
que le récepteur D, (Giros, 1991).

Au niveau local, il semble certain que I'activation des récepteurs D,, agissant
comme autorécepteur somatodendritique, entraine une hyperpolarisation des
cellules & DA de I'ATV. Par contre, la participation et méme la présence de
récepteurs D; au niveau de la régulation de I'ATV a longtemps fait I'objet de débats.
A la lumiére des plus récentes expériences, il semblerait que les récepteurs D4 sont
présents sur les terminaisons d’'interneurones, fort probablement GABA (Rétaux et
al., 1991; Cameron et Williams, 1993), identifiés come tels par la technique
d'immunoradiologie. Leur activation faciliterait la libération de GABA et induirait une
hyperpolarisation des cellules de 'ATV (Rétaux et al., 1991).

Au niveau post-synaptique, les deux familles de récepteurs sont présentes et

agissent également par P'activation ou l'inhibition de la formation d' AMP cyclique. Au



niveau cellulaire, la différence majeure entre les familles est le taux d’affinité pour la
DA. En effet, la famille D, posséde un taux d’affinité plus élevé que la famille D,

(Giros, 1991; Seeman et Van Tol, 1994).



Figure 1
Représentation schématisée de la position des récepteurs présents dans le

voisinage des cellules DA de I'ATV et possiblement impliqués dans les effets du

GHB.
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encore inconnue (Maitre, 1997); il ne sont donc pas représentés sur cette figure.
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1.1.2 Comportement et ATV

L'’ATV est une structure impliquée dans une multitude de comportements, et
plus particulierement dans les comportements motivés (voir Wise et Rompre, 1989).
On croit aussi que ce systéme est impliqué dans les aspects secondaires et
tertiaires de ces comportements, tels la préparation, I'organisation et l'initiation
(Phillips et al., 1991; Salamone, 1991).

.32 Comportement renforcé et systéeme mésocortical

Le CPF est impliqué dans I'organisation et I'intégration des comportements
de fagon a les rendre appropriés aux contingences de I'environnement. |l est
spécialisé dans I'organisation temporelle du comportement, la motivation, la
mémoire opérationnelle, la planification, I'attention, le comportement social et la
régulation des émotions (Kolb, 1984; Fuster, 1986; Sawaguchi et Goldman-Rakic,
1991).

Une lésion au niveau du CPF provoque le déreglement de I'organisation
comportementale. Ainsi, un animal ayant subi une ablation du CPF éprouvera de
grandes difficultés & apprendre une tache « go/no-go ». Dans ce type de tache les
stimuli renforgateurs et non-renforcateurs sont présentés de fagon aléatoire et a
intervalle variable. La présentation du stimulus-cible doit étre suivi d'une réponse
tandis que les autres stimuli ne doivent en produire aucune. Dans de tels cas,
I'animal |ésé donnera une réponse lors de stimuli « no-go », montrera des signes de
distraction et réagira sans discrimination a tous stimuli environnementaux, associés
ou non & la tache. Ces observations montrent bien que I'animal est en état

d’hyperréactivité face a la nouveauté et aux modifications de I'environnement.
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Les animaux porteurs d'une lésion au CPF ont également des difficultés a
adopter une nouvelle stratégie correcte face a une modification de tache ou de
consigne, phénomeéne connu sous le nom de persévération ou rigidité cognitive.
Ces observations sont vraies chez I'humain (Barcelo et al., 1997; Berman et al.,
1995), le singe (Fuster, 1986) et le rat (Kolb, 1984).

Les études électrophysiologiques ont montré qu'il existe une corrélation entre
le taux de décharge des cellules pyramidales du CPF et I'exécution d’'une réponse
appropriée lors de taches de type « go/no-go » (Sawaguchi, 1987). Nous avons
déja vu que les cellules pyramidales du CPF sont influencées par les cellules DA et
non-DA de I'ATV. De ce fait, une lésion de 'ATV ou la destruction neurochimique
des terminaisons DA du CPF produisent chez le rat un état d’hyperactivité et
d’hyperréactivité ainsi qu'un déficit dans les taches nécessitant I'intégrité du CPF
(Kolb, 1984).

Enfin, Sawaguchi et Goldman-Rakic (1991) ont démontré que I'administration
locale d'antagonistes D dans le CPF s'accompagne chez le singe d’'erreurs et
d’une augmentation de latence lors de taches oculomotrices avec délai de reponse
nécessitant I'implication de la mémoire opérationnelle.

L’ensemble des évidences présentées ci-haut montrent que les projections
mésocorticales & DA sont impliquées dans le processus de distinction entre les
stimili significatifs nécessitant une réponse spécifique de l'individu et les stimili de
moindre importance (White, 1996). Le mécanisme permettant cette distinction entre

les stimili significatifs ou non résiderait dans la capacité des cellules a DA de
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modifier leur mode de décharge et de moduler de ce fait I'activité du CPF. Cette

observation sera discutée plus loin.

1.1.2.2 Locomotion et systeme meésolimbique

La locomotion est un des comportements les plus importants contrdlés par le
systéme mésolimbique. On distingue deux types d'activités motrices dans les
études sur la locomotion. L'activité spontanée est celle qui est propre a I'animal
tandis que I'activité stimulée est provoquée par I'expérimentateur, souvent au
moyen d'injection de substances influengant la locomotion. Nous verrons plus tard
I'importance de cette distinction.

Il existe plusieurs types de méthodes pour mesurer de fagon automatisée ou
non le niveau d'activité locomotrice, mais les plus utilisés sont le champs ouvert et

le couloir circulaire.

Tableau 1
Emplacement | Typede | Activité spontanée Fx AMPH Fx APO
lésion
Contréle = =/+
ATV RF + = -
ATV + RF + = - +
NAcc 6-OHDA
ATV ou NAcc | T 6-OHDA - = =
ATV ou NAcc | | 6-OHDA + - +

Synthese des observations du comportement locomoteur chez le rat suivant une
stimulation ou une inhibition du systéme méso-accumbens.

La majorité des études sur la locomotion ont été réalisées & I'aide de Iésions
du systéme mésolimbique, soit au niveau de 'ATV, soit du NAcc (voir tableau 1).
Deux variables indépendantes sont particuliérement importantes lorsqu'on veut

mesurer les effets des Iésions sur la locomotion: il s'agit du taux de diminution des
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cellules a DA produit par la Iésion et de 'emplacement de celle-ci. D'une part le
taux de diminution de la DA est directement lié a I'importance de la |ésion et est
responsable de I'apparition du comportement |ésionnel. En effet, une lesion
insuffisante permettra une compensation par les cellules restantes (Schwartzing et
Hudson, 1996). D'autre part I'emplacement de la Iésion détermine le type de
comportement Iésionnel observé. La lésion peut étre bilatérale ou unilatérale. Une
|ésion bilatérale de I'ATV provoque un comportement symétrique, plus
particuliérement une hypomotricité générale ne montrant aucune tendance latérale,
tandis que la Iésion unilatérale fera en sorte que I'animal tournera en direction du
cdté de la lésion (i.e. comportement ipsiversif), montrant ainsi une hypomotricité
localisée uniqguement du coté lésé.

Pour obtenir des Iésions spécifiques de 'ATV, on utilise soit I'injection intra-
cérébrale de 6-OHDA précédée de I'administration d’un bloqueur de recapture de la
norépinéphrine (NE), soit I'application d'un courant électrique dans la structure,
nommée lésion par radiofréquence (RF). Ces deux types de lésions produisent des
déficits de locomotion différents, autant au niveau des comportements de
locomotion stimulés que des comportements spontanés (Koob et al., 1981).

L'injection d'amphétamine (AMPH) blogue la recapture de la DA et en facilite
la libération; conséquemment 'AMPH augmente les niveaux extracellulaires de DA
(Schwartzing et Hudson, 1996). Par ces propriétés I'administration dAMPH permet
donc également de déterminer I'état de la neurotransmission & DA suite a une
lésion. En effet, alors que chez I'animal intact on observe une augmentation de la

locomotion directement proportionnelle a la dose de AMPH administrée par voir
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périphérique, I"animal Iésé montre une potentialisation du comportement de rotation
(Ungerstedt et Arbuthnott, 1970) (voir tableau 1). Ce dernier effet est le résultat de
'augmentation de la différence hémisphérique des niveaux de DA par TAMPH,
n'agissant que du coteé intact (Ungerstedt et Arbuthnott, 1970).

L’injection d’'apomorphine (APO) donne une indication sur la sensibilité des
récepteurs a DA suite a une lésion. Cette injection ne produit pas d’effet significatif
sur la locomotion chez I'animal intact mais produit une effet particulier chez I'animal
lésé unilatéralement. En effet, l'injection de APO élimine ie comportement de
rotation ipsiversive induit par la lésion et produit méme 'apparition d’'une rotation
contraversive a doses élevées (Ungerstedt, 1971). Cet effet est du a l'activation des
récepteurs DA du méme cdté que la lésion, devenus hypersensibles suite au
manque de stimulation provoqué par la destruction des fibres afférentes.
(Ungerstedt, 1971 et voir Schwartzing et Hudson, 1996).

Koob et al. (1981) ont montré qu'une Iésion RF bilatérale de 'ATV produit un
état d’hyperactivité, une absence des effets locomoteurs d AMPH et une forte
augmentation d'activité motrice suite a 'administration dAPO. L’état d’hyperactivité
résultant de la Iésion seule a été annulé par une lésion subséquente du NAcc par la
6-OHDA. Une Iésion par forte dose de 6-OHDA (4pug/ul) de I'ATV ou du NAce induit
un état d’hypoactivité, un blocage des effets locomoteurs d’AMPH et une forte
augmentation d’activité motrice suite a I'administration de APO. Par contre, une
|ésion par faible dose de 6-OHDA (2ug/ul) de 'ATV produit une hausse d'activité
spontanée, un blocage des effets moteurs AMPH et une potentialisation des effets

moteurs de 'APO.
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En considérant chacun des événements séparément, la différence d'effet
entre la [ésion RF et la [ésion chimique peut étre due au fait que la Iésion RF est
neuroanatomique, et donc peut: a) avoir laissé intact une partie du systéme, ou b)
étre le résultat d’'un systéme de controle non-DA de la locomotion encore mal défini.
Ce systéme de contrdle, probablement peptidergique, serait formé de fibres de
passage dans I'ATV, lesquelles seraient détruites par les lésions RF mais non-
affectées par les Iésions neurochimiques au 6-OHDA (Koob et al., 1981).

L'instigation de I'état d’hypoactivité lors de la Iésion 6-OHDA du NAcc suite a
la lésion RF de 'ATV montre bien que la présence de DA au NAcc est un facteur
déeterminant du taux d'activité locomotrice chez le rat.

Il est important de mentionner que les effets des Iésions sur le comportement
locomoteur ne sont pas dus a l'intervention du systéme nigrostrié, puisque les
lésions spécifiques de ce systéme par les méthodes RF et 6-OHDA ne produisent
pas |'effet de rotation (Galey et al., 1977), ni la dualité hypo/hyperactivite (Koob et

al., 1981).

1.1.2.3 Activité cellulaire de 'ATV a la base des comportements

Les premiéres études électrophysiologiques de I'ATV ont été réalisées a
I'aide de la méthode d’enregistrement extracellulaire, méthode considérée comme
indirecte. Elle consiste a positionner une électrode d’enregistrement dans 'ATV et a
mesurer les variations de potentiels dans le d’'une cellule.

Ces premieres etudes ont révélé que le potentiel d'action généré par les

cellules DA de 'ATV se distingue des potentiels d’action générés par d'autres types
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de cellules. Ces caractéristiques sont: 1) une forme bi- ou triphasique, avec un
segment initial positif, 2) une longue durée (2-5 ms); 3) un taux de décharge
irrégulier et lent (<10 Hz) ou en bouffée; 4) une inhibition du taux de décharge suite
a l'injection de basses doses d’agonistes DA ou I'application iontophorétique de DA
(Bunney et al., 1973a,1973b; Wang, 1981a; Aghajanian et Bunney, 1977; Guyenet
et Aghajanian, 1978). On a confirmé plus tard par les méthodes d'enregistrement
intracellulaire et d'identification histochimique que les cellules montrant ces
caractéristiques étaient bien DAergiques (Grace et Bunney, 1980, 1983).

Le mode de décharge des cellules DA est particuliérement intéressant
puisqu’il semble étre lié directement au comportement. En effet, on a observé chez
le rat que les cellules DA pouvaient passer d’'un mode de décharge tonique a un
mode en bouffée (Freeman et Bunney, 1987) et que ce changement de mode
survenait lorsque I'animal était exposé a un stimulus nécessitant une réponse de
I'organisme (Miller et al., 1981). Plus recemment, on a montré que les cellules DA
de I'ATV d'un animal exposé a la nouveauté déchargent en bouffée (Schultz, 1992).
Ces observations sont particulierement vraies quand le stimulus est une
récompense primaire (nourriture, eau) présentée de fagon imprévisible (Mirenowicz
et Schultz, 1994).

A la lumiére de ces observations on peut identifier deux fonctions de la
modification du mode de décharge des cellules DA de I'ATV. La premiére fonction
est d'identifier et de discriminer les stimulations importantes pour I'animal et la
seconde est de percevoir les modifications de I'environnement. Ces fonctions

servent & signaler aux structures post-synaptiques la nécessité de traiter ces
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informations de facon prioritaire et de stimuler la formation de nouvelles strategies
face a une modification de I'environnement.

Malgré le fait qu’ils soient composés tous les deux de neurones a DA, les
systémes mésocortical et mésolimbique présentent des différences significatives.
Ainsi, on a observé que le systéme mésocortical avait un taux de décharge basal
plus élevé et une activité en bouffée plus fréquente que le systeme mesolimbique.
De plus, le systéme mésocortical est peu ou pas sensible a 'administration de DA
ou d'agonistes DA au voisinage de ses corps cellulaires (Chiodo et al., 1984; White
et Wang, 1984a).

Ces différences sont dues au fait que le systéme mésocortical est dépourvu
d’autorécepteur somatodendritiques de type D, . Ces récepteurs sont responsables
du contrdle du taux de décharge de la cellule (Chiodo et al., 1984). L’absence des
autorécepteurs D, souléve encore la controverse puisque les méthodes
d’investigation disponibles & ce jour ne permettent pas d’éliminer certains éléments
perturbateurs, tels le stress et I'administration d'anesthésique (Roth et Elsworth,
1995), connus pour modifier I'activité des neurones DA (Thierry et al., 1968, 1976 ;
Kelland et al., 1990).

De plus, il existe une différence entre les systémes meésocortical et
mésolimbique en ce qui a trait aux autorécepteurs D, terminaux. La fonction
classique de ces autorécepteurs est de controler le taux de libération et la synthese
de DA. Or, les cellules DA de 'ATV innervant le CPF sont munies de récepteurs
capables de moduler le taux de libération, mais qui n’exercent aucun controle sur la

synthése de DA (Chiodo et al., 1984). Puisque I'activation des récepteurs D,
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terminaux module la libération et la synthése de la DA, le taux de renouvellement
de la DA est plus élevé dans le systéme mésocortical que dans le systeme
mésolimbigue (Bannon et al., 1983).

La quantité de DA libérée par les neurones est en majeure partie fonction du
taux de décharge. En effet, Bean et Roth (1991) ont montré un lien direct entre la
fréquence de stimulation des neurones DA et les niveaux de DA extracellulaires
libérés dans le CPF. Cette méme étude a aussi montré que le mode de décharge en
bouffée induisait une plus grande libération de DA que les décharges toniques
(Bean et Roth, 1991). Par contre, il existe également une libération DAergique
indépendante du taux de décharge. Cette libération est somatodendritique et elle ne
varie pas lors des modifications de taux ou de mode de décharge de la cellule

(Kalivas et Duffy, 1991; Klitenick et al., 1992).

1.1.3 Effets de la stimulation des récepteurs a DA sur la taux de décharge des
cellules DA de I'ATV

L'administration d’antagonistes des récepteurs D, (typiquement le SCH
23390) induit une augmentation du taux de décharge des cellules DA du
mésencéphale (Mereu et al., 1985). Puisqu’au niveau de 'ATV les récepteurs D,
sont situés sur les terminaisons des interneurones GABA (voir figure 1) et non sur
les corps cellulaires des cellules a DA elles-mémes, cette augmentation est sans
doute due a l'inhibition de I'input inhibiteur qu’exercent ces interneurones sur la
cellule DA de I'ATV. Par ailleurs, I'administration d’agonistes des récepteurs D,

(typiquement le SKF 38393) n'induit pas de modification du taux de décharge des
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cellules Da de I'ATV (Mereu et al., 1985). La raison de cette inaction reste a étre
identifiée.

La stimulation des récepteurs D, par I'administration systemique de ses
agonistes (APO, DA) induit une diminution du taux de décharge (Grace et Bunney,
1983, 1985b), tandis que I'action des antagonistes (halopéridol par exemple)
provoquera une augmentation du taux de décharge des cellules DA de 'ATV
(Chiodo et Bunney, 1983, 1985). Ces effets sont attribuables a I'occupation de
I'autorécepteur D, somatodendritique, lequel est responsable entre autre du
contrdle de la fréquence de décharge des cellules DA de 'ATV.

Il existe un phénoméne électrophysiologique intéressant et particulier
lorsqu’'on enregistre une cellule DA de I'ATV suite a 'administration d'un
antagoniste D,. En effet, dans certains cas, il est possible d’'observer une séquence
caractérisée par une excitation suivie d'une forte inhibition qui culmine en ce qui est
connu sous e nom de blocage par dépolarisation.

Le blocage par dépolarisation est la conséquence du blocage des récepteurs
D, somatodendritiques. Cet état d'inactivation se définit par une depolarisation
tellement élevée de la membrane que le seuil de déclenchement de potentiel
d'action est dépassé. Conséquemment, la cellule ne peut plus géneérer de potentiel
d'action, rendant ainsi la cellule silencieuse. On a montré que cette inactivation était
le résultat d’une forte dépolarisation puisque I'activité cellulaire reprend apres
I'administration périphérique d'agents hyperpolarisants, tels le GABA ou FAPO
(Bunney et Grace, 1978; White and Wang, 1983). Par exemple, un traitement

chronique avec un antagoniste D, tel I'halopéridol induit une diminution significative
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du nombre de cellules DA spontanément actives (Bunney et Grace, 1978; White
and Wang, 1983); ce phénoméne est renversé par I'administration aigué d'un
agoniste D,. Le blocage par dépolarisation peut également étre induit par
I'administration aigué d'un antagoniste D, et renversé par des molécules

hyperpolarisantes (Hand et al., 1987) administrées de fagon aigué.

1.2 LE GAMMA-HYDROXYBUTYRATE: PRESENTATION ET UTILISATION

Le GHB est un acide gras a chaine courte possédant des propriétés
dépressives sur le SNC. Il fut synthétisé pour la premiére fois par Laborit (1960)
afin d’obtenir un analogue du GABA qui traverserait la barriére hemato-
encéphalique et qui pourrait étre utilisé comme anesthésique. Trois caractéristiques
firent que le GHB ne put étre utilisé comme anesthésique général. D'une part, on a
observé que le GHB produit un état d'anesthésie caractérisé par une dissociation
entre I'électroencéphalogramme (EEG) et le comportement : 'EEG montre des
ondes lentes, associées normalement aux stades profonds du sommeil ou au coma
alors que le patient est capable de répondre aux stimulations extérieures (Laborit et
al., 1960; Hayashi, 1967; Metcalf et al., 1966). D’autre part on a démontré que le
GHB ne posséde pas de propriété analgésique (Vickers, 1969). Enfin, bien que sa
mise en action soit relativement rapide, les effets comportementaux se manifestant
4 & 6 minutes aprés I'administration chez le rat (Walters et Roth, 1972), sa duree
d’action est trop bréve. En effet, la demi-vie plasmatique du GHB est de 60 a S0
minutes chez le rat (Roth et Giarman, 1966) et 'humain (Ferrara et al., 1992).

L’utilisation du GHB a donc rapidement été limitée aux chirurgies ou les réflexes
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doivent étre présents, tels les accouchements et les chirurgies ophtalmiques
(Vickers, 1969; Smith et al., 1972)

La découverte de la présence endogéne du GHB dans le cerveau (Bessman
et Fishbein, 1963; Fishbein et Bessman, 1964) a donné un élan additionnel a la
recherche sur cette molécule, persistant encore de nos jours. Dans les prochains
paragraphes nous allons revoir plusieurs des caractéristiques du GHB dans le SNC,

notamment ses effets biochimiques, électrophysiologiques et comportementaux.

1.2.1 Le GHB comme neurotransmetteur

Dés la découverte de sa présence endogéne on s’est questionne sur la
possibilité que le GHB soit un neurotransmetteur. Le lecteur trouvera ci-dessous les
critéres les plus couramment utilisés pour déterminer si une molécule est un
neurotransmetteur et comment le GHB répond a celles-ci (Maitre et Mandel, 1984).
1.2.1.1 La molécule doit étre présente sous forme séquestrée, préférablement en
vésicules du coté présynaptique. |l fut mis en évidence par la technique de
fractionnement que le GHB est bel et bien présent dans le cytosol en grande
concentration et dans la terminaison axonale (en plus faible concentration) (Snead,
1987). La séquestration du GHB en vésicule a été mise en évidence par la
technique de microscopie fluorescente (Aghajanian et Roth, 1970)
1.2.1.2 L’application exogéne de la molécule dans la région synaptique doit
reproduire I'effet d’'un phénoméne synaptique de neurotransmission. Ce critére a été
vérifié lors de plusieurs types d’expérimentation, in vivo et in vifro. On a observe par

exemple que I'administration de GHB en grande concentration hyperpolarise des
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neurones en culture prélevés dans le cervelet, la moelle épiniére et le
mésencéphale. Dans une expérience in vivo cette fois, I'application de 0,5 M de
GHB par iontophorése dans le voisinage immédiat de cellules nigrales identifiees
par stimulation ipsilatérale du striatum comme étant DAergique a induit une
diminution significative du taux de décharge de ces cellules (Olpe et Koella, 1979).
Dans un autre type d'expérience, I'administration de GHB en faible concentration
(300-600 uM) au bain de culture a augmenté considérablement (jusqu'a 330%) les
niveaux in vitro de guanine monophosphate (GMP) cyclique (molécule agissant
comme second messager) dans des tranches d’hippocampe (Vayer et Maitre,
1989). Ces résultats montrent bien que le GHB agit comme un neurotransmetteur
dans le SNC.

1.2.1.3 I/ doit y avoir un mécanisme de synthése pour la molécule; les précurseurs
et les enzymes doivent étre présents présynaptiquement. L'enzyme principale
spécifique a la formation du GHB, la semi-aldéhyde succinnique réductase
spécifique, a été localisée dans le cytosol et plus particuliérement dans les
terminaisons nerveuses (Rumigny et al., 1980, 1981). La semi-aldéhyde
succinnique réductase spécifique est présente dans plusieurs sites tels que
I'nypothalamus, le septum et le cervelet (Tabakoff et Von Wartburg, 1975; Anderson
et al., 1977; Vayer et al., 1987; Maitre et Mandel, 1984; Rumigny et al., 1981).
1.2.1.4 |l doit y avoir un mécanisme d’inactivation de la molécule, sous la forme
d’'un enzyme de dégradation, d’un systéme de recapture en position présynaptique,

ou d’une intéraction avec des éléments gliaux adjacents. Un systéme de recapture a
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haute affinité spécifique au GHB a été identifié (Hechler et al., 1985; Benavides et
al., 1982).
1.2.1.5 La présence de sites de liaison spécifiques a la molécule doit étre observee.
On a identifié des sites de liaison a haute et faible affinités spécifiques au GHB.
Ces sites de liaison sont positionnés principalement au niveaux des terminaisons
axonales et ce, aussi bien chez le rat (Maitre et al., 1983a, 1983b; Maitre et Mandel,
1984: Hechler et al., 1991; Vayer et al., 1987) que chez 'humain (Snead et Liu,
1984). |l semble exister deux sites de liaisons distincts, soit de haute et basse
affinité, mais les sites a haute affinité peuvent la perdre dans certaines conditions
expérimentale, telles le lavage des membranes et 'ajout de molécules de protection
(Maitre, 1997). Comme I'étude des récepteurs & GHB est & un stade peu avance, le
récepteur n'a pas encore été cloné et sa pharmacologie demeure inconnue.
1.2.1.6 La disponibilité de la molécule doit étre régie par un systéme de libération
électrosensible contrélé par le calcium. On a identifi€ un mécanisme de libération du
GHB lié a I'activation de canaux calciques par une stimulation électrique (Maitre et
al., 1983b; Maitre et Mandel, 1984).

En conclusion, ces évidences nous permettent d’affirmer que le GHB est bel
et bien un neurotransmetteur. Le tableau 2 résume la distribution des sites de

synthése, de liaison et de recapture du GHB dans |e cerveau.
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. Tableau 2 Distribution des sites de synthése, de liaison et de recapture du GHB

dans le cerveau.

Site de synthése Région par ordre d'importance

Rumigny et al. (1981) Cervelet, septum, hypothalamus.
Maitre et Mandel (1984) Hypothalamus.

Vayer et al. (1987) Hypothalamus, septum, cervelet.

Site de liaison

Maitre et Mandel (1984) Bulbe olfactif, striatum, hippocampe, cortex préfrontal.
Snead et Liu (1984) Hippocampe, cortex.

Vayer et al. (1987) Hippocampe, cortex fronto-pariétal, septum.

Hechler et al. (1991) Hippocampe, cortex, striatum.

Hechler et al. (1992) Cortex, amygdale, septum, noyaux gris centraux,

substance noire, aire tegmentale ventrale, thalamus.

Site de recapture

Benavides et al. (1982) Striatum, hypothalamus, cortex frontal, cervelet.

Hechler et al. (1985) Striatum.
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1.2.2 Les effets physiologiques du GHB

Il faut d’abord mentionner qu'une grande confusion a régné dans la littérature
quant aux effets du GHB. Cette confusion est née du fait qu'on a longtemps
considéré I'administration du précurseur gamma-butyrolactone (GBL) comme étant
équivalente a celle du GHB parce qu'on croyait que le GBL n'avait pas d'effets en
tant que tel. Or, nous savons maintenant que ce n'est pas vrai; le GBL possede des
capacités qui lui sont spécifiques par rapport au GHB. Voici trois exemples: a)
I'absorption du GBL est plus rapide que celle du GHB (Arena et Fung, 1980); b) le
GBL augmente la concentration plasmatique du dioxyde de carbone au moment de
I'administration et produit un état d’acidose métabolique persistant durant toute la
période d’exposition du sujet au GBL tandis que le GHB ne le fait pas (MacMillan,
1978); ¢) le potentiel épileptogéne de GBL est plus important que celui du GHB
(Snead, 1991). Toutes ces différences nous poussent a considérer le GBL comme
un composé différent du GHB.

On peut diviser la littérature sur le GHB selon la dose utilisée. On sait qu'il
existe des récepteurs & haute et basse affinités pour cette molécule (voir plus haut),
ce qui implique que les faibles doses de GHB vont activer exclusivement les
récepteurs a haute affinité alors que les fortes doses vont activer les deux types de
récepteurs. La revue de littérature qui suit montrera que le GHB a des effets
physiologiques différents et parfois méme opposés selon qu’'une faible ou forte

dose a été utilisée.
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1.22.1 Les effets biochimiques du GHB

Les résultats décrits ci-dessous ont été obtenus suite a I'administration de
GHB par voie centrale ou périphérique. Il est a noter que dans le cas d’'une
administration périphérique, le mode i.p. et equivalent au mode i.v.

Les premiéres expériences furent réalisées avec des doses élevées dites
hypnotiques, soit de I'ordre de 100 & 500 mg/kg i.p. ou i.v. Les expériences utilisant
de faibles doses (10-25 mg/kg) sont rares et relativement récentes: elles furent
rendues nécessaires par le fait que les effets thérapeutiques ont été observés chez
I'humain avec de telles doses (voir plus loin).

Les effets biochimiques du GHB les plus marqués se situent dans les
structures riches en terminaisons a DA par rapport aux autres systémes de
neurotransmetteurs. En effet, I'administration de doses élevées de GHB augmente
les niveaux intracellulaires de DA au niveau du CPF et du striatum (Gessa et al.,
1966; Roth et Suhr, 1970; Aghajanian et Roth, 1970; Roth, 1987). Il est intéressant
de noter que cette augmentation dépasse les niveaux attendus par une simple
accumulation et implique une augmentation de la synthése de DA provoquee par
I'activation de son enzyme de conversion, la tyrosine hydroxylase (Roth et Suhr,
1970; Walters et Roth, 1972; Mogenroth et al., 1976). Ce phénoméne
d'accumulation est d au fait que le GHB cause un arrét de I'activité de décharge
des neurones a DA, ce qui fait perdre a la tyrosine hydroxylase son affinité pour la
DA. La perte d'affinité pour le produit final induit une plus grande sensibilité pour les
substrats et cofacteurs, augmentant ainsi la synthése de DA (Morgenroth et al.,

1976). On croit que cette perte d'affinité est due a la faible concentration de calcium
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intracellulaire induite par un arrét de I'activité de décharge (Roth et al., 1975;
Morgenroth et al., 1976) puisque la restauration de la libération synaptique de DA
par stimulation électrique des voies afférentes annule I'effet d'accumulation du GHB
et maintien I'activité de la tyrosine hydroxylase & un niveau normal (Murrin et Roth,
1976).

A cause de leurs propriétés dépressives similaires, on a longtemps considéré
le GHB comme un sous-produit du GABA. Or, plusieurs indices nous permettent de
distinguer hors de tout doute ces deux molécules:

Premiérement, nous savons que le GABA n’est pas la seule source de GHB
endogéne (Roth, 1970; Nelson et al., 1981; Snead et al., 1982). En effet, il semble
que le 1,4-butanediol soit une autre source métabolique pour le GHB. Cette
derniére étant présente de fagcon endogéne dans le cerveau et le foie (Snead et al.,
1982; Barker et al., 1985), structures ol on retrouve de grandes concentrations de
GHB.

Deuxiémement le GHB ne se lie peu ou pas aux récepteurs GABA. En effet,
on a observé que le GHB ne potentialise pas les effets de I'activation des
récepteurs GABA-A (Biggio et al., 1992). On sait aussi que 'administration
d'agonistes et d’antagonistes GABA-A ne modifie pas la liaison du GHB sur ses
récepteurs (Snead et Liu, 1984).

Snead et Liu (1993) ont également montré que le GHB n'agit pas sur les
récepteurs GABA-A pour produire les effets épileptogénes qu’on observe suite a

I'administration de hautes doses de GHB. On a en effet observé que I'administration
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de muscimol, un agoniste GABA-A, n'a pas empéché les effets épileptogénes de se
produire.

Les effets du GHB sur les récepteurs de type GABA-B sont plus complexes.
En effet, on a démontré que le GHB n’est pas compétitif avec un agoniste classique
des récepteurs GABA-B, le baclofen (Hill et Bowery, 1981). Toutefois des études
récentes semblent montrer que le GHB serait un agoniste trés faible mais sélectif
des récepteurs GABA-B & une concentration élevée (100 pM) (Xie et Smart, 1992;
Mathivet, et al., 1997).

La mise en évidence de la conversion du GHB en GABA par Vayer et al.
(1985) a fait naitre un autre débat sur les effets GABAergiques du GHB. On a en
effet commencé a se questionner sur la spécificité de I'effet GABAergique du GHB:
ces effets sont-ils le résultat de I'activation des systémes GABA par le GHB lui-
méme, ou ce dernier est-il transformé en GABA, qui lui causerait les effets
GABAergiques observés? On a tenté de repondre a cette question en bloquant la
conversion du GHB en GABA en inhibant I'enzyme de conversion, la GHB
déshydrogénase.

On observe des effets contradictoires quand on provoque l'inhibition de la
GHB déshydrogénase lors des tests de liaison. Certains ont observé une inhibition
totale des effets GABAergiques par le GHB dans ces conditions (Hechler et al.,
1997). D’autres montrent que cette inhibition de la conversion n'a pas d'influence
sur les effets GABAergiques par le GHB (Mathivet et al., 1997). Les deux

expériences citées ci-haut utilisent les mémes inhibiteurs de conversion, ie
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valproate et I'éthosuximide, a la méme concentration (1-5 mM). Ces contradictions
restent a étre éclaircies.

Les autres systémes de neurotransmetteurs semblent peu sensibles au GHB.
Les niveaux cérébraux de sérotonine (5-HT) et de norépinéphrine (NE) demeurent
inchangés suite a I'administration de GHB méme a forte dose (Gessa et al., 1966).
Certains ont toutefois montré une augmentation des niveaux de 5-HT dans le
striatum et le systéme mésolimbique lors de 'administration de haute dose de GHB
(400-500 mg/kg) (Spano et Przegalinski, 1973; Waldmeier et Fehr, 1978; Hedner et
Lundborg, 1983; Miguez et al., 1988). Les niveaux absolus de 5-HT ne sont pas
significativement augmentés, mais I'accumulation tissulaire de 5-HTP (un
précurseur de la 5-HT) et les niveaux de 5-HIAA (un métabolite de la 5-HT) sont
fortement augmentés lors de I'administration de GHB. Ce phénoméne est fort
probablement da a la modification du taux de renouvellement du 5-HT par le GHB.
La stimulation du taux de renouvellement de la 5-HT peut étre le résultat de deux
phénomeénes. Maitre (1997) propose que cette augmentation est le résultat d'une
plus grande disponibilité du tryptophane, précurseur de la 5-HT. Par contre il faut
noter que cet effet pourrait également étre indirect puisque les doses utilisées sont
élevées. Le mécanisme exact de l'influence du GHB sur le métabolisme de la 5-HT
demeure mal compris.

Les évidences concernant les effets du GHB sur I'acétylcholine (ACh) sont a
premiére vue contradictoires. En effet, une premiére étude a prétendu qu'une dose
de 750 mg/kg de GHB induit une augmentation de 44% des niveaux d’ACh dans le

cortex et le mésencéphale chez le rat (Giarman et Schmidt, 1963). |l s’est avere
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plus tard que c'est le GBL (tel qu'utilisé par Giarman et Schmidt) et non le GHB qui
produit des effets dépressifs sur les niveaux d'ACh dans le striatum, le cortex et
I'hippocampe (Ladinsky et al., 1983). Nous savons par contre que méme si le GHB
lui-méme ne provoque pas I'augmentation de niveaux d’ACh en tant que tel, il a la
capacité de potentialiser une augmentation induite par I'administration de
neuroleptiques tels la clozapine et la chlorpromazine (Stadler et al., 1974, Laborit et
al., 1960). Nous discuterons des répercussions de cette observation lors de
I'exposé sur le sommeil.

Au niveau biochimique, le systéme a DA semble donc particuliérement

sensible a I'administration de GHB.

T2 Les effets électrophysiologiques du GHB

L’'administration systémique de GHB en doses élevées (150-400 mg/kg),
connue pour induire une augmentation de la synthése de DA (voir plus haut),
provoque paradoxalement une inhibition de I'activité spontanée des neurones a DA
de la substance noire (SN) et dans 'ATV du rat (Walters et al., 1972; Roth et al.,
1973, 1980, 1987). Une seule étude, utilisant des rats non-anesthesiés, a plutot
observe un effet excitateur sur les cellules DA lorsque le GHB est administré en
haute dose (Diana et al, 1991). Le fait que les animaux aient été a la fois conscients
et en contention a probablement contribuée a ce résultat contradictoire. En effet la
contention pratiquée sur I'animal conscient impose une situation de stress que

I'animal ne peut controler, et il a été démontré qu’un tel stress stimule 'activité des
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neurones a DA (Thierry et al., 1968). L'effet des faibles doses de GHB (10-25
mg/kg) n'a pas encore été étudié et constitue le corps du présent mémoire.

Au niveau des effets du GHB sur les cibles post-synaptiques des systémes a
DA ascendants, seul le CPF du rat a été étudié. Il a d'abord été montré que
I'administration par microiontophorése de GHB (0,5 M; courant de 80 nA durant 30
secondes) inhibe I'activité de décharge des neurones du néocortex (Olpe et Koella,
1979). L'administration i.p. diminue également cette activité, avec des doses de
200-300 mg/kg (Olpe et Koella, 1979). Plus récemment, il fut observé que le GHB
agissait sur le CPF selon une courbe dose-réponse. En effet, les fortes doses
provoquent l'inhibition réversible de I'activité de décharge des neurones, tandis que
les faibles doses induisent une excitation (Godbout et al. 1995). De plus, il fut
observé que I'effet d'une basse dose était lié directement a I'activation spécifique
des récepteurs & GHB puisque cet effet était bloqué par le NCS-382, antagoniste
spécifique de ces récepteurs. Les effets des hautes doses n’'étaient pas bloqués par
le NCS-382 (Godbout et al., 1995).

Les neurones des autres systémes de neurotransmission sont peu sensibles
a I'administration de GHB. En effet, les cellules noradrénergiques du /ocus
coeruleus ne diminuent pas ou trés peu d’activité lors de I'administration d'une dose
aussi élevée que 1200mg/kg i.v. de GHB (Roth et al., 1973). L'effet du GHB sur
I'activité cellulaire du raphé n’a jamais été évalué. On peut tout de méme noter que
le GBL en dose de 200 & 600 mg/kg i.p. ou i.v. induit une inhibition partielle dans

25% des cellules enregistrées (Roth et al., 1973).
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Le GHB semble donc préférablement modifier I'activité des cellules a DA, et

ce peu importe la dose.

1.2.23 Les effets endocriniens du GHB

Le GHB posséde la capacité de modifier I'activité endocrinienne, notamment
I'hormone de croissance (HC) et la prolactine (PRL) (Takahara et al., 1977).
L'administration i.v. de 2,5 g de GHB (environ 40-50 mg/kg) chez I'humain provoque
une augmentation importante de la concentration plasmatique de PRL 15 minutes
aprés l'injection et de HC 30 minutes aprés l'injection. Puisqu'on sait que la
sécrétion de PRL est directement inhibée par les neurones a DA (MacLeod, 1969;
Kamberi et al., 1971; Takahara et al., 1974), on peut donc croire que la diminution
de la libération de DA induite par le GHB (voir plus haut) est responsable de cette
augmentation.

Dans le cas de la HC, I'explication la plus plausible est la suivante: on sait
que le GABA facilite la libération de HC (Racagni et al., 1982), or le blocage des
récepteurs a DA (par la pimozide) est capable d'inhiber cet effet (Cocchi et al.,
1980). On peut donc croire que le blocage de la neurotransmission a DA par le
GHB entraine une désinhibition du GABA au niveau pituitaire, ce qui permettrait

une augmentation de la libération de HC.

1.2.2.4 Les effets du GHB sur le comportement et I'activité EEG
Le GHB pourrait étre utilisé comme anxiolytique. En utilisant un test de

performance sensible aux anxiolytiques (le critical flicker frequency) on a montré par
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exemple que le GHB 10 mg/kg i.v. diminuait significativement la fréquence de
clignotement pergue comme stable (Grove-White et Kelman,1971a). Une étude
récente a montré que le GHB en forte dose (50-250 mg/kg i.p.) pouvait egalement
avoir un effet anxiolytique (Schmidt-Mutter et al., 1998), mais cet effet n'a pas éte
bloqué par le NCS-382 ce qui met en doute la contribution des récepteurs a GHB
dans cet effet.

A forte dose (250-1000 mg/kg) le GHB induit un état de torpeur
comportementale chez le rat (Laborit et al., 1960; Marcus et al., 1967 Hayashi,
1967; Metcalf et al., 1966), le chat (Jouvet et al., 1961), le lapin (Godbout et al.,
1982), le singe (Snead, 1978), et 'humain (Laborit et al., 1964; Hayashi, 1967,
Metcalf et al., 1966). Cet état de torpeur se traduit chez le rat par la diminution de
I'activité motrice spontanée, la perte progressive du réflexe de redressement et de
la sensibilité aux stimuli auditifs et tactiles sans toutefois affecter les sensations
algiques (MacMillan, 1978). Les enregistrements EEG durant cette torpeur montrent
une progression allant d’'une hypersynchronisation intermittente jusqu’a la formation
de pointes épileptiques et méme au silence électrique. Une perte de conscience
peut survenir si la dose dépasse 1000 mg/kg chez I'humain (Meltcalf et al., 1966).

L’administration du GHB a des doses élevées est parfois encore utilisée
aujourd’hui comme modéle de I'épilepsie de type petit mal (Snead, 1988). Il n'existe

pas d'étude avec le GHB en faibles doses.
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1242.5 Autres effets physiologiques du GHB

L’administration du GHB induit des modifications de ia température centrale
chez le rat et 'humain. En effet, une dose de 10 mg/kg produit une augmentation de
température corporelle aussi bien chez le rat que 'humain (Borbély et Huston,
1972; Godbout et al., 1993; Kaufman et al., 1990; Rosen et al., 1996). Une dose de
I'ordre de 250-500 mg/kg produit une diminution de la température (Borbély et
Huston, 1972; Godbout et al., 1993, Kaufmann et al., 1990; Laborit, 1964; Muyard
et Laborit, 1977).

Le GHB a aussi de nombreux effets sur le métabolisme énergétique. ||
diminue ['utilisation du glucose dans le cerveau, particuliérement au niveau de la
matiére grise (Wolfson et al., 1977) et contribue au maintien des niveaux

énergétiques cérébraux en condition d’hypoxie (MacMillan, 1978).

1.2.3 Utilisation thérapeutique du GHB

On utilise depuis déja quelque temps le GHB comme agent therapeutique
dans certaines maladies. Ainsi, I'administration d'une faible dose de GHB (30 mg/kg
p.o.) lors du coucher est utilisée pour traiter la cataplexie, un des symptomes
diurnes de la narcolepsie (Broughton et Mamelak, 1979). La description du mode
d'action sera faite plus loin.

On a récemment découvert que le GHB était également efficace dans le
traitement de I'alcoolisme. En effet il réduit considérablement la consommation
volontaire d’alcool chez I'humain et le rat (Biggio et al., 1992; Fadda et al.,1989) et

contrdle les effets du sevrage chez ces mémes espéces (Gallimberti et al., 1992;
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Fadda et al., 1983, 1989). Cet effet est aussi observé pour le sevrage des opiaceés
(Gallimberti et al., 1993), probablement via I'action du GHB sur les systemes
DAergiques innervant le NAcc, structure responsable du mecanisme de

récompense des drogues d’abus (Di Chiara et Imperato, 1988).

1.2.4 Les effets du GHB sur le sommeil

On a observé a maintes reprises que le GHB exergait une influence sur le
sommeil (Borenstein et al., 1969; Roth et Suhr, 1970; Yamada et al., 1976;
Mamelak et al., 1977; Hoes et al., 1980; Montplaisir et Barbezieux, 1980; Lapierre
et al., 1990; Scrima et al., 1990; Matsuzaki et al., 1967; Girodias et al., 1996).
Lorsqu'administré au moment du coucher & des doses faibles chez 'humain (25 a
50 mg/kg p.o.), le GHB provoque une diminution du délai d’'apparition au SP et une
augmentation de la quantité de sommeil lent profond (stades 3 et 4) au détriment du
sommeil léger (stade 1).

L’augmentation du sommeil lent profond par le GHB fait I'objet d'une
controverse. D'une part, certains croient que cette augmentation est le résultat
d’'une activation des mécanismes de contrdle du sommeil lent profond en tant que
tel (Montplaisir et Barbezieux, 1980). D’autre part certains croient plutdt que cette
augmentation n'est que le reflet de la stimulation des générateurs d’ondes EEG
lentes (Borenstein et al., 1969). En appui a cette derniére hypothése, on notera que
des ondes EEG lentes apparaissent également en dehors du sommeil suite a

I'administration de GHB (Metcalf et al., 1966).
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Le GHB affecte également le SP. En effet, il fut observé que le GHB en faible
dose (30-50 mg/kg p.o.) induit une diminution du délai d’apparition du SP chez
'humain (Lapierre et al., 1990; Scrima et al., 1990; Mamelak et al., 1977), le chat
(Matsuzaki et al., 1976) et le rat (Girodias et al., 1996). Pour atteindre cet effet il
faut cependant que I'organisme soit dans une condition ou le SP est déja facilité. |l
faut en effet que le délai d'apparition du SP soit déja court avant I'administration de
GHB, comme c’est le cas dans la dépression (Mamelak et al., 1977), la narcolepsie
(Broughton et Mamelak, 1979; Mamelak et al., 1977) ou chez les sujets sains
enregistrés & un moment ou la probabilité d’apparition du SP est déja élevée
(Lapierre et al., 1990). Les sujets normaux ou souffrant d'autres pathologies que
celles mentionnées ci-haut (insomnies, troubles psychologiques bénins) ne
montrent pas de diminution du délai d’apparition du SP sous GHB (Borenstein et al.,
1969, Mamelak et al., 1977). Les espéces ne montrant pas toutes les composantes
du SP conventionnel tel le lapin (Pivik et al., 1981) ne montrent pas de facilitation
du SP par le GHB (Godbout et al., 1982). De plus fortes doses (plus de 250 mg/kg
et plus) entrainent une augmentation de la durée de sommeil lent profond au
détriment du SP (Mamelak et al., 1977).

L'effet thérapeutique du GHB dans la narcolepsie mérite plus d'explications.
Le sommeil des narcoleptiques est entre autre caractérisé par une grande
fragmentation et une désorganisation de sa périodicité. Or 'administration du GHB
au moment du coucher (30-50 mg/kg p.o.) permet de consolider le sommeil des
narcoleptiques en réduisant la fragmentation et en rétablissant un certain degré de

périodicité (Broughton et Mamelak, 1979). Cette amélioration du sommeil nocturne
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contribue a diminuer le besoin diurne de SP, d'oli la disparition de la cataplexie et

autres signes du SP durant le jour.

1.3  Retour sur les concepts importants

Nous avons vu que le GHB agissait sur des récepteurs spécifiques situes sur
les terminaisons nerveuses. Nous savons aussi qu'il agit selon une courbe dose-
réponse. Les effets du GHB les plus significatifs se produisent dans les champs
terminaux des systémes de neurotransmission & DA, notamment le CPF. Ainsi,
nous avons vu qu’'une forte dose de GHB inhibait la fréquence de décharge des
cellules pyramidales du CPF tandis qu’une faible dose I'activait. La principale
afférence DAergique du CPF provient de I'ATV et celle-ci y exerce une influence
inhibitrice. Pour mieux comprendre ces phénoménes, nous avons décidé d'étudier
l'influence d’'une administration de GHB sur le taux de décharge des cellules DA de

FATV.



Hypothéses



40

2.1 Hypothese 1

L'injection systémique d'une haute dose de GHB produira une

augmentation d’activité des neurones DA de I'ATV.

2.2 Hypothése 2

L'injection systémique d'une faible dose de GHB produira une diminution d’activité
des neurones DA de 'ATV.

2.3 Hypothese 3

Seuls les effets des faibles doses de GHB seront bloqués par I'administration du

NCS-382.



Méthode expérimentale
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3.1 Procédure chirurgicale

Nous avons utilisé des rats Sprague-Dawley pesant de 250 a 400 grammes
(Charles River Inc., St-Constant). Les rats étaient logés & 2 ou 3 par cage dans une
salle prévue a cet effet et possédant un cycle lumiére/obscurité de 12/12 heures; la
période de clarté débutant a 6 heures. La nourriture et I'eau étaient disponibles ad
libitum. Toutes les manipulations ont été réalisées durant la période de lumiére.

Les animaux ont été anesthésiés a I'aide d’'uréthane (1500 mg/kg i.p). Des
injections additionnelles (50 mg/kg i.p.) ont été realisées au besoin pour maintenir
I'état d’anesthésie. lis ont ensuite été placés dans un appareil stéréotaxique de type
Horsley-Clarke afin de procéder & la chirurgie. L'os cranien a été dénude afin de
rendre visible les sutures osseuses sagittale et coronales antérieure et postérieure,
I'intersection de ces sutures formant les points de référence Bregma et Lambda
respectivement. Une trépanation a été pratiquée au-dessus de I'emplacement de
ATV afin d’exposer la surface corticale sans blesser la dure-mere. Les
coordonnées stéréotaxiques ont été déterminées a I'aide de I'atlas stéréotaxique de

Paxinos et Watson (1986).

3.2  Enregistrement extracellulaire des neurones de 'ATV

La température corporelle du sujet a été maintenue constante a 37+2 °C a
l'aide d'un tapis chauffant relié a une sonde anale. L’activité extracellulaire des
neurones DA de 'ATV (4,8 a 5,3 mm postérieur a Bregma, 0,6 a 1,2 mm latéral a la
suture médiane, et 7,5 a 8,5 mm sous la surface corticale) a été enregistree au

moyen d'une micropipette de verre (impédance in vitro 3 8 9 MQ & 1000 Hz) remplie
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d’une solution de NaCl 2M saturée de colorant Chicago Sky Blue a 4%. Le signal
électrophysiologique a été amplifié puis transféré a un haut-parleur ainsi qu'a un
oscilloscope. La nature DA de la cellule a ensuite été déterminée selon les critéres
classiques (voir page 16). Le signal a été séparé du bruit de fond au moyen d'une
fenétre électronique de discrimination, isolant ainsi les potentiels d’action générés
par la cellule de I'activité générale de base. Ces résultats ont éte transféres ensuite
vers un ordinateur doté d’'une carte de conversion analogue/digitale puis sur disque
dur pour analyse ultérieure. La fréquence de décharge a été mesurée a 'aide
d’histogrammes de fréquences ou chaque colonne représente 10 secondes

d'enregistrement.

3.3  Administration des drogues

Aprés un enregistrement de I'activité de base d'au moins cing minutes, le
GHB (pH 6,5, dissout avec de I'eau distillée) a été administré i.p. en doses de 10
mg/kg, 160 mg/kg ou 250 mg/kg. Certains sujets ont également été injectés avec le
NCS-382 en dose de 10 mg/kg i.p. en conjonction avec la dose de GHB. Chaque
sujet n'a recu qu'une dose de GHB, et un seul neurone DA a été enregistré pour

chacun des sujets testés.

3.4 Variables dépendantes
Les variables suivantes ont été compilées:

1) taux de décharge de base, permettant un auto-contréle pour chaque sujet;
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2) le délai entre le temps d'injection et un changement d’au moins 25% de I'activite
de base, correspondant a trois fois I'erreur standard de la moyenne (e.s.m.);

3) 'importance de ce changement (exprimé en % de l'activité de base);

4) le délai d'apparition du changement maximal;

5) la durée de l'effet (i.e. du changement de 25% jusqu'au retour a I'activité de base
+ 10%).

Les résultats sont présentés sous la forme de moyenne = e.s.m.

3.5 Vérification histologique

A la fin de chaque expérience, le colorant Chicago Sky Blue a été éjecté par
iontophorése (8 pA cathodal durant 20 min.). Le cerveau a ensuite été prélevé et
conservé dans la formaline 10%. La localisation des sites d'enregistrement a été
vérifiée sous microscopie lumineuse a partir de tranches coronales sériees de 20

Hm.



Résultats
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Abstract

The effect of gamma-hydroxybutyrate (GHB) administration on spontaneously
active dopaminergic cells of the ventral tegmental area (VTA) was determined
using extracellular single unit recordings in urethane-anesthetized rats. High doses
(160-250 mg/kg, i.p.) of GHB reversibly decreased firing rate in 63,6% of the cells
tested (n=11); remaining cells (36.4%) were unaffected. When the GHB receptor
antagonist NCS-382 (10 mg/kg, i.p.) was co-administered with GHB at high doses,
50% of the cells became excited while remaining cells were unaffected. Of the 34
cells tested with GHB at low doses (10 mg/kg, i.p.), 21 (61.8%) changed their firing
activity. Of these, 12 (57.1%) were excited, five (23.8%) were inhibited, and four
(19.0%) were first excited then totally inhibited (E/I pattern). Out of the three E/|
cells tested, two resumed their firing activity after apomorphine (50ug/kg s.c.),
showing that they were in a state of depolarization inactivation. When NCS-382 (10
mg/kg, i.p.) was co-administered with GHB at low doses, only two of the seven cells
tested (28,6%) changed their firing activity, both with excitations. We conclude that
only low doses of GHB selectively activate GHB receptors. Mechanisms by which

low doses of GHB facilitate REM sleep are discussed.

Key words:

Gamma-hydroxybutyrate, dopamine, mesolimbic, prefrontal cortex, REM sleep.
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Introduction

Gamma-hydroxybutyrate (GHB) is an endogenous fatty acid that acts as a
neurotransmitter in the mammalian central nervous system (CNS) (Vayer et al.,
1987; Maitre, 1997). Among other characteristics, low and high affinity states of the
central GHB receptor were described (Maitre et al., 1983). GHB was first
synthesized as an agonist of gamma-aminobutyric acid (GABA) that could readily
cross the blood-brain barrier (Laborit, 1964). However, instead of significantly
increasing GABA levels in the CNS, it was found that GHB selectively increased
dopamine (DA) levels (Gessa et al., 1966). Indeed it was shown that the cessation
of impulse flow in DA neurotransmission systems caused by GHB activates tyrosine
hydroxylase (Roth, 1987). Given the effect of GHB on DA impulse flow, the drug
was widely used as a tool to induce a reversible lesion of the dopaminergic nigro-
striatal pathway in experimental studies of the Parkinson’s disease models (Roth,
1987).

GHB has long been used as a sedative-hypnotic both in animals and humans and
it has been shown that it can readily induce rapid eye movement (REM) sleep at
least in three species: rats, cats, and humans (Girodias et al., 1996, Jouvet et al.
,1961; Lapierre et al., 1990). Taken at bedtime GHB is an efficient treatment for
cataplexy, a symptom related to the inappropriate daytime disinhibition of REM
sleep muscle atonia in narcoleptics patients. It has been proposed that the
therapeutic effect of this compound is achieved by consolidating nocturnal REM
sleep, thus decreasing daytime pressure for REM sleep (Broughton and Mamelak,

1979).
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The mechanism by which GHB interferes with normal and abnormal REM sleep
physiology is still unknown. Available evidence, however, points to the limbic
system as the preferential site of action of GHB (for a review, see Maitre, 1997).
GHB synthesis, binding, and uptake sites are preferentially distributed in areas
where DA neurons and terminal fields are found. Moreover, this system has been
recently shown to be particularly important in the control of REM sleep in the canine
model of narcolepsy-cataplexy (for a review, see Nishino and Mignot, 1997). For
these reasons, we have chosen to characterize the effects of GHB in various sites
of the meso-cortico-limbic system using clinically-relevant doses. In a first series of
experiments, we studied the effects of various peripheral doses of GHB (5 to 320
mg/kg, i.p.) on the spontaneous firing activity of output neurons in the prefrontal
cortex (PFC). We found that low doses of GHB increased the firing activity of PFC
output neurons, while highest doses decreased it; only the effect of low doses were
blocked by NCS-382, the selective GHB receptor antagonist (Godbout et al., 1995).
These results suggested that only the effect of low doses of GHB on PFC neuronal
firing could be attributed to a selective activation of GHB receptors.

The PFC is a major target of the ascending dopaminergic pathway originating
from the ventral tegmental area (VTA) and PFC neurons are inhibited by DA
release from VTA terminals (Godbout et al., 1991). Thus, in the present study, we
investigated the effects of GHB at high and at low (i.e., REM sleep-inducing doses)
on the firing activity of VTA cells bearing the electrographic characteristics of DA
neurons. Moreover, we tested the selectivity of GHB effects by challenging these

treatments with the specific GHB receptor antagonist NCS-382.
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Material and method

Male Sprague-Dawley rats weighing 250 to 400 g were used (Charles River, St-
Constant, Canada). Rats were housed 2 to 3 per cage in a room with a 12:12 hour
light/dark cycle (lights on at 06h00). Food and water were available ad libitum.
Experiments occurred during daytime hours. Animals were anesthetized with
urethane (1.5 g/kg i.p.; additional injections administered as needed) and were then
mounted on a stereotaxic apparatus. Stereotaxic coordinates were determined
according to Paxinos and Watson (1986). Body temperature was maintained
throughout the experiments at 37°C with a thermostatically-regulated electrical
heating pad. Extracellular single unit recordings of spontaneously active VTA
neurons (4.8 to 5.3 mm posterior to bregma, 0.6 to 1.2 mm lateral to midline, and 7.5 to
8.5 mm below the cortical surface) were obtained using glass micropipettes filled with
4% Chicago Sky Blue dissolved in 2M NaCl solution (impedance 3 to 9 MQ at 1000
Hz). Electrophysiological signal was amplified, displayed on an oscilloscope,
separated from noise using a window discriminator and then fed to a computer.
Spike frequencies were monitored on-line using 10 sec. bins histograms.

At the end of each experiment, Chicago Sky Blue was ejected from the recording
electrode by iontophoresis (8 WA cathodal, 20 min.). Localization of recording sites
were verified on serial frozen sections (20 um) under light microscopic examination.

Prior to drug administration, rats were injected with the vehicle (1 ml/kg) and firing
activity was monitored for at least five minutes; this was considered as the baseline.
After baseline recording, GHB (pH 6.5, dissolved in distilled water) was administered i.p.

at a dose of 10 mg/kg, 160 mg/kg, or 250 mg/kg, in a volume of 1 mi/kg. Each dose was
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administered either alone or in conjunction with NCS-382 at a dose of 10 mg/kg i.p. (1
mi/kg). Each data point is based on the injection of one GHB dose to one rat while
recording from one VTA neuron.

The following variable were measured: the delay from time of injection to a change of
at least 25% of the baseline firing rate, the amount of maximum change (expressed as
% of the baseline firing rate), the latency to maximum change, and the duration of the
effect (from 25% change until return to baseline firing rate £10%). We choose 25% of
the baseline firing rate as a cut-off value since it corresponded to three times the
standard error of the mean (S.E.M.) of the baseline firing rate.

Statistical analysis

Results are expressed as means + S.E.M. Contingency tables were constructed
for all treatment levels. Results were compared using the x° statistic, using the

Fisher's Exact Test for 2x2 tables.

Results

A total of 58 neurons were recorded, all within the region of the VTA (see Figure
1). During baseline recording these cells displayed the electrographic characteristics
of DA cells (Bunney et al., 1973; Chiodo et al., 1984): a long bi- or triphasic action
potential (3-4 ms), a positive-going first segment, and a high-amplitude negative-going
second segment (Figure 2). Firing rate was tonic in all but one bursting cell; activity
ranged from 2,0 Hz to 8,7 Hz (mean = 4,6 + 0,3). NCS-382 did not have any effect of its
own on VTA firing at 10 mg/kg (n = 6).

Insert Figure 1 about here
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Insert Figure 2 about here

Results are summarized in the table below. Seven (63.6%) of the 11 cells tested
were sensitive to high doses of GHB (160, 250 mg/kg) while the remaining (all tested at
160 mg/kg) were unresponsive (p < .004); high GHB doses produced an inhibition of
firing in all responsive cells (p < .00001).

At 10 mg/kg, GHB modified the firing in 61.8% of the 34 cells tested while the
remaining 13 cells were unresponsive (p < .0001). Three types of effects were noted at
this dose: the majority of cells (57,1%; p < .0002) responded by increasing their firing
rate, five other cells decreased it while the remaining four cells showed and
excitation/inhibition (E/l) pattern (Figure 3).

In order to document the possibility that E/I cells were in a state of depolarization
inactivation (DI) (Hand et al., 1987), a low, i.e. pre-synaptic dose of apomorphine (50
ng/kg s.c.) was injected during the inhibitory period in order to repolarize the cells
(n=3). Of these three cells, two resumed their firing activity shortly after the
apomorphine injection, showing that they were indeed in a state of depolarization
inactivation (see Figure 3). This phenomenon was replicated with a classical model of
DI, i.e. using the injection of sulfated cholecystokinin octapeptide (CCK-8S, 10 pg/kg
i.v.) (Skirboll et al., 1981). In this series of experiments, one of the 11 cells tested
entered a state of depolarization inactivation and its firing activity was restored by
apomorphine.

Insert Figure 3 about here
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When NCS-382 was co-administered with a high GHB dose, the number of
responsive cells was not statistically different from the condition where high GHB doses
were given alone (50,0% vs. 63,6%, respectively). However, the nature of the response
to high doses of GHB was reversed: the number of inhibited cells decreased from
100% to 0% and the number of excited cells increased from 0% to 100% (p < 0.008).

The co-administration of NCS-382 and GHB 10 mg/kg significantly decreased the
proportion of responsive cells compared to when GHB 10 mg/kg was given alone,
falling from 61,8% to 22,3% (p < .05). The nature of the response to the low dose of

GHB was not changed, however: both responsive cells were excited by GHB 10 mg/kg.

Insert Table 1 about here

Discussion

It is generally reported that the peripheral administration of high GHB doses
produces a cessation of impulse flow in meso-telencephalic dopaminergic neurons
together with a decreased release of DA in terminal fields of meso-cortico-limbic
and nigro-striatal pathways (Roth, 1987). The present study shows that GHB
displays a dose-related effect on VTA DA cell firing rate in the anesthetized rat:
highest doses (160-250 mg/kg) produced a decrease of firing rate while low doses
(10 mg/kg) induced an increase. These results are consistent with previous work on
the effects of high and low doses of GHB on PFC unit firing (Godbout et al., 1995).
The data is also congruent with previous work in conscious rats using the same
dosages as in the present study: core body temperature was shown to decrease

with high GHB doses and increase with low GHB doses (Kaufman et al., 1990;
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Godbout et al., 1994), and REM sleep was shown to be facilitated only by low doses

of GHB (Girodias et al., 1996).

The effects of high GHB doses on the firing activity of DA cells of the VTA

In our previous work on the effects of GHB on PFC firing activity, we showed that
the inhibitory effects of high GHB doses was not reversed by NCS-382. It was thus
concluded that the effects of GHB at high doses involved non-GHB mechanisms
and that only low doses of GHB selectively activated GHB receptors. These results
were in accordance with those of Endberg and Nissbrandt (1993) who showed that
high doses of GHB inhibited the firing activity of substantia nigra DA cells firing;
these authors further suggested that this effect was dependent upon the activation
of GABA-B receptors. No such conclusions can be as easily drawn from the results
of the present study in DA VTA neurons. Indeed we observed that, following the
combined injection of high doses of GHB and NCS-382, the inhibitory effect of GHB
on the firing activity of VTA DA cells was no longer present (as opposed to 100% of
responsive cells when high doses of GHB were injected alone); instead, it was
found that all three responsive cells (100%) actually increased their firing activity
(versus 0% with GHB alone) while the other three remained unaffected (versus
36.4% with GHB alone). One explanation regarding these discrepancies is that in
the former PFC study, NCS-382 itself was also used at high doses (160-320 mg/kg)
and it is possible that at such high doses NCS-382 loses its antagonistic effect on
the activation of high affinity GHB receptors. This possibility is substantiated by

recent electrophysiological studies performed using high concentrations of NCS-382
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in thalamocortical and hippocampal neurons in vitro (Emri et al., 1996; King et al.,
1997).

We can speculate that the low dose of NCS-382 used against high GHB doses in
the present study acted in two different ways. First it is possible that such a low
dose of NCS-382, having bound to GHB receptors, totally blocked the access of
GHB to its receptors so that VTA firing activity remained unchanged in half the cells
tested. Second, in the case of cells that were excited, it is possible that the low dose
of NCS-382 insufficiently reduced the number and availability of GHB receptors,
transforming the action of the high dose of GHB to that of a low dose. Increased
firing rate following co-administration of GHB at 160-250 mg/kg combined with NCS-
382 at 10 mg/kg could thus be a residual low-dose activation phenomenon.
Whether this phenomenon concerns specific subclasses of GHB receptors, i.e., with
high and low affinity states (Maitre et al., 1983) still needs to be determined.

The effects of low GHB doses on the firing activity of DA cells of the VTA

The low dose of GHB produced three types of effects on DA cells of the VTA:
excitation, inhibition and a sequence of excitation/inhibition. Excitatory effects in the
VTA first appears to be consistent with our previous results in the PFC where the
majority of responsive cells showed an increase firing rate at 5 and 10 mg/kg of
GHB (Godbout et al., 1995). Also consonant is the fact that a co-administration of
NCS-382 caused a majority of VTA cells (77,7%) to become no longer sensitive to
GHB, suggesting that this excitatory effect was associated to the selective activation
of GHB receptors. The combined results from PFC and VTA firing do not, however,

seem to be consistent with our previous work showing that DA innervation of the
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PFC by the VTA is inhibitory (Pirot et al., 1992). Indeed, one should expect to
observe a decrease of activity in DA cells of the VTA upon a low GHB dose since
the same treatment causes PFC cells to be excited. On the contrary, what we
observed was an increase of firing of VTA DA cells. Our speculation is that the
effect of low doses of GHB affects primarily sites that feedback onto the VTA with an
excitatory input, such as the aspartate-glutamate innervation of the VTA by the PFC
(Christie, 1985a; Gariano, 1988), an area where GHB receptors are found (Maitre et
al., 1990). In such cases, GHB would first increase PFC firing which, in turn, would
activate the VTA via its excitatory cortico-fugal input. In cases where this excitatory
afferent drive to the VTA would be particularly massive, sustained excitation of the
VTA would lead to a depolarization inactivation of VTA neurons as it was
documented here (Figure 3). Alternatively, the few cases (23,8%) where VTA cells
were inhibited by a low dose of GHB would involve an inhibitory feedback loop
impinging onto the recorded VTA cell. The GABAergic input to the VTA from the
nucleus accumbens (Yim and Mogenson, 1980), where GHB receptors are found in
high concentrations (Hechler et al., 1992), is a plausible candidate: nucleus
accumbens could either be directly excited by GHB (which still need to be
demonstrated, however), or it could be excited by PFC excitatory inputs impinging
onto it (Christie et al., 1985b).

REM sleep triggering mechanisms involved with GHB administration

Our results show that the doses of GHB which stimulate the firing of DA neurons
of the VTA are in the same range as those capable to induce REM sleep both in

rats and in humans (Girodias et al., 1996; Lapierre et al., 1990). Given that the
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stimulation of the mesencephalic dopaminergic nuclei is known to inhibit dorsal
raphe nucleus neurons (Stern et al., 1979), it is possible that low activating doses of
GHB trigger REM sleep by an inhibition of dorsal raphe (REM-off) neurons due to
increased DA release from VTA terminals. However, an additional but not
incompatible hypothesis is proposed here. It is known that while GHB has no effects
on brain acetylcholine (ACh) levels per se, it potentiates increases of ACh induced
by neuroleptics such as clozapine and chlorpromazine in the striatum (Stadler et al.,
1974). We raise here the possibility that GHB could potentiate the already
increased ACh (REM-on) neurotransmission that occurs just before natural REM
sleep, therefore precipitating its onset. In support of this possibility is the fact that
GHB was shown to induce REM sleep in the cat only when it was administered at a
time close enough to the onset of the next expected REM sleep period (Delorme et
al., 1966). Accordingly, GHB was also shown to potentiate REM sleep-triggering
mechanisms in human cases where REM sleep was already facilitated such as in
patients with depression or narcolepsy (Mamelak et al., 1977) or in older subjects
upon morning naps (Lapierre et al., 1990). Whether the propensity for REM sleep in
these conditions is a matter of increased REM-on tonus or decreased REM-off
tonus (Hobson et al., 1975) is still a matter of debate. With these hypothesis in
mind, we are presently investigating the effects of GHB on neurotransmission in

REM-on and REM-off systems.
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Figure 1. Location of the recording sites, all in the region of the Ventral Tegmental Area.

Histological drawings are based on Paxinos and Watson (1986).
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Figure 2. Digitized oscilloscope tracing of a typical Ventral Tegmental Area
dopaminergic neuronal spike discharge, recorded extracellularly in an anesthetized

rat.
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Figure 3. Firing-rate histogram showing sings of depolarization inactivation in a
dopaminergic neuron of the Ventral Tegmental Area. The first arrow indicates the
injection of GHB 10 mg/kg. Note the transient excitation before the inhibitory period. The
second arrow indicates the injection of apomorphine 50 pg/kg, s.c.. Firing activity

resumed 3 minutes after the injection.
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Cette étude montre que le GHB agit difféeremment sur le taux de décharge
des cellules DAergiques de I'ATV selon la dose. Ainsi les faibles doses ont
généralement tendance a produire une augmentation, tandis que les hautes doses
induisent une diminution de la fréquence de décharge. Ces resultats sont en accord
avec des études antérieures sur les effets de faible et forte doses de GHB sur les
cellules du CPF (Godbout et al., 1995) et sur la température centrale (Godbout et

al., 1994).

5.1 Effets des faibles doses de GHB sur la fréquence de décharge des cellules
DA de 'ATV

L’administration de GHB 10 mg/kg a produit trois type d’effets: une excitation,
une inhibition, ou une séquence excitation/inhibition. Les effets excitateurs du GHB
sur la fréquence de décharge des celiules DA de 'ATV (75% des cellules testées)
sont semblables a ceux observés dans le CPF, ou 67% des cellules ont montré une
augmentation de taux de décharge suite a I'administration de GHB a 5 et 10 mg/kg
(Godbout et al., 1995). De plus, la co-administration de I'antagoniste des récepteurs
a GHB, le NCS-382, a provoqué l'insensibilité au GHB dans 78% des cellules
enregistrées dans I'ATV. Ceci confirme que I'effet des faibles doses de GHB dans
ATV est produit par I'activation des recepteurs spécifiques du GHB. Nos résultats
sur 'ATV combinés aux résultats sur le CPF ne sont pas en accord avec les travaux
montrant que les cellules DA de I'ATV ont une action inhibitrice sur les cellules du
CPF (Pirot et al., 1992). En effet, notre deuxiéme hypothése de départ se basait sur

le fait que si la DA inhibe le CPF et que le GHB en faible dose produit une
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augmentation de taux de décharge dans cette méme structure; une méme dose de
GHB devrait logiquement inhiber 'ATV. Tout au contraire, la majorité des cellules
de 'ATV enregistrées suite a 'administration de GHB 10 mg/kg ont montré une
augmentation de leur taux de décharge. Nous proposons le mécanisme conciliateur
suivant pour expliquer I'effet du GHB en faible dose sur I'activité de décharge des
cellules de 'ATV et du CPF.

Il a été montré que les récepteurs & GHB existent sous deux formes: a haute
et a basse affinité (Maitre et al., 1983). |l est possible que les faibles doses de GHB,
qui activent les récepteurs a haute affinité spécifiques au GHB, agissent
principalement au niveau de structures ayant des projections excitatrices de rétro-
contrdle sur 'ATV. C'est le cas par exemple de I'innervation glutamate-aspartate de
ATV par le CPF (Christie et al., 1985a; Gariano et al., 1988), ce dernier site
possédant une forte concentration de récepteurs a GHB (Maitre et al., 1990). Dans
un tel cas, le GHB exciterait en premier lieu le CPF, lequel activerait ensuite ATV
par son innervation cortico-fugale excitatrice. Dans le cas ou cette excitation serait
particuliérement forte et/ou soutenue il serait possible qu’apparaisse le phenomene
de blocage par dépolarisation décrit plus haut (pp. 19-20) et que nous avons
observé dans la présente étude (voir plus loin).

Nous avons observé que le GHB a faible dose pouvait également inhiber des
cellules DA de I'ATV dans certains cas et il se pourrait qu'un autre mécanisme
paralléle de rétro-controle soit impliqué. En effet le GHB a faible dose pourrait
activer des structures ayant un rétro-controle inhibiteur sur 'ATV (voir aussi section

5.2). Un candidat possible serait I'afférence GABAergique de 'ATV provenant du
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NAcc (Yim et Mogenson, 1980), structure ou les récepteurs & GHB sont présents en
forte concentration (Hechler et al., 1992). Le NAcc pourrait étre stimulé directement
par le GHB (ceci n'a pas encore été observé), ou étre activé par I'afféerence

excitatrice du CPF sur ce dernier (Christie et al., 1985Db).

5.2 Effets des hautes doses de GHB sur |la fréquence de décharge des cellules
DA de ATV

Les résultats obtenus par I'administration de GHB en haute dose sont
contraires a notre hypothése de départ. En effet, puisque le GHB diminue la
libération de la DA et que la DA inhibe la fréquence de décharge de ATV, on se
serait attendu & ce que I'administration de GHB ait une action désinhibitrice.
Alternativement, puisque les hautes doses de GHB ont induit une diminution de la
fréquence de décharge du CPF et que la DA de I'ATV inhibe le CPF, on aurait du
s'attendre a ce que la fréquence de décharge des cellules DA de 'ATV augmente
dans les mémes conditions.

Des études antérieures avaient montré que I'effet inhibiteur des hautes
doses de GHB sur le taux de décharge des cellules du CPF n'était pas bloqué par
le NCS-382 (Godbout et al., 1995). Les auteurs avaient conclu que les effets
produits par I'administration de hautes doses de GHB étaient le résultat d'une
action sur des systémes non-DAergiques. Cette conclusion est en accord avec les
observations de Endberg et Nissbrandt (1993) qui montrent que les hautes doses
de GHB inhibent les cellules DA de la SNc; ces auteurs suggérent que cette

inhibition est le résultat de I'activation de récepteurs de type GABA-B. Bien que la
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présente étude ne permette pas de préciser la nature des récepteurs impligques, nos
résultats permettent toutefois certaines hypothéses. En effet, nous avons observé
que suivant 'administration combinée de GHB en forte dose et de NCS-382, I'effet
inhibiteur du GHB en haute dose sur I'activité de décharge des cellules DA de ATV
ne se produisait plus ( contrairement a 63,6% lorsque le GHB est administre seul).
Ainsi, trois des six cellules (50%) sont demeurée inchangées (versus 36,4% sous
GHB uniquement) tandis que les trois cellules restantes ont montré une
augmentation de fréquence de décharge (0% sous GHB uniquement). La faible
dose de NCS-382 que nous avons utilisée ici (10 mg/kg) a pu agir de deux fagons
pour produire les deux types d'effets observés, soit I'état inchangé et 'augmentation
de taux de décharge.

Premiérement le NCS-382 a pu bloquer totalement la liaison du GHB avec
ses récepteurs spécifiques de fagon a ce que le GHB ne puisse plus aucunement
agir sur la cellule, d'ou I'état inchangé de |a fréquence de décharge des trois
cellules. Deuxiemement il est possible que le NCS-382 n'ait pu se lier a tous les
récepteurs a GHB présents. Ce phénoméne aurait pour conséquence de
transformer la forte dose de GHB administrée en une faible dose quant au nombre
de récepteurs activés. L'augmentation de la fréquence de décharge produite par
I'administration conjointe de GHB 160-250 mg/kg et de NCS-382 10 mg/kg dans les
trois cellules restantes serait donc un phénomene d'activation par une faible dose
résiduelle. La possibilité que ce phénoméne implique des sous-classes de
récepteurs a GHB, soit & haute et a faible affinité (Maitre et al., 1983), reste a

déterminer (voir aussi section 5.1, ci-dessus).
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5.3 GHB et déeclenchement du SP

Nos résultats montrent qu’'une dose de GHB capable d'induire le SP chez le
rat (Girodias et al., 1996) et 'humain (Lapierre et al., 1990) excite egalement les
cellules DA de I'ATV. Dans le paragraphe suivant nous allons proposer deux
scénarios par lesquels une modification de la fréquence de décharge des cellules
DA de 'ATV peut contribuer a raccourcir la délai d'apparition du SP.

On sait que la stimulation des noyaux DAergiques mésencéphaliques a une
action inhibitrice au niveau du raphé dorsal (Stern et al., 1979), une des structures
responsables de la partie REM-off du modéle de contrdle du SP de Hobson et
McCarley (1975). Il est donc possible que l'induction du SP par le GHB 10 mg/kg
soit liée & une inhibition du raphé dorsal par une plus grande libération de DA dans
cette structure par les terminaisons provenant de 'ATV.

Deuxiémement on sait que le GHB, méme s'il n’'a pas d'effet direct sur les
niveaux d’ACh en tant que tel, potentialise 'augmentation des niveaux d’ACh
produite par une administration préalable de neuroleptiques tels la clozapine et la
chlorpromazine (Stadler et al., 1974; Laborit et al., 1960). Nous suggérons la
possibilité que le GHB puisse potentialiser la neurotransmission a ACh facilitatrice
du déclenchement du SP mais ce, seulement quand le systéme ACh est déja
facilité. Un tel cas de figure apparait justement lors de I'occurrence normale du SP,
laquelie est précédée par une augmentation du taux de décharge des cellules ACh
du systéme REM-on (Hobson et McCarley, 1975).

A I'appui de cette hypothése, mentionnons qu'on a observé que le GHB est

incapable d'induire le SP chez le chat tout de suite aprés la fin d'une période
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spontanée de SP (Delorme et al., 1966), sans doute parce que les niveaux dACh
sont insuffisants. Par contre, Delorme et al (1966) ont montré que le GHB pouvait
déclencher le SP s'il est administré approximativement & mi-temps entre 2 périodes
normales de SP.

Le GHB potentialise également les mécanismes de déclenchement du SP
dans des populations ol ces mémes mécanismes sont facilités (Mamelak et al.,
19795) tels Ie's patients atteints de dépression et de narcolepsie ainsi que chez les

personnes agées enregistrées lors de siestes matinales (Lapierre et al., 1990).

5.4 GHB: trois visions

Le GHB est une drogue dont les propriétés particuliéres en font une molécule
aux usages multiples. Nous discuterons ici de trois types trés différents d'utilisation
du GHB: comme drogue d'abus, comme agent thérapeutique et comme
neuroleptique potentiel.

Le premier aspect est celui du GHB en tant que drogue d’'abus. On a en effet
récemment proposé que le GHB pouvait présenter un potentiel de dépendance
chez I'humain et I'animal, lesquels montrent une préférence envers le GHB contre
toute autre de substance, y compris la nourriture (Colombo et al., 1995, Galloway et
al., 1997). Paradoxalement, ce potentiel d’'abus se manifeste méme si le GHB est
totalement éliminé de I'organisme quatre a six heures apres son administration et
que son utilisation ne modifie pas le métabolisme du GHB endogéne, et ne risque

donc pas d’induire une dépendance physique (Ferrara et al., 1992). Ce potentiel
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d’abus peut étre expliqué par le fait que le GHB active le systéme de récompense
chez le rat (Martellotta et al., 1997).

Il existe deux types principaux d’utilisateur du GHB a des fins non-
thérapeutiques: les athléetes et les utilisateurs de drogues euphorisantes. Le premier
groupe, constitué d’haltérophiles et de culturistes, s'y intéresse a cause de sa
capacité de stimuler la sécrétion de la HC (Takahara et al., 1977), facilitant ainsi la
formation rapide d'une importante masse musculaire. Le GHB posséderait aussi
des propriétés anti-cataboliques (qui seraient a la base de ses effets protecteurs du
métabolisme) et aiderait donc a conserver la masse musculaire obtenue. Ces
observations sont toutefois anecdotiques. Le deuxiéme groupe utilise le GHB
principalement pour ses effets euphorisants. Il a effectivement éte rapporté a
plusieurs reprises que le GHB pouvait produire des effets euphorisants au méme
titre que I'alcool tels une désinhibition sociale, un état de relaxation modeéré et
méme un léger effet aphrodisiaque (Laborit, 1972). Il faut toutefois se rappeler que
le GHB utilisé dans ce contexte I'est souvent a des doses excessives et implique un
produit trés vaguement relié au véritable GHB. En effet il s’agit souvent de GHB
d’origine clandestine dont la recette de synthése ne correspond pas a la molecule
d’origine. (http://homepages.tig.com.au/~creature/ghbinst.html;
http://www elitefitness.com/steroids/ghb.html)

Le GHB est depuis quelque temps utilisé pour fins d’abus sexuels (Anonyme,
1997). On sait que le GHB affecte les fonctions cognitives. Une faible dose induit
une diminution de I'attention sélective (Grove-White et Kelman, 1971a) et une forte

dose peut produire un déficit de la mémoire a court terme (Grove-White et Kelman,
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1971b). Ce déficit de mémoire et I'effet aphrodisiague mentionné plus haut ont pu
contribuer a ce phénomene.

Un deuxieme type d'utilisation du GHB est relié & son potentiel
thérapeutique pour plusieurs maladies. Les troubles traités a I'aide du GHB sont la
cataplexie (Broughton et Mamelak, 1979), le traitement de I'abus d’alcool et
d'opiacés (Fadda et al.,1989; Gallimberti et al., 1992, 1993) et I'anxiété (Grove-
White et Kelman,1971a).

L’effet thérapeutique du GHB dans la cataplexie se produit par la
restructuration du SP induite par le GHB. (Broughton et Mamelak, 1979) Dans le
cas de l'alcoolisme, e GHB agit au niveau des circuits de récompense pour d'une
part diminuer le besoin de consommer et d'autre part réduire les effets néfastes du
sevrage (Fadda et al.,1989; Gallimberti et al., 1992, 1993). L'effet thérapeutique sur
I'anxiété peut étre da soit au fait que le GHB stimule P'activité du systéme limbique
soit par son interaction avec le systéme de récepteurs a benzodiazépines (Schmidt-
Muller et al., 1998). Toutes ces maladies n'ont pas nécessairement une
composantes DAergiques qui pourrait expliquer I'efficacité du GHB dans le
traitement de celles-ci. On peut hypothétiser que I'effet thérapeutique est indirect et
qu'il est le résultat de la modification d’'une ou plusieurs boucles de rétro-contrdle
dans un ou plusieurs systémes impliqués dans la physiopathologie des troubles
mentionneés.

Le troisieme et dernier aspect du GHB est son potentiel neuroleptique. En
effet, lors de nos tests, nous avons vu que le GHB administré en faible dose était

capable de produire le blocage par dépolarisation, a la base du pouvoir
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thérapeutique des neuroleptiques (Grace, 1992). Or, il n'est pas utilisé comme tel.
La raison principale est que son usage nécessiterait un mode d’administration
continue ou en doses répétées puisque les effets durent a peine deux heures
(Ferrara et al., 1992), contrairement aux neuroleptiques courants ou une seule dose
suffit souvent.

Hechler et al. (1993) ont montré que des analogues du GHB se liant a ses
récepteurs spécifiques avec une plus grande affinité que le GHB, tel le gamma-p-
chlorophenyl-t-hydroxycrotonate, possédaient des caractéristiques
comportementales semblables aux véritables neuroleptiques dans le modéle
animal. Il existe quelques résultats anecdotiques de I'effet neuroleptique du GHB
pour la schizophrénie (Tanaka et al., 1966), mais ils ne sont pas toujours répliqué

(Levy et al., 1983).

5.5 Projets futurs

Les projets de recherche suivants pourraient nous permettre de mieux
comprendre le mode d’action du GHB sur ses cellules cibles.

Le premier aspect qui mérite notre attention est de caractériser si les cellules
DA de I'ATV qui sont sensibles au GHB produisent des effets différents selon la
cible de projection (i.e. NAcc ou CPF). Nous croyons que I'application
iontophorétique de GHB en faible et forte concentration dans I'ATV, combiné a
I'implantation d’électrodes de stimulation servant a I'identification antidromique dans
le NAcc et le CPF permettrait de déterminer si I'effet « dose » est lié a une structure

en particulier.
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Un autre projet serait d’'administrer le GHB en ayant prealablement pris soin
de bloquer entiérement chaque afférence a 'ATV par des tests in vitro impliquant
I'application de la tétrodotoxine. Nous pourrions alors déterminer avec plus de
succes l'implication ou non des différents systémes neurochimiques pour lesquels
on retrouve des récepteurs sur les corps cellulaires de I'ATV. Nous serions alors en
mesure de voir si différentes concentrations de GHB agissent directement ou par le
biais d'un autre systéme pour modifier I'activité de la cellule DA.

Un troisiéme et dernier projet de recherche qui permettrait de compléter notre
étude du GHB serait d’administrer localement, soit par iontophorése soit par
injection locale, le GHB en haute et faible doses dans les structures responsables
du contrdle du SP (i.e. les noyaux cholinergiques (tegmenta pédonculo-pontique et
dorso-latéral) REM-on et les noyaux sérotoninergiques (raphé dorsal) REM-off). En
observant les effets du GHB sur ces structures, on serait en mesure de déterminer
si I'effet de facilitation du SP du GHB se produit par une facilitation du REM-on ou

par un blocage du REM-off.
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