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Sommaire

Les antidépresseurs tricycliques (TCAs) et les inhibiteurs de recapture sérotoninergique
(SRIs) sont les médicaments les plus fréquemment utilisés dans le traitement de la dépression et autres
troubles affectifs. Ils bloquent les sites de recapture, ou transporteurs, en quelques minutes; cependant
leur effet thérapeutique ne se produit qu’aprés 2 ou 3 semaines. Donc, le blocage des transporteurs
de la noradrénaline (NA) et/ou de la sérotonine (5-HT) ne peut étre responsable de leurs effets
cliniques, a moins que ceux-ci ne soient diis & des modifications a long-terme impliquant des
changements dans I’expression, la distribution et/ou la densité des transporteurs. La fluoxétine et la
venlafaxine agissent directement sur les transporteurs sérotoninergiques pour bloquer la recapture.
Notre hypothése est que le traitement chronique avec ces deux molécules devrait agir principalement
sur les transporteurs de la sérotonine (5-HT), tandis que la désipramine et la venlafaxine, qui bloquent
directement les sites de recapture noradrénergiques, devraient influencer les transporteurs de la
noradrénaline (NA). Lors de cette étude, nous avons comparé les effets des bloqueurs et des non-
bloqueurs sur les transporteurs 5-HT et NA dans des régions définies du cerveau du rat.

Des rats Sprague-Dawley ont été traités pendant 21 jours par administration intrapéritonéale
quotidienne d’un de deux TCAs, soit désipramine (DMI; 10 mg/Kg) ou trimipramine (TRI; 5 mg/Kg),
ou d’un de deux SRIs, soit fluoxétine (FLU; 2 mg/Kg) ou venlafaxine (VEN; 5Smg/Kg); un cinquieme
groupe de rats, utilis€ comme groupe témoin, a re¢u des injections quotidiennes de salin. Les études
topologiques ont été effectuées par radioautographie quantitative, en utilisant le [*H]citalopram pour
marquer les transporteurs sérotoninergiques et la [H]nisoxetine pour les sites de recapture
noradrénergique de haute affinité. Nous avons lié (“channel link™) la liaison spécifique avec la coupe

histologique correspondante, ce qui nous a permis une analyse précise des différentes couches
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corticales de plusieurs régions du cortex du rat.

Nous avons trouvé que le traitement avec les non-bloqueurs sérotoninergiques, soit la
désipramine et de la trimipramine, entrainait une régulation a la hausse des transporteurs
sérotoninergiques dans les cortex cingulaire, agranulaire insulaire et périrhinal par comparaison a
Peffet de la fluoxétine ou la venlafaxine. Par ailleurs, une régulation a la hausse des sites de recapture
noradrénergiques a €té¢ observée suite aux traitements chroniques avec la trimipramine ou la
fluoxétine, pour toutes les régions cérébrales étudiées, par comparaison aux traitements aux
bloqueurs noradrénergiques, soit la désipramine ou la venlafaxine.

Cette approche nous a permis de comparer différents antidépresseurs, et de déterminer leur

transporteur-cible de préférence dans des régions définies du cerveau antérieur du rat._
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Chapitre I - Introduction



1.1 Les systémes sérotoninergiques et noradrénergiques
1.1.1 La découverte des neurotransmetteurs

Bien que I’existence de substances messagéres chimiques fut déja postulée au début du
XXiéme siécle suite aux travaux de John Langley et Henry Dale (Langley, 1901; Dale 1906), ce n’est
qu’en 1921 qu’elle fut confirmée par les expériences classiques d’Otto Loewi sur le rythme cardiaque
de la grenouille (Loewi, 1921). La substance qu’il découvrit, et appela le “Vagusstoff’- substance
vagale, s’avéra étre I’acétylcholine. En 1936, Loewi et Dale obtinrent le prix Nobel de médecine pour
leur découverte de la neurotransmission chimique (Loewi, 1960).

En 1868, Ludwig et Schmidt rapportérent que la perfusion de muscles de chiens avec du sang
défibriné augmentait la résistance vasculaire (Ludwig et Schmidt, 1868). Plusieurs autres
physiologistes de cette époque, entres autres Mosso et Bernstein, confirmérent les propriétés
vasoconstrictives de coagulats sanguins provenants de différentes préparations animales (Janeway
et coll., 1918). En 1900, Brodie observa que I’injection intraveineuse de sérum sanguin chez le chat
produisait une bradycardie réversible, une hypotension et I’arrét respiratoire, alors que I'injection de
plasma ou de sérum bouillis ne produisait pas ces effets (Brodie, 1900). Certains auteurs (Meyer,
1906; Schlayer, 1907; Brokin et Trendelenberg, 1911) ont suggéré que la vasoconstriction du sang
défibriné était induite par la présence d’épinephrine. D’autres chercheurs (Brodie, 1903; Janeway et
coll., 1918) ont par contre postulé I’existence d’une nouvelle molécule qui serait formée ou relichée
lors de la coagulation sanguine. O’Connor résolut cette controverse par des expériences qui
confirmérent la deuxiéme hypothese (O’Connor, 1911, 1912). Dans les années 30, Erspamer et ses
collaborateurs caractérisérent une amine qu’ils appelérent “entéramine” (Vialli et coll., 1933). En

1948 aux Etats-Unis, Page et ses collégues isolérent, la substance sanguine responsable de la



£
vasoconstriction et I’appelérent “sérotonine” (Rapport et coll., 1948 a,b). Quelques années plus tard,
différents groupes de chercheurs démontrérent que ’entéramine et la sérotonine représentaient la
méme indoleamine (Rapport, 1949; Hamlin et Fischer, 1951; Speeter et coll., 1951; Asero et coll.,
1952; Erspamer et Asero, 1952). Bacq suggéra alors que les termes entéramine et sérotonine soient
abandonnés et remplacés apr le nom chimique de la moécule soit la 5-hydroxytryptamine (Bacq,
1952). Erspramer accepta le compromis (Erspramer, 1954), mais les Américains conserverent le nom
de sérotonine (Villalon et coll., 1995). I1 faut toutefois souligner que I’abbréviation 5-HT découle de
ce débat.

En 1895, Oliver et Schifer décrirent les effets de I’administration d’extraits de la glande
surrénalienne (Oliver et Schifer, 1895). Leur étude a montré que ces extraits augmentaient la force
de contraction et le rythme cardiaque, la contractibilité des muscles squelettiques et possédaient des
propriétés vasoconstrictives. Il établit aussi que le principe actif de cette préparation provenait de la
médulla surrénalienne, et non du cortex de cet organe. En 1897, Abel et Crawford purifiérent le
composé actif de cette préparation et I’appelérent “épinephrine” (Abel et Crawford, 1897). Quelques
années plus tard, Jokichi Takamine rapporta que la substance isolée par I’équipe de Abel n’était pas
un corps pur mais plut6ét un mélange impur. En effet Takamine avait isolé un composé “pur” qu’il
appella “adrénaline (Takamine, 1902). Il s’ensuivi un débat ot le terme épinephrine était utilisé en
Europe, alors que les Américains usait du terme “adrénaline” (Pettinger et Smyth, 1987; Garcia-
Sainz, 1995). Cette double terminologie persiste encore dans la littérature. Apparemment, Abel aurait
¢été le premier & isoler cette substance, bien que sous une forme de dérivé benzoyle, et Takamine
aurait été le premier a isoler la forme pure de cette catécholamine (Max, 1986). L’adrénaline fut

synthétisée par Meister Lucius en 1904. Langley, en 1905, rapporta que cette substance avait des



effets excitateurs sur le systéme sympathique (Langley, 1901; Cheymol, 1972).

En 1905, Elliott proposa que la stimulation des nerfs sympathiques entrainait la libération
d’une substance similiaire 4 I’adrénaline (Elliott, 1905). Bien qu’initialement cette hypothese fut tres
mal regue (Garcia-Sainz, 1995), 15 ans plus tard une équipe de chercheurs confirmérent que la
substance reldchée, suite 4 une stimulation de ces nerfs, n’était pas en effet 'adrénaline, bien qu’elle
y fut similaire (Canon, 1921). Ces chercheurs dénommérent cette nouvelle substance “sympathine”.
En 1948, von Euler suggéra que cette substance était la noradrénaline (von Euler, 1948). La
noradrénaline et P’adrénaline sont deux amines adrénergiques qui partagent la méme famille de
récepteurs: les adrénocepteurs. En général on peut définir I’adrénaline comme étant I’hormone, et la
noradrénaline comme étant le neurotransmetteur (Ariéns et coll., 1979). Julius Axelrod decouvrit que
la noradrénaline est convertie en adrénaline par la réaction de la transférase N-métyle (Axelrod,

1988). Axelrod, von Euler et Katz regurent le prix Nobel de médecine en 1970 pour leurs découverte.

1.1.2 Définition de la neurotransmission chimique

On peut a priori définir un neurotransmetteur comme étant une substance chimique, relichée
par un neurone, qui affecte une autre cellule d’une maniére spécifique. Cette définition élémentaire
est constamment mise a jour afin d’incorporer les nouvelles informations provenant de
I’électrophysiologie, de la neuroanatomie, de la neurochimie, et de la biologie moléculaire. De nos
jours, une molécule ne peut étre considérée comme neurotransmetteur que si elle répond aux cingq
conditions suivantes (voir figure 1):
4 Le neurone doit synthétiser le neurotransmetteur.

¢ Le neurone doit entreposer cette molécule.



Légende de la figure 1.

A-

B-

Les monoamines sont synthétisées a partir d’acides aminés essentiels.

Les monoamines sont emmagasinées dans des vésicules synaptiques grace au transporteur
monoaminergique vésiculaire (VMAT).

Lorsqu’un potentiel d’action arrive a la terminaison présynaptique, les monoamines sont
relachées des vésicules dans I’espace synaptique.

Les monoamines interagissent avec divers récepteurs pré- et post-synaptiques.

Les monoamines sont “recaptées” par les transporteurs monoaminergiques.

Finalement, le neurotransmetteur doit étre inactivé, soit en étant physiquement retiré de

Pespace synaptique (recapture), soit par dégradation enzymatique.



Figure 1 6
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L 4 Suite 4 un potentiel d’action, le neurotransmetteur doit étre reldché par la terminaison
nerveuse, ou terminal présynaptique, dans la fente synaptique.

¢ Cette substance doit interagir avec les récepteurs pré- et post-synaptiques. La recapture des
neurotranmetteurs grice au mécanisme de transporteurs permet une fine modulation de

I’amplitude, de la durée et de 1’étendue du signal (Blakely et coll., 1998).

1.2 Aspects biochimiques du systéme sérotoninergique
1.2.1 La biosynthése de la sérotonine

A sa découverte en 1946, la sérotonine fut baptisée “entéramine” parce qu’elle fut isolée a
partir de cellules entérochromaffines de la muqueuse gastrointestinale. Sa structure chimique et sa
voie de synthése furent établis en 1948 et 1951 respectivement, et elle fut officiellement rebaptisée
5-hydroxytryptamine (5-HT) ou sérotonine (Owens et Nemeroff, 1994).

Comme la sérotonine ne passe pas la barriére hématoencéphalique, il est clair que le systéme
nerveux central est capable de la synthétiser. Cette synthése s’accomplit & partir d’un acide aminé
essentiel le L-trypthophane et est schématisée a la figure 2. Cet acide aminé nous provient de
I’alimentation. Si on élimine le L-tryptophane de la diéte, le niveau de sérotonine du cerveau sera
profondément diminué (Fernstrom et Wurtman, 1974). Ce n’est pas seulement le taux sanguin de
L-tryptophane présent dans le sang qui détermine le niveau cérébral de sérotonine, mais aussi la
concentration sanguine relative d’autres acides aminés qui compétitionnent pour le méme transporteur
(“Large Neutral Amino Acid Carrier”, ou “LNAA carrier”). Ainsi les acides aminés neutres, en
particulier la phénylalanine et les acides aminés aromatiques en général inhibibent le transport cérébral

du L-tryptophane (Daniel et coll. 1976). Le L-tryptophane est hydroxylé par la tryptophane



Figure 2

Synthése de la Sérotonine
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9
hydroxylase, pour former le L-5-hydroxytryptophane (ou L-5-HTP). La tryptophane hydroxylase ne
se retrouve que dans les neurones sérotoninergiques, et peut donc servir a localiser ces derniers lors
de techniques immunohistochimiques (Robinson et coll., 1968; Joh et coll., 1975). Dans les corps
cellulaires neuronaux cette enzyme est en partie cytoplasmique, et en partie associée au réticulum
endoplasmique et a ’appareil de Golgi. Dans les axones et les dendrites, elle est associée aux
microtubules (Joh et coll., 1975). La tryptophane hydroxylase serait donc synthétisée dans le corps
cellulaire et transportée, par le transport axonal antérograde, jusqu’aux boutons terminaux des
neurones, ou prend place la majeure partie de la syntheése sérotoninergique (Meek et Neff, 1972).

Le 1-5-HTP est ensuite rapidement décarboxylé pour produire la 5-hydroxytryptamine
(5-HT), plus communément appelée sérotonine. Bien que I’existence d’une décarboxylase spécifique
et différente de celle présente dans les neurones catécholaminergiques ait été postulée (Sims et
Bloom, 1973), on admet actuellement qu’une seule et méme enzyme, la décarboxylase des acides
aminés-L aromatiques (“Aromatic L-Amino Acid Decarboxylase”, ou AADC) serait impliquée. Il est
possible qu’il existe deux isoformes de I’ AADC avec une spécificité différente pour la 5-HTP et la
L-DOPA (Boadle-Biber, 1993). La décarboxylation étant un processus trés rapide, on ne trouve que
de trés faibles concentrations de L-SHTP dans le cerveau. Méme si I’ AADC joue un rdle crucial dans
la synthése des neurotransmetteurs monoaminergiques, elle n’est pas localisée exclusivement dans
ces neurones. On I’a en effet aussi retrouvée dans des neurones ne contenant pas de sérotonine
(Jaeger et coll., 1984). Plus récemment, on a postulé que cette enzyme pourrait aussi &tre impliquée
dans I’apoptose et sa prévention (Berry et coll., 1996).

Plusieurs évidences suggérent que ’activité enzymatique de la tryptophane hydroxylase et

concurremment la formation de la sérotonine soient dépendantes du niveau de décharge des neurones
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sérotoninergiques. En effet, la stimulation électrique de ces neurones augmente I’activité de la
tryptophane hydroxylase (Boadle-Biber et coll., 1986) et la conversion in vive du tryptophane en 5-

HTP (Duda et Moore, 1985).

1.2.2 Identification des voies sérotoninergiques

Parmi ’ensemble des neurotransmetteurs identifiés, la sérotonine représente celui dont les
voies nerveuses sont le plus vastement distribuées. Utilisant des techniques d’histochimie avec
fluorescence, Falck et ses collaborateurs (Falck et coll., 1962) ont été les premiers a démontrer in situ
la présence de voies indolaminergiques dans le cerveau du rat. Utilisant de la vapeur de formaldéhyde,
les chercheurs ont transformé la sérotonine cérébrale en 6-hydroxy-3,4-dihydro-f-carboline, aussi
appelé la 5-hydroxytryptoline, substance qui parait jaune a la lumiére ultra-violette. Comme la 5-
hydroxytryptoline a une faible intensité d’émission et se décompose trés rapidement, sa concentration
cérébrale fut augmentée par un accroissement de la sérotonine en utilisant des inhibiteurs de la
monoamine oxydase (MAO). De plus, on a confirmé la présence de terminaux sérotoninergiques par
I’administration de la neurotoxine 5,7-dihydroxytryptamine, ou 5,7-DHT qui fait disparaitre leur
marquage (Baumgarten et Bjorklund, 1976). Aussi, un pré-traitement avec 1’antidépresseur
désipramine augmente la spécificité de la 5,7-DHT pour les neurones sérotoninergiques puisqu’il
antagonise la neurotoxicité de cette molécule au niveau des neurones noradrénergiques et non au

niveau des neurones sérotoninergiques (Bjérklund et coll., 1975).
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1.2.3 Les voies sérotoninergiques
Dabhlstrém et Fuxe (1964) ont décrit neuf groupes de cellules contenant de la sérotonine,
qu’ils appelérent B1 4 B9. La plupart de ces groupes sont associés aux noyaux du raphé et a la région
ou formation réticulée du tronc cérébral. Le noyau raphé dorsal contient le plus grand nombre de
neurones sérotoninergiques. On a estimé qu’il contiendrait 11,500 cellules chez le rat (Descarries et
coll., 1982) et environ 165,000 cellules chez I’humain (Tork, 1990). 11 faut néanmoins noter que la
plupart des cellules des noyaux du raphé ne sont pas de nature sérotoninergique (Descarries et coll.,
1982; Nieuwenhuys, 1985). On peut diviser les projections sérotoninergiques en un systéme caudal
qui projette dans le tronc cérébral et vers la moelle épiniére, et un systéme rostral qui projette vers

plusieurs régions du cerveau antérieur (Tork, 1990).

1.2.4 Le systéme sérotoninergique caudal

Le systéme sérotoninergique caudal comprend les groupes cellulaires B1 4 B4 qui sont situés
dans la région médiane et paramédiane de la protubérance et du bulbe. Certaines fibres
sérotoninergiques, principalement celles qui ont le groupe B3 (noyau Raphe magnus; nRMg) comme
origine, descendent dans les fascicules dorso-latéraux et se terminent dans la matiére grise de la corne
dorsale, principalement dans les laminae I et IT de celle-ci. D’autres fibres qui ont les groupes B1
(noyau Raphe pallidus; nRPI) et B2 et B4 (noyau Raphe obscurus, nRODb) se terminent dans la région
des motoneurones de la corne ventrale. Finalement, les fibres sérotoninergiques ayant le groupe
cellulaire B3 (medulla ventro-latérale rostrale) comme origine, établissent des synapses sur les
neurones sympathiques préganglionnaires des colonnes intermédiolatérales au niveau de la moelle

thoracique. Ces projections sérotoninergiques participent aux fonctionnements sensoriel, moteur et
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autonomique (Tork, 1990).

1.2.5 Le systéme sérotoninergique rostral

Le systeme sérotoninergique rostral prend ses origines dans les groupes cellulaires B5 a B9,
qui sont situés dans la région plus rostrale du bulbe et du mésencéphale. En tout quatre systémes de
projections ont été décrits jusqu’a présent.

La voie ascendante ventrale origine principalement des groupes cellulaires B6, B7 et B8. Elle
se termine dans le diencéphale, les noyaux gris centraux, le systéme limbique et le cortex cérébral.
Cette voie innerve la Substantia nigra ou substance noire, I’aire ventrale tegmentaire et le noyau
interpédonculaire en passant par le mésencéphale. Une grande partie de la voie ventrale pénétre dans
le faisceau prosencéphalique médian et projette dans différentes directions. Les projections
diencéphaliques se rendent a I’habénula médian, & plusieurs noyaux du thalamus, aux corps
mammilaires et & plusieurs aires hypothalamiques. Parmi ces derniéres, il faut signaler ’hypothalamus
postérieur, les noyaux ventromédian et suprachiasmatique, et les aires préoptiques médianes et
latérales. D’autres fibres se terminent dans le striatum ventral et dorsal, 4 savoir les noyaux caudé,
putamen et accumbens. Les structures limbiques telles que 1’amygdale, la formation hippocampale,
les noyaux médians et latéraux du septum, le noyau olfactif antérieur, les tubercules olfactifs, la
couche glomérulaire des bulbes olfactifs, et toutes les régions du cortex cérébral regoivent les
afférences de la voie ascendante ventrale (Tork, 1990).

La voie ascendante dorsale prend origine principalement dans les groupes cellulaires B7 et
B8. Elle projette vers les neurones mésencéphaliques (“mesencephalic grey™) ainsi que les colliculi

supérieurs et inférieurs. Eventuellement, la majorité des axones pénétrent dans le faisceau
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prosencéphalique médian ou ils se joignent a la voie ventrale ascendante pour former un systéme
ascendant commun.

Une troisi¢me voie prend origine dans les groupes cellulaires B2, B3 et BS, et ses projections
se terminent sur le cortex cérébelleux et sur les noyaux profonds du cervelet (Nieuwenhuys, 1985).

La quatriéme voie, beaucoup plus dispersée, innerve plusieurs structures du bulbe et de la
protubérance, notamment le Locus coeruleus, le noyau tegmental dorsal, I’olive inférieure, le noyau
solitaire, la formation réticulée rhombo-encéphalique, et plusieurs noyaux de nerfs craniens, dont le
trijumeau (Nieuwenhuys, 1985).
1.3  Aspects biochimiques du systéme noradrénergique
1.3.1 La biosynthése de la noradrénaline

Lanoradrénaline (NA) partage la méme voie de synthése que I’adrénaline et la dopamine. Ces
trois molécules sont synthétisées a partir de la L-tyrosine, un acide aminé essentiel (Figure 3). En
augmentant le taux de L-tyrosine dans la diéte, on peut augmenter sa concentration plasmatique et
augmenter le taux de synthése de ces catécholamines (Wurtman et Fernstrom, 1975). La L-tyrosine
est hydroxylée par la tyrosine hydroxylase (TH) pour produire la L-DOPA. Cette réaction oxydative
requiert de la bioptérine comme co-facteur (Shiman et coll., 1971). La TH est retrouvée dans toutes
les cellules qui synthétisent les catécholamines. Il existe quatre isoformes de cette enzyme dans le
cerveau humain, et il a été suggéré que la présence ou quantité relative de chaque isoforme différe
entre les différentes populations de neurones catécholaminergiques (Lewis et coll, 1993). Le géne
codant la tyrosine hydroxylase semble avoir une trés grande homologie de séquence avec celui de la
tryptophane hydroxylase. LaL-DOPA est ensuite décarboxylée par I’ AADC pour former la dopamine.

La dopamine est ensuite convertie en noradrénaline par la dopamine -hydroxylase, ou DBH, dans
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les cellules noradrénergiques et adrénergiques. Cette enzyme est principalement retrouvée liée aux
membranes internes des vésicules qui entreposent les catécholamines mais on retrouve aussi la forme
non-liée a I’intérieur de ces mémes vésicules. Dans la zone médullaire de la glande surrénale ainsi que
dans quelques neurones du tronc cérébral qui utilisent 1’adrénaline comme neurotransmetteur, la
noradrénaline est convertie par déméthylation en adrénaline a I’aide de la phényléthanolamine N-

méthyltransférase, ou PNMT.

1.3.2 Identification des voies Noradrénergiques

L’identification des voies noradrénergiques repose sur les travaux en histochimie de
fluorescence de Falck et ses collaborateurs (Falck et coll., 1962). En présence de formaldéhyde, la
noradrénaline se cyclise et présente a l'ultra-violet une fluorescence typique. Par ailleurs, les
techniques immunocytochimiques ont permis d’identifier les neurones noradrénergiques renfermant
la dopamine-f-hydroxylase (DBH), par opposition aux neurones dopaminergiques qui n’en
contiennent pas. Similairement, on peut différencier les neurones noradrénergiques des cellules
adrénergiques en fonction de la présence ou de I’absence de la PNMT (Halasz et coll., 1977; Pierre
et coll., 1997). De plus, les techniques d’hybridisation i situ ont permis de localiser les sites de
recapture de la noradrénaline et ainsi confirmer la neuroanatomie de ce systéme (Foster et coll.,
1991).
1.3.3 Les voies noradrénergiques

Le noyau Locus coeruleus du tronc cérébral et I’aire tegmentaire latérale constituent I’origine
du systéme noradrénergique central. Le Locus coeruleus, par rapport 4 I’aire tegmentaire présente

une densité plus élevée de neurones capables de synthétiser la noradrénaline (Leonard, 1997). Du
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Locus coeruleus émergent un faisceau ventral et un faisceau dorsal (ventral and dorsal bundles). La
voie ventrale innerve le tronc cérébral et I’hypothalamus, tandis que la voie dorsale envoie des
projections vers la moelle épiniére et le cervelet; certaines de ses fibres passent par le faisceau
prosencéphalique médian pour innerver le cortex cérébral et I"hippocampe (Grzanna et Fritschy,
1991). Les projections du Locus coeruleus vers le thalamus, le cortex cérébral, ’amygdale,
I’hippocampe et I’hypothalamus seraient impliquées dans I’affect (Moore et Bloom, 1979). Par
contre, les axones provenant de I’aire tegmentaire projettent sur des noyaux impliqués dans le systéme

moteur (Grzanna et Fritschy, 1991).

1.4  Les transporteurs sérotoninergiques et noradrénergiques

L’inactivation de la transmission sérotoninergique et noradrénergique se fait principalement
par un mécanisme de recapture par des sites, ou protéines, appelés transporteurs (Iversen, 1975). Il
existe deux catégories de transporteurs: les transporteurs vésiculaires et les transporteurs de la
membrane plasmatique (Nelson et Lill, 1994). Les transporteurs de la membrane plasmatique sont

hautement spécifiques pour un substrat.

1.4.1 La découverte du transporteur noradrénergique

L’existence de ce transporteur fut suggérée dés 1932 (Burn, 1932). Lorsque la noradrénaline
et 'adrénaline tritiées sont administrées par voie sanguine 4 faibles doses, la radioactivité se retouvait
dans les tissus périphériques, et ce principalement dans les neurones sympathiques (Axelrod et coll.,
1959; Withby et coll., 1961). Aprés destruction de ces neurones sympathiques, on observe une

diminution de la noradrénaline dans les organes périphériques (Zaimis et coll., 1965; Iversen et coll.,
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1966; Sjoqvist et coll., 1967). Apres Iésion des voies noradrénergiques ascendantes, on observe aussi
une diminution de la noradrénaline tritiée dans les fractions synaptosomales provenant des régions
qui recoivent ces voies (Kuhar, 1973). Ces résultats ont donc suggéré qu’il existait un mécanisme
de capture de la noradrénaline par les neurones sympathiques, et que I’action de ce neurotransmetteur
pourrait étre terminée, ou inactivée, par ce mécanisme apres sa libération dans la fente synaptique
(Amara et Kuhar, 1993). Ce phénoméne a été décrit sous le vocable de capture, ou uptake en anglais.
De plus, les substances pharmacologiques qui inhibent ce systéme de recapture augmentent la
neurotransmission de la noradrénaline alors que les médicaments qui inhibent le métabolisme de ce
neurotransmetteur n’ont pas d’effet (Iversen, 1967, 1975).

La biologie moléculaire a permis d’approfondir nos connaissances sur ces sites de recapture.
Le premier transporteur a étre cloné fut le site de recapture de ’acide y-amino-butyrique (GABA),
chez le rat, puis chez ’humain (Guastella et coll., 1990; Nelson et coll., 1990). Le transporteur de
la noradrénaline chez I'humain fit ensuite identifié (Pacholczyk et coll, 1991) par clonage
d’expression (“expression cloning”), suivi rapidement de I’identification des ADN complémentaires
(cDNA). Enfin, le clonage subséquent des transporteurs de la dopamine (Shimada et coll., 1991; Kilty
et coll., 1991; Giros et coll., 1991; Usdin et coll., 1991) et de la sérotonine (Hoffman et coll., 1991;
Blakely et coll., 1991) fut réalisé grice a la technique de la réaction de polymérisation en chaine
(PCR) et a leur homologie de séquence. Ces quatre transporteurs ainsi que ceux de la glycine, de la
taurine, de la proline, de la betaine/GABA et de la créatine appartiennent tous & une méme famille de
génes, soit celle des transporteurs dépendants du sodium et du chlore (Kitayama et Dohi, 1996;

Bonish et Eiden, 1998).
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1.4.2 Structure Moléculaire des Transporteurs Monoaminergiques

L’homologie de séquence entre les transporteurs des trois monoamines, soit la sérotonine
Figure 4a), la noradrénaline (Figure 4b) et la dopamine est trés élevée, et ces trois sites de recapture
consituent la sous-famille génique des transporteurs monoaminergiques (Kitayama et Dohi, 1996).
Ces transporteurs sont constitués d’environ 600 acides aminés qui forment 12 segments
hydrophobiques transmembranaires. On croit que leurs extrémités amine et carboxyle sont
intracellulaires. I1 existe une grande boucle entre les domaines transmembranaires 3 et 4, qui contient
des sites pour la glycosylation. De plus, il existe dans les domaines intracellulaires des sites de
phosphorylation qui pourraient interagir avec la protéine kinase C (PKC), la protéine kinase
dépendante de ’AMP cyclique (cCAMP) et la protéine kinase dépendante du calcium et de la

calmoduline (Ca™/calmoduline) (Kitayama et Dohi, 1996).

1.4.3 Evolution des Transporteurs

Les insectes et les vers sont les organismes les plus primitifs chez qui on a trouvé les
transporteurs dépendants du sodium et du chlore (Liu et coll., 1992). On pense donc que cette famille
de sites de recapture a divergé des autres il y a environ 0.5 milliard d’années. Il faut toutefois noter
qu’un gene hautement homologue & ceux de ces transporteurs a été trouvé chez des bactéries
thermophiles, bien que ceci pourrait &tre dii & une évolution convergente (Nelson et Lill, 1994). Il est
probable que I’émergence de la famille des transporteurs dépendants du sodium et du chlore ait été
concommitante avec le dévelopement des cellules neuronales (Nelson et Lill, 1994). Comme
I’homologie entre les transporteurs de la noradrénaline et de la dopamine est plus grande que celle

entre les transporteurs sérotoninergiques et ceux des catécholamines, on croit que ces derniers ont
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probablement divergé plus tot. Il est aussi intéressant de noter que les transporteurs ont

probablement précédé I’évolution des récepteurs (Nelson et Lill, 1994).

1.4.4 Mécanisme des transporteurs sérotoninergiques et noradrénergiques

Tous les transporteurs aminergiques ont les caractéristiques d’un systéme de transport
secondaire (Ross, 1982), ¢’est a dire que ces transporteurs:
¢ sont saturables.
¢ sont dépendants de la température et du sodium.
¢ requierent de I’énergie.
¢ sont inhibés par la ouabaine et les inhibiteurs spécifiques de recapture.

Le transport au niveau des sites de recapture monoaminergiques se fait par I'intermédiaire de
canaux ioniques (De Felice et Blakely, 1996; Sonders et Amara, 1996).

La recapture de la noradrénaline est absolument dépendante de la présence du sodium et du
chlore. Le transporteur doit premiérement lier un ion de sodium, puis un ion de chlore avant de
pouvoir lier la noradrénaline. Ces deux ions sont transportés comme des co-substrats (Harder et
Bonisch, 1985; Graefe et Bonisch, 1988). Pour la recapture de la sérotonine dans les neurones un ion
de sodium, puis une molécule de sérotonine protonée se lient au transporteur (voir figure 5). Le
chlore n’est pas nécessaire pour cette liaison, mais sa liaison est requise pour le transport. Il y a
ensuite une translocation de ces trois composantes, suite au changement de conformation du
transporteur. Le sodium, le chlore et la sérotonine sont ensuite dissociés du c6té cytoplasmique de
la membrane. Un ion de potassium se lie ensuite au transporteur qui retourne a sa conformation

d’origine et permet ainsi au cycle de recommencer (Marcusson et Ross, 1990). I1 faut toutefois noter
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que ce mécanisme de recapture de la sérotonine n’est pas le méme pour les neurones et les plaquettes.
En effet, lors de la recapture dans les plaquettes I'initiation du cycle requiert deux ions de sodium et
non pas un seul comme c’est le cas pour les neurones (Marcusson et Ross, 1990).

Il faut noter que sous certaines conditions expérimentales, le transporteur de la dopamine peut
étre responsable de la recapture de la sérotonine. De plus, dans certaines régions du cerveau, la
recapture de la noradrénaline par son transporteur est le principal mécanisme responsable de
’inactivation de cette icatécholamine (Frazer et Daws, 1998). Le mécanisme de transport pour ce

transporteur est similaire & celui de la sérotonine (Bénish et Briiss, 1994).

1.4.5 Régulation des transporteurs sérotoninergiques et noradrénergiques

L’expression des transporteurs est sujette & une régulation. Il est raisonnable de spéculer que
la phosphorylation pourrait contréler soit la densité soit I’activité des transporteurs sérotoninergiques
et noradrénergiques d’une maniére similaire a la régulation des récepteurs couplés aux protéines G
(Levitan, 1994; Fergusson et coll., 1996). Les agents qui augmentent les niveaux de cAMP, la toxine
du choléra et la forskoline causent une régulation & la hausse du transporteur sérotoninergique dans
des cellules issues d’une lignée de cellules placentaires choriocarcinomateuses humaines (Cool et
coll., 1991). Par contre, un autre groupe de chercheurs a trouvé une régulation a la baisse de la
recapture sérotoninergique dans des cellules PC12 du rat suite a ces traitements (King et coll., 1992).
Ces résultats suggerent que la régulation des transporteurs pourrait différer selon I’espéce (Kitayama
et Dohi, 1996) ou selon le type de cellules.

L’expression génique du transporteur sérotoninergique est régul€e in vitro par des voies de

messagers secondaires dépendantes et indépendantes de I’cAMP. De plus, leur expression in vivo
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peut étre influencée par les hormones stéroidiennes ainsi que par les antidépresseurs (Bradley et
Blakely, 1997). Récemment, certains polymorphismes ont été décrits pour le promoteur du géne du
site de recapture sérotoninergique humain, et ces polymorphismes paraissent avoir un impact sur
Pexpression de ce géne et de sa protéine (Lesch et coll., 1996).

La glycosylation pourrait aussi jouer un réle régulatoire. Cette réaction semble en effet étre
nécessaire pour la stabilité optimale du transporteur sérotoninergique dans la membrane plasmique,

mais elle n’aurait aucun effet pour la liaison du substrat et sa translocation (Tate et Blakely, 1994).

1.4.6 Localisation des transporteurs sérotoninergiques et noradrénergiques

L’expression des transporteurs monoaminergiques n’est pas restreinte au systéme nerveux
central. L’expression des sites de recapture sérotoninergiques et noradrénergiques n’est pas confinée
aux neurones qui synthétisent respectivement ces substances (Bonisch et Eiden, 1998). Il faut aussi
noter que ces neurotransmetteurs, en particulier la noradrénaline, peuvent aussi étre retirés de
I’espace synaptique, apres qu’ils aient été reldchés par un neurone, par des cellules adjacentes non-
neuronales, telles que les syncytiotrophoblastes plancentaires humains (Ramamoorthy et coll., 1993)
et les cellules myométriales du lapin (De La Lande et coll., 1991). Ce transport est une voie
importante pour I’inactivation de ces neurotransmetteurs (Schémig, 1994).

En se basant sur des études réalisées avec les transporteurs dopaminergiques, on croit que les
transporteurs des monoamines sont localisés sur les membranes périsynaptiques et sur les segments
entre les varicosités de la membrane neuronale. Ils seraient absents des membranes du corps cellulaire

et de I’espace synaptique (Nirenberg et coll, 1996, 1997).
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1.5 Implication de la sérotonine et de la noradrénaline dans la dépression et les troubles

affectifs

1.5.1 Les années 1950

Un des dévelopements neuropsychopharmacologiques les plus importants de ce siecle fut la
découverte, en 1952, de la chlopromazine (Largactil™), un dérivé de la phénothiazine comme agent
antipsychotique (Maj, 1995). Les chercheurs essayaient de trouver des substances pharmacologiques
de structure similaire qui pourraient aussi avoir une action neuroleptique. C’est ainsi que I’imipramine
(Tofranil™) fut découverte en 1957. Ce médicament s’avéra n’avoir aucune propriété
antipsychotique, mais par contre étre efficace pour le traitement de la dépression (Kuhn, 1958).

Dans ces années, on traitait la tuberculose avec I’iproniazide (Marsilid™). Ce médicament
antituberculeux avait beaucoup d’effets secondaires. On s’apercut ainsi que certains patients qui
recevaient ce traitement devenaient euphoriques (Kline, 1958). L’ipronazide est un inhibiteur de la
monoamine oxydase (MAQO). Les compagnies pharmaceutiques commencérent donc a tester d’autres
inhibiteurs de la MAO sur des modéles animaux de dépression (Richelson, 1991).

La réserpine provient de la plante Rauwolfia serpentina. Cette plante est connue et utilisée
depuis des siécles par la médecine populaire indienne (Maj, 1995). En 1931, on suggéra cette
substance pour le traitement de la haute pression artérielle de 1’ “insanité ” (Sen et Bose, 1931). Dans
ce cas, I’ “insanité” n’était pas la dépression, mais son antipode la manie. Il faut aussi noter que la

réserpine cause un état dépressif chez 10% des sujets humains (Goodwin et Bunney, 1971).
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1.5.2 Les théories biologiques de la dépression

Au début des années 1960, des groupes de chercheurs ont démontré que I’imipramine et ses
dérivés chimiques agissent en bloquant la recapture de la sérotonine (Alpers et Himwich, 1969) et de
la noradrénaline (Axelrod, 1971). Cette observation, combinée au fait que la réserpine diminue les
niveaux de noradrénaline et de sérotonine, ont poussé Schildkraut a émettre sa théorie biogénique
de la dépression (Schildkraut, 1965), selon laquelle cette pathologie serait diie & un déréglement dans
un des trois systémes monoaminergiques.

Au début des années 1970, Prange et ses collégues ont proposé 'hypothése “permissive des
troubles affectifs” (Prange et coll., 1974). Selon ces auteurs, la psychose maniacodépressive aurait
comme base physiopathologique des niveaux bas de sérotonine. L’état affectif serait par contre relié
au niveau de noradrénaline. Ainsi I’état dépressif se manifesterait lorsque les niveaux de sérotonine
et de noradrénaline sont abaissés. Par contre lorsque le niveau de sérotonine est abaissé et que le
niveau de noradrénaline est élevé, Iétat de manie prévaudrait. Comme 1’anomalie sérotoninergique
serait primaire, le traitement spécifique de cette psychose devrait étre basé sur la normalisation des
niveaux s€rotoninergiques.

L’hypothese de Prange pourrait étre reliée au “modéle bidimensionnel” des troubles affectifs
(Emrich et Wolf, 1990), selon lequel il y aurait deux centres dans le cerveau qui contrdleraient
Phumeur (mood). Ces centres pourraient s’influencer mutuellement, et chacun pourrait étre influencé
indépendamment par des traitements pharmacologiques. Ce modéle a été développé afin d’expliquer
I’absence de différences d’efficacité entre les traitements affectant le systeéme sérotoninergique et ceux
qui influencent le systéme noradrénergique (Emrich et coll., 1987).

De nos jours, on croit que ces hypothéses restent un peu trop simplistes (Meltzer, 1991;
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Nestler, 1998; Nemeroff, 1998) puisque tous les systémes monoaminergiques peuvent interagir entre

eux. De plus d’autres systémes non-monoaminergiques pourraient étre aussi impliqués.

1.5.3 Kvidences de Pimplication du systéme sérotoninergique dans la dépression

En 1976, Asberg et ses collaborateurs ont démontré que le niveau de I’acide 5-hydroxyindole-
3-acetique, ou 5-HIAA, qui est le métabolite principal de la sérotonine, était significativement diminué
dans le liquide céphalo-rachidien (CSF) chez 40% des patients déprimés, et ont suggéré une
distribution bimodale de ces patients en fonction de cette caractéristique biochimique (Asberg et coll.,
1976b). De plus, ils ont observé que les patients présentant une concentration faible de 5-HIAA dans
le CSF avaient une prévalence élevée de tendance suicidaire (Asberg et coll., 1976a). Des études plus
récentes semblent confirmer que le niveau de 5-HIAA dans le CSF pourrait servir de prédicteur du
suicide et de I'aggressivité ainsi que pour des problémes d’impulsivité (Golden et coll., 1991).

Comme mentionné précédemment, on sait depuis longtemps que la réserpine et la
p-chlorophénylalanine, qui réduisent le niveau endogéne de sérotonine, peuvent causer un €tat
émotionnel dépressif (Owens et Nemeroff, 1994). De plus, certaines études ont rapporté que le
niveau plasmique du précurseur de la sérotonine, le L-tryptophane, serait réduit chez les patients
déprimés ( Meltzer et Lowy, 1987; Quintana, 1992). Un repas pauvre en cet acide aminé essentiel
peut précipiter, trés rapidement aprés son ingestion, une rechute chez des patients dont la dépression
est contr6lée par un traitement antidépresseur (Delgado et coll., 1990). Le tryptophane a été suggéré
comme médicament potentiel, et une étude épidémiologique a estimé a 10 millions le nombre de
personnes qui ont augmenté leur consommation de cet acide aminé essentiel (Roberts, 1990). 11 est

important de signaler que le tryptophane n’augmente pas seulement les taux sanguins de sérotonine,
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mais aussi celui d’autres protéines (Garrett et coll., 1984). Ainsi, de fortes doses de L-tryptophane
augmentent la concentration de sérotonine extracellulaire par un facteur de deux, mais aussi celle de
I’acide quinolique, une excitotoxine issue d’une autre voie métabolique, par un facteur de 80 (During
et coll., 1989).

Les inhibiteurs de la MAO, les tricycliques et les inhibiteurs sélectifs de la recapture
sérotoninergique ( “Selective Serotonin Re-uptake Inhibitors”, ou SSRIs) induisent pour la plupart
une augmentation de la sérotonine au niveau du systéme nerveux central, soit en inhibant son
catabolisme (inhibiteur de la MAO), soit en réduisant sa recapture par le blocage des transporteurs
et prolongeant ainsi sa durée d’activité (tricycliques et SSRIs) (Frazer, 1997). De Montigny et
Aghajanian (1978) furent les premiers a rapporter qu’un traitement aux antidépresseurs tricycliques
augmentait ’excitabilité des neurones du cerveau antérieur a la sérotonine et le traitement aux
électrochocs (ECT) semble avoir le méme effet (de Montigny, 1984).

La fluoxétine fut le premier SSRI a étre décrit (Wong et coll., 1974; Fuller, 1974). Depuis,
plusieurs autres SSRIs ont été développés (Richelson, 1996; Stahl, 1998). Ces médicaments ont des
structures moléculaires trés différentes, mais sont regroupés sous le terme de SSRIs a cause de leur
action pharmacologique commune (Fuller, 1991). Ces médicaments sont mieux tolérés que les
inhibiteurs de la MAO et les tricycliques, parce qu’ils causent moins d’effets indésirables. Malgré tout,
les patients traités aux SSRIs se plaignent de nausées, de céphalées et souvent de dysfonction sexuelle
(Nemeroff, 1998). Des études post-mortem sur des cerveaux humains ont démontré une diminution
marqueée des transporteurs sérotoninergiques chez les patients déprimés (Stanley et coll., 1982; Perry
et coll, 1983). De plus, des études effectuées sur des plaquettes provenant de patients déprimés ont

confirme une diminution de sites de recapture sérotoninergique (Briley et coll., 1980; Paul et coll.,
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1981; Nemeroffet coll., 1988). Plus récemment, des études de tomographie par émission de positrons
(“Positron Emission Tomography”; PET) ont démontré que les patients souffrant de dépression
avaient un profil d’utilisation de glucose différent des sujets normaux. On observe en effet une
diminution significative du métabolisme glucidique cérébral chez le malade (Mann et coll., 1996). De
plus, une autre étude in vivo chez ’humain a montré une réduction de la densité des transporteurs

sérotoninergiques chez les patients souffrant de dépression majeure (Malinson et coll., 1998).

1.5.4 Evidences de Pimplication du systéme noradrénergique dans la dépression

Bien que le systéme sérotoninergique semble clairement impliqué dans la dépression, certains
auteurs doutent que ce neurotransmetteur soit le seul impliqué (Staley et coll., 1998).En effet, Ie
systéme noradrénergique joue vraisemblablement unrdle dans I’étiopathogénie de la maladie, puisque
les inhibiteurs de la MAO et les tricycliques affectent ce systéme de neurotransmission au méme titre
que la transmission sérotoninergique.

11 existe des anomalies aux niveau des adrénorécepteurs des plaquettes sanguines chez les
patients humains souffrant de dépression (Murphy et coll., 1974; Leonard, 1984).

Une nouvelle classe de substances pharmacologiques qui bloquent exclusivement les
transporteurs noradrénergiques a été développée vers la fin des années 1980. Ces substances, comme
’oxaprotiline (Delini-Stula et Mogilnicka, 1988) et la reboxetine, sont connues sous le nom de

“NorAdrenergic Re-uptake Inhibitors”, ou NARISs.
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1.6 La problématique du délai thérapeutique

Il existe un délai entre I'amorce d’un traitement aux antidépresseurs et la réponse
thérapeutique au traitement. L’efficacité antidépressive de ces molécules ne peut donc étre attribuée
a leurs effets aigus sur la neurotransmission. Par ailleurs, i faut signaler que
I’électroconvulsivothérapie comporte elle aussi un délai thérapeutique (Carlsson, 1981). Cette
réponse retardée pourrait s’expliquer par des adaptations physiologiques chroniques, telles que
I’activation chronique des récepteurs adrénergiques de type 3. Pour appuyer ce point, Vetulani et ses
collégues (1976) ont rapporté que 1’administration chronique des tricycliques, mais non leur
administration aigiie, entrainait en présence de noradrénaline une désensibilisation de la synthése de
cAMP dans des tranches du cerveau antérieur de rat. Cette désensibilisation était accompagnée d une
diminution du nombre de récepteurs adrénergiques [} pour certains antidépresseurs, mais pas tous
(Banerjee et coll, 1977). Ces adaptations pourraient aussi affecter les autorécepteurs
s€rotoninergiques ou noradrénergiques. En effet, le délai thérapeutique pourrait étre causé par une
désensibilisation qui s’effectuerait plus rapidement au niveau des récepteurs présynaptiques qu’au
niveau des récepteurs post-synaptiques (Svenssonet coll., 1981). Certaines études ont aussi démontré
une régulation a la baisse des récepteurs sérotoninergiques 5-HT2 (Andree et coll,, 1986). Ces
régulations a la baisse sont intéressantes puisqu’elles correspondent sur le plan temporel au début de
Pactivité antidépressive (Sulser, 1983). Il est aussi possible que les transporteurs sérotoninergiques
et noradrénergiques soient régulés par le traitement chronique aux antidépresseurs, et que cette

adaptation physiologique puisse expliquer, du moins en partie, le délai thérapeutique.
Il est intéressant de noter que les effets indésirables des antidépresseurs sont plus sévéres au

cours des premiéres semaines de traitement qui précédent ’activité antidépressive. Ces effets
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secondaires pourraient impliquer des récepteurs postsynaptiques cholinergiques ou des récepteurs

adrénergiques, et contribuer aussi au délai avant qu’il n’y ait adaptation (Carlsson, 1981).

1.7 Molécules antidépressives utilisées dans cette étude

1.7.1 La désipramine

La désipramine (Norpramin™, Pertofrane™) est un tricyclique qui posséde la structure
moléculaire d’une amine secondaire et qui bloque presque exclusivement la recapture de
noradrénaline (Richelson, 1994; Tatsumi et coll., 1997). Des études antérieures ont démontré une
diminution de transporteurs noradrénergiques suite a un traitement chronique avec cette amine (Bauer
et Tejani-Butt, 1992). Cette réduction ne serait pas liée & I’ ARN messager (mRNA) du transporteur
noradrénergique puisque cet ARN messager augmente lors d’un traitement a la désipramine (Szot
et coll., 1993; Shores et coll., 1994). Avec un traitement chronique a la désipramine Cheetham et ses
collegues (1993) n’ont trouveé aucun changement dans la densité des transporteurs sérotoninergiques.
Par contre deux études ont démontré une diminution de ces sites de recapture suite au traitement a

la désipramine (Bauer et Tejani-Butt, 1992; Zhu et Orway, 1997).

1.7.2 La trimipramine

La trimipramine (Surmontil™) est un antidépresseur tricyclique efficace (Settle et Ayd,
1980), mais anypique. Comme la plupart des tricycliques, elle a été originellement synthétisée comme
agent antihistaminique (Tatsumi et coll., 1997). A I’encontre des autres antidépresseurs, elle n’a pas

d’effet sur le sommeil paradoxal (Berger et Riemann, 1993). Elle ne bloque que trés faiblement la
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recapture de la sérotonine et de la noradrénaline (Jones et Olpe, 1984), ce qui suggére que cette
action de bloquage n’est pas a la base de son efficacité thérapeutique (Richelson, 1994). Son
administration chronique n’entraine pas une régulation a la baisse des adrénocepteurs de type
(Kopanski et coll., 1983; Hauser et coll., 1985). Par contre, ce médicament a la méme affinité pour
le récepteur dopaminergique D, que la clozapine, un antipsychotique efficace, ce qui laisse penser
qu’il pourrait agir sur le systéme dopaminergique. Son utilisation a méme été suggérée pour le
traitement de la schizophrénie (Eikmeier et coll., 1991). Une étude récente a décrit une régulation a
la hausse des récepteurs dopaminergiques D, ,, ainsi que des adrénocepteurs de type ¢, (Maj et coll.,
1998).Cette observation n’a pas, & notre connaissance, été confirmée. Par contre, la trimipramine ne

semble pas affecter la densité des sites de recapture sérotoninergiques (Dewar et coll., 1993).

1.7.3 La fluoxétine

La fluoxétine (Prozac™) est le premier inhibiteur sélectif de recapture sérotoninergique a étre
synthétisé. Cette molécule a une demie-vie de deux a quatre jours, et son métabolite actif, la
norfluoxétine une demie-vie de sept a quatorze jours (Van Moffaert et coll., 1995). La fluoxétine est
hautement sélective dans son action pharmacologique sur le transporteur sérotoninergique (Richelson,
1994). Ce médicament n’entraine pas la régulation a la baisse des récepteurs adrénergiques de type
B (Fuxe et coll, 1983; Wang et coll., 1985; Baron et coll., 1988). Ses effets sur les récepteurs
sérotoninergiques 5-HT,, et 5-HT, sont controversés. En effet, certaines études ont rapporté une
régulation a la baisse des récepteurs 5-HT,, (Peroutka et Snyder, 1980; Dumbrille-Ross et Tang,
1983; Welner et coll., 1989), mais d’autres chercheurs n’ont pas observé de changements de leur

densité lors d’un traitement a la fluoxétine (Hwang et coll., 1980; Stolz et coll., 1983; Fuxe et coll.,



32

1983). Certaines études ont rapporté soit une augmentation des récepteurs 5-HT2 (Dumbrille-Ross
et Tang, 1983; Wamsley et coll., 1987; Hrdina et Vu, 1993), soit une diminution de ces récepteurs
(Stolz et coll., 1983; Eison et coll., 1991) soit enfin une absence d’effet (Peroutka et Snyder, 1980;
Fuxe et coll., 1983). La méme inconsistence est retrouvée avec les transporteurs sérotoninergiques;
ainsi, méme si certaines études ont signalé une régulation a la hausse des transporteurs
sérotoninergiques avec un traitement chronique a la fluoxétine (Hrdina et Vu, 1993), d’autres auteurs

n’ont observé aucune altération (Dewar et coll., 1993; Gobbi et coll., 1997).

1.7.4 La venlafaxine

Bien que la venlafaxine (Effexor™) ait été souvent décrite comme un inhibiteur de la
recapture de la sérotonine et de la noradrénaline, ce n’est pas tout a fait le cas. En effet, les propriétés
pharmacologiques de la venlafaxine dépendent de la dose utilisée. Ainsi & faibles doses, elle agit
essentiellement comme un SSRI. A doses moyennes elle bloque en plus la recapture de la
noradrénaline. Enfin, 4 trés fortes doses elle inhibe en plus la recapture de la dopamine (Muth et coll.,
1986; Bolden-Watson et Richelson, 1993; Stahl, 1998). Il faut noter qu'une étude sur les
transporteurs monoaminergiques humains a classé la venlafaxine comme étant un SSRI (Tatsumi et
coll,, 1997). La capacité de la venlafaxine a bloquer les transporteurs monoaminergiques in vifro est
faible par comparaison a celle de la paroxétine, pour les transporteurs sérotoninergiques, et a celle
de la désipramine, pour les sites de recapture noradrénergiques (Bolden-Watson et Richelson, 1993,
Béique et coll, 1998). La venlafaxine n’a aucune action sur les récepteurs cholinergiques,
histaminiques, et adrénergiques (Goldberg, 1995), ce qui explique peut-étre le peu d’effets

indésirables rapportés avec ce médicament. Son métabolite actif principal, la O-desméthyl-venlafaxine
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(ODV), est produit dans le foie par le systéme du cytochrome P450 D6, et montre un profil
pharmacologique similaire 4 la substance mére. La demi-vie plasmatique de la venlafaxine est de cinq
heures environ, et celle de la ODV de onze heures. Des études cliniques ont démontré son efficacité
dans le traitement de la dépression majeure (Schweizer et coll., 1991; Montgomery, 1993). Son
intérét thérapeutique serait li¢ a une réduction notable du délai thérapeutique habituel des SSRIs,

voire des tricycliques (TCA) (Rickels, 1991; Montgomery, 1995).



Chapitre II- La Problématique
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Il a été clairement démontré que I’administration de la plupart des antidépresseurs altére le
nombre de sites de liaison (Bmax) de certains récepteurs neurochimiques, en particulier une
diminution des récepteurs adrénergiques de type B. Récemment, il a été aussi démontré que les sites
de recapture, ou transporteurs, des neurotransmetteurs peuvent étre modifiés suite & un traitement
pharmacologique (Carli et coll., 1997).

Nous avons donc décidé d’examiner I'effet de I’administration chronique d’antidépresseurs
sur les transporteurs afin de déterminer si ceux-ci étaient sujets a une régulation suite aux traitements
pharmacologiques.

Puisque la majorité des antidépresseurs agissent en bloquant directement la recapture, soit de
la noradrénaline (e.g. DMI), soit de la sérotonine (e.g. FLU), soit des deux (e.g. VEN), nous avons
spécifiquement examiné les transporteurs de la noradrénaline (NAT) et de la sérotonine (SET) apres
un traitement chronique de différents antidépresseurs. Nous avons choisi quatre antidépresseurs,
ayant des mécanismes d’action pharmacologique différents sur les SETs et les NATs (voir tableauTI).

Pour chacun des deux transporteurs ciblés par cette étude, nous avons comparé entre eux les
médicaments qui avaient une action directe de blocage, puis ceux qui n’avaient pas d’action directe
de blocage. Par la suite nous avons contrasté les antidépresseurs “bloqueurs” et les “non-bloqueurs”,
et finalement nous avons comparé les groupes traités aux antidépresseurs avec le groupe témoin. Ces
comparaisons ont été effectuées dans plusieurs régions cérébrales du rat. De plus, pour les régions
corticales, nous avons divisé ces aires en couches laminaires afin d’examiner la distribution des deux
transporteurs dans celles-ci et de déterminer si les traitements avaient un effet différent selon les

couches et les régions.
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Tableau I - Actions des Traitements Pharmacologiques:

Traitement A- Actions Noradrénergiques B- Actions sérotoninergiques
Désipramine: Bloque les transporteurs NA Aucune action
(Tricyclique
Classique)
Trimipramine: Aucune action Aucune action
(Tricyclique
Atypique)
Fluoxetine: Aucune action Bloque les transporteurs 5-HT
(SSRI)
Venlafaxine: Bloque les transporteurs NA Bloque les transporteurs 5-HT
(SNRI)
Salin Aucune action Aucune action




Chapitre III - Analyses Statistiques
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3.1  Analyses a priori

Les données expérimentales, exprimées en femtomoles/milligramme de protéines ont été
résumées de facon descriptive en utilisant, pour chaque région cérébrale évaluée et pour chaque
médicament administré, la moyenne arithmétique et I’erreur-type de cette moyenne.

La signification statistique des différences observées entre les moyennes des cinq traitements
pharmacologiques a été estimée pour chaque région cérébrale séparément en utilisant une analyse de
variance (ANOVA) pour groupes paralleles. Cette analyse a permis de démontrer qu’il n’existait
jamais au test du x* de Bartlett (Winer, 1971) une hétérogénéité de variance dans Dlerreur
expérimentale des cingq groupes. Cette condition d’application de 1’analyse de variance est la méme
qui sous-tend le test de “¢” de Student (Winer, 1971) ou I’analyse de Dunnett. En absence
d’hétérogénéité des variances dans ’erreur expérimentale, I’analyse de variance, tout comme le test
de “t” de Student pour deux groupes (Winer, 1971) utilise une variance résiduelle globale (Winer,
1971). La variation observée entre les moyennes des cinq groupes expérimentaux est par la suite
représentée par quatre sources de variation, dont la somme représente la variation totale des
traitements. Ces comparaisons dites a priori, ou orthogonales, réferent a la problématique du projet
de recherche. Comme les effectifs pour le premiére série avec la [*H]nisoxetine étaient inégaux, les
coefficients polynomiaux furent orthogonalisés selon la procédure de Gram-Schmidt (Draper et
Smith, 1981). Ainsi dans I’évaluation de la liaison de la [*H]nisoxetine aux transporteurs
noradrénergiques (voir tableau 1a) nous avons comparé la trimipramine (TRI) a la fluoxétine (FLU),
ces deux médicaments n’affectant pas sur un plan théorique la liaison de la [*H]nisoxetine. De fagon
similaire nous avons comparé la désipramine (DMI) a la venlafaxine (VEN), ces deux molécules

inhibant directement les transporteurs noradrénergiques. Nous avons ensuite contrasté les inhibiteurs
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(DMI et VEN) aux non-inhibiteurs (FLU et TRI). Finalement, I’ensemble des médicaments
pharmacologiquement actifs fut comparé au groupe témoin. Pour I’évaluation de la liaison du
[*H]citalopram aux transporteurs sérotoninergiques, le méme modele conceptuel fut utilisé (voir
tableau Ib). Ainsi la DMI fut comparée & la TRI, la FLU a la VEN, les deux tricycliques aux
hétérocycliques, et ’ensemble des molécules pharmacologiques au groupe témoin.

Dans certains cas, il nous a paru pertinent, a ’intérieur de la méme région, de comparer la
densité de liaison des ligands entre des couches superficielle, intermédiaire, voire profonde. Le modéle
des cinq groupes paralleles est alors couplé & un facteur de sous-divisions laminaires en mesures
répétées. En effet, chaque rat sert alors de son propre témoin. Il s’agit essentiellement de la méme
analyse que précédemment (ANOV A) mais appliquée & un plan factoriel (facteur laminaire X facteur
médicament). Les comparaisons a priori (Tableau Ia et Ib) ont été effectuées en regard des sous-
divisions laminaires pour rechercher leurs similitudes (pas d’interaction) ou leurs différences
(interaction) potentielles.

Pour toutes les analyses effectuées, un seuil critique de signification statistique de 5% a été

utilisé (o = 0.05).

3.2  Analyses a Postériori

Nous n’avons pas procédé a des analyses a postériori vu que nous avions un modele
expérimental conceptuel. En effet dans le plan expérimental le plus simple, soit cing groupes
paralleles, il eut fallu procéder a dix tests de “¢#” de Student et accepter ainsi dix erreurs
expérimentales par variable. Dans le cas d’une factorielle 2 x 5, 45 tests de “t” auraient dii étre

effectués et pour une factorielle de 3 x 5, 105 tests de “¢” eussent été nécessaires. La correction de
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Bonferroni exigeant que la probabilité observée soit multipliée par le nombre possible de
comparaisons, il eut été impossible de dégager les comparaisons significatives non seulement sur le
plan statistique mais aussi sur le plan biologique. Les comparaisons de Dunnett, un peu moins
restrictives que les tests de “¢” multiples sur la probabilité des différences, n’ont pas été recherchées.
En effet cette étude ne représentait pas pour nous un dépistage d’activité pharmacodynamique ou
Pactivité des médicaments était tout a fait inconnue. Si le but recherché était seulement de corroborer
ou non des résultats publiés par d’autres chercheurs dans des conditions expérimentales mal définies
et pas nécessairement similaires aux ndtres, nous aurions certes utilisé ce modele pour une étude

pilote.
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Abstract

Tricyclic antidepressants and serotonin (5-HT) uptake inhibitors rapidly block uptake sites, or
transporters; however, their therapeutic effects are only seen after 2 to 3 weeks of treatment. Thus,
direct blockade of 5-HT and noradrenaline (NA) transporters cannot account entirely for their clinical
efficacy, and other long-term changes may be involved. Adult Sprague-Dawley rats were treated for
21 days with daily injections of either desipramine, trimipramine, fluoxetine or venlafaxine; a fifth
group that was used as a control, received daily saline injections. Identified cortical areas,
hippocampal divisions and nuclei raphe dorsalis, raphe medialis and locus coeruleus were examined
by quantitative autoradiography using [*H]citalopram to label 5-HT transporters, or [*H]nisoxetine
for NA transporters. The treatments with desipramine and trimipramine, which do not directly inhibit
5-HT uptake compared to the 5-HT uptake blockers fluoxetine and venlafaxine, lead to increases in
5-HT transporter densities in cingulate, agranular insular and perirhinal cortices. For NA transporters,
increases in [*H]nisoxetine binding were found in the trimipramine- and fluoxetine-treated animals
versus the animals treated with the NA uptake site blockers desipramine and venlafaxine, ; this
generalized up-regulation was observed in all regions examined. Also, there was a decrease in NA
transporters in the locus coeruleus of desipramine-treated animals as compared to the VEN treated
ones. The present study allowed us to document differential effects of antidepressants on 5-HT and
NA transporters in the rat forebrain, and indicates that these drugs have distinct consequences in

specific brain areas.
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Introduction

Clinical observations as well as numerous experimental findings have implicated central
monoaminergic systems in depression and related mood disorders (Schildkraut 1965; Richelson1991;
Heninger et al 1996). Moreover, most of the currently prescribed antidepressants presumably affect
monoamine levels by affecting directly either serotonin (5-HT), or noradrenaline (NA) transporters,
or both (Frazer 1997). Although the direct blockade of such uptake sites can account for an acute
elevation of the respective neurotransmitters causing a down-regulation of monoamine receptors, or
a decreased production of intracellular second messengers (Charney et al 1981), it does not
temporally correlate with the therapeutic effects of these drugs, which only appear 2 to 3 weeks after
the onset of treatment. Therefore, it was deemed of interest to further examine the distribution, or
topology, as well as the properties of transporters that underlie the purported mechanism of action
ofantidepressant drugs. It is also generally accepted that 5-HT, NA and related transporters are quite
stable proteins, and that their primary ligand recognition sites are less likely than pharmacological
receptors to be subjected to regulations in response to changes in neurotransmitter levels due to drug
treatment. However, recent studies have demonstrated that changes in 5-HT transporters can indeed
occur. For example, there have been reports of [*H]citalopram binding increases following chronic
lithium treatment (Carli and Reader 1997) as well as after administration of L-tryptophan, thiamine
and amantadine (Le Marec et al 1998). If such adaptative modifications of transporters can occur
following the chronic administration of antidepressants, they could perhaps underlie their delayed

onset of effects.

An increasing body of evidence has proposed important interactions between the serotoninergic
and noradrenergic systems in animal models as well as in clinical cases of depression (Potter 1996).

Some of these interactions can occur at the classical postsynaptic receptor level, due to changes in
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endogenous levels of neurotransmitters, or to alterations in the expression of receptor proteins.
However, there could be changes in these interactions at the presynaptic level, due to alterations in
the specific NA and/or 5-HT transporters, or uptake sites that constitute the main mechanism of
inactivation for these transmitters and at the same time are target of antidepressant compounds.
Therefore, it is important to examine if and how chronic antidepressant treatments affect both the 5-
HT and the NA uptake sites, and this is now possible with the availability of novel markers for these
transporters. Although a few previous studies have examined the effect of antidepressants on 5-HT
(Dewar et al 1993; Hrdina and Vu 1993) or on NA transporters (Bauer and Tejani-Butt 1992), they

have not studied the effects of antidepressants on both types of uptake sites concurrently.

The classical tricyclic antidepressant desipramine (DMI) is well known to potently block NA
transporters, but has practically no affinity for the 5-HT system (Richelson 1996). Indeed, previous
studies (Bauer and Tejani-Butt 1992) had already shown that treatment with DMI leads to a
reduction of [*H]nisoxetine binding in some areas of the rat brain. The compound fluoxetine (FLU)
is a very selective 5-HT re-uptake inhibitor, or SSRI; it binds potently, and almost exclusively to
5-HT transporters (Richelson 1996). The novel antidepressant venlafaxine (VEN) has been classified
as a 5-HT and NA re-uptake inhibitor, or SNRI; however, it blocks 5-HT transporters more potently
than NA uptake sites (Richelson 1996). Finally, trimipramine (TRI) is an atypical tricyclic
antidepressant which inhibits neither NA nor 5-HT transporters (Richelson 1996), and to date its

exact antidepressant mechanism of action has eluded explanations (Berger and Gastpar 1996).

The aim of the present study was to contrast the effects of these antidepressants, and determine
if and how these compounds affect 5-HT and NA uptake sites, or transporter proteins. The 5-HT
transporters were labelled with [*H]citalopram (Hyttel 1982); this ligand is an excellent marker of 5-

HT uptake sites (D’ Amato et al 1987; Plenge et al 1991; Arranz 1994) and particularly suitable for
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autoradiographic surveys (Duncan et al 1992; Strazielle et al 1996; Carli and Reader 1997; Le Marec
et al 1998). The NA transporters were studied with [*H]nisoxetine (Wong et al 1982), a selective
radioligand suitable for homogenate binding (Tejani-Butt et al 1990) as well as for autoradiographic

studies (Charnay et al 1995; Gehlert et al 1995; Tejani-Butt 1992).

Methods and Materials

Animals and Treatments

This study was carried out with adult male Sprague-Dawley rats (300-350g) purchased from Charles
River (St-Constant, Québec). All animal procedures were in strict accordance with the Guide for the
Care and Use of Experimental Animals (Canadian Council on Animal Care, 1993) and the protocols
were approved by the Comité de Déontologie pour I’ Expérimentation Animale of the Université de
Montréal. The rats were treated for 21 days by daily i.p. administration of desipramine HCI (Sigma
Chemical Co.; St. Louis, MO; DMI, 10 mg/Kg), fluoxetine HCI (Lilly Research Laboratories; FLU,
2 mg/Kg), trimipramine (Rhone-Poulenc; TRI, 5 mg/Kg) or venlafaxine HCl (Wyeth-Ayerst
Research; VEN, 5 mg/Kg); a fifth group of control rats received daily equivalent volumes of saline.
Each group consisted of six rats. The animals were killed by decapitation 72 hours after the last
injection, their brains quickly removed, frozen in N- methylbutane cooled to -40°C with liquid

nitrogen, and then stored at -80°C.

Radioligand binding procedures

The frozen brains were serially cut into 20pum thick coronal sections with a cryostat; the sections were
mounted on 0.2% gelatin / 0.033% chromium potassium sulfate coated slides, and kept at -80°C until
use. The sections (three slides per animal, i.e. two for total binding, and one for non-specific labelling)
were preincubated for 15 min at 25°C in Tris-HCI 50 mM buffer at pH 7.40, containing either 120
mM NaCl and 5 mM KCl, or 300 mM NaCl and 5§ mM KCl, for 5-HT and NA transporters,
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respectively. For 5-HT transporters, the slides were transferred to a fresh incubation buffer containing
2 nM [*H]citalopram (DuPont, Boston, MA; 81 Ci/mmol). Non-specific labelling was determined
with 20 pM (final concentration) of fluoxetine HCI; the incubation proceeded for 120 minutes at
25°C. For NA transporters, the incubations were carried out with 3 nM [*H]nisoxetine (Amersham,
Arlington Heights, IL; 85 Ci/mmol) at 4°C for 4 hours, and non-specific labelling was determined
with 1 uM (final concentration) of mazindol (Sandoz). The slides were then washed in ice-cold (0-
4°C) buffer (4 x 2 min for [*H]citalopram and 3 x 5 min for [*H]nisoxetine), rinsed in cold deionized
distilled water, and dried under a stream of cold air. The sections and [*H]Microscales™ standards
(Amersham) were apposed to tritium sensitive [*H]Hyperfilm (Amersham), placed in autoradiographic
cassettes and the films were developped after 3 weeks (5-HT transporters) or 6 weeks (NA
transporters). One slide per animal and ligand was then stained with cresyl-violet to obtain a more

precise localization of the anatomical regions.

Autoradiographic techniques

Densitometric analyses of the films were performed with the MCID™ image analysis system (Imaging
Research, ST-Catharines, ON). Standard curves generated from the [*H]Microscales™ were used
to convert the optic densities into femtomoles per milligram of protein (Unnerstall et al 1982; Reader
and Strazielle 1998). Specific binding was determined by substracting the digitized image of non-
specific labelling (channel 2) from the digitized image of total binding (channel 1). This resulted in
a digitized image of specific binding (channel 3). To maximize the precision of the localization, the
channels containing the digitized image of specific labelling (channel 3) and the image of the cresyl-
violet stained section (channel 4) were linked. This permitted us to sample on the image of the Nissl-
stained section, while the actual measurements were taken from the same area on the specific binding

image that had been stored in channel 3.
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Anatomical localization criteria
The stereotaxic atlas of Paxinos and Watson (1997) was used to define anatomical structures, and
the cytoarchitectonic criteria of Zilles (1985) were applied for cortical areas and layers. The cingulate
(Cin) cortex consisting of Cgl and Cg2 was divided into the superficial layer I (Cin I) and the deeper
layers I1-VI (Cin II-VI). The frontal (Fro) cortex included regions Fr1, Fr2 and Fr3, and was divided
into the superficial layer I (Fro I), the middle layers II-IV (Fro II-IV), and the deeper layers V-VI
(Fro V-VI). Similarly the parietal (Par) cortex, which consisted of region Parl, was divided into
layers I (Par I), II-IV (Par II-IV) and V-VI (Par V-VI). The piriform (Pir) cortex, that is made of
three cytoarchitectonic layers, was divided arbitrarily into superficial (Pir I) and deeper layers (Pir II).
The anterior agranular insular cortex (AI) that included the AID and AIV divisions of the agranular
insular cortex, as well as the posterior agranular insular cortex (AIP), were not subdivided in layers
due to the homogenous appearance of labelling, but were contrasted to each other. The occipital
(Occ) cortex included the visual areas Oc2MM, Oc2ML, Oc2L, Oc1M, Oc1B; it was subdivided into
superficial layer I (Occ I), intermediate layers II-IV (Occ II-IV) and deep layers (Occ V-VI). The
temporal (Tem) cortex included Tel, Te3 and Te2, and was also subdivided into superficial (TemI),
intermediate (Tem II-IV) and deep (Tem V-VI) layers. The entorhinal was subdivided into superficial
(Ent I), intermediate (Ent IT) and deep (Ent III) layers, while the perirhinal (PRh) was taken as a
whole. For the hippocampus, measurements were taken in both its dorsal and ventral components,
mainly from the CA1-CA4 divisions of Ammon’s horn, as well as from the dentate gyrus (DG) and
the ventral subiculum (S). In the caudal-most sections of the first series of slides, several of the
brainstem nuclei were identified; however, in this study only the measurements for nucleus raphe
dorsalis (nRD) and nucleus raphe medialis (nRM) are reported. In the case of the locus coeruleus
(LC), readings were taken from a second set of slides, which contained serial and successive sections
of the brainstem, extending from interaural (IA) plane 0.50 mm to -5.20 mm (Paxinos and Watson

1997). This nucleus was sampled in at least 2-3 different levels per animal, fromIA -0.16 mmto -1.52
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mm. Multiple readings were taken of each region, so that it was covered in its entirety, thus taking

into account the possible heterogeneity of labelling.

Statistical analyses

Two different comparison schemes were designed, one for [*H]citalopram binding to 5-HT
transporters, and another for [*H]nisoxetine binding to NA transporters. For 5-HT transporters,
differences were first assessed between the two 5-HT transporter blockers, namely FLU and VEN,
and then between TRI and DMI, that do not directly inhibit 5-HT uptake. These two groups were
contrasted (5-HT transporter blockers versus non-blockers, or FLU + VEN versus TRI1 + DMI), and
finally differences between the control group and the antidepressant treated animals were assessed.
For NA transporters, differences were first assessed between VEN and DMI, then between FLU and
TRI, these two groups (VEN + DMI versus FLU + TRI) were then contrasted. The final comparison
was made between the antidepressant treated groups and the control group. All differences in specific
binding densities between the five treatment groups were assessed using an analysis of variance
(ANOVA,; Fischer and Yates, 1957, Frank and Althoen 1994). Whenever contrasting different
cortical laminae was of interest, a two factor analysis design was used. In all cases, the crititical level

of significance was set at 0.05.

Results

[*H]Citalopram binding to 5S-HT transporters

In cingulate cortex (Fig. 6 A,B) of all treated groups, [*H]citalopram labelling in the superficial layer
(Cin I ; 295.4 + 12.39 fmol/mg protein) was greater (F, ,; = 373.18) than in the deeper layers (Cin
II-VI; 174.2 +7.25 fmol/mg protein). Specific [*H]citalopram binding in the animals treated with 5-
HT transporter blockers (FLU + VEN) was significantly reduced (F; ,s = 5.38) by contrast to those

that had received the 5-HT transporter non-blockers (TRI + DMI), in both lamina I and laminae I1-IV
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(Table II). In frontal cortex, [*H]citalopram binding had a characteristic pattern (Fig. 6 A,B), and a
decrease (Fy, 5, = 438.66) was observed from layer I to Layer V-VI in all groups. This significant
reduction in binding was greater (Fy,,450 = 10.60) from Fro I to Fro II-IV (A = 103.42 fmol/mg
protein) than from Fro II-IV to Fro V-VI (A =59.55 fmol/mg protein). However, no differences were
observed between the treatment groups, regardless of the lamina(e) considered. In parietal cortex
(Fig. 6 A-C), there was a similar gradient of 5-HT transporters; i.e.: specific [*H]citalopram binding
decreased from Par I to Par V-VI (F;, 5,= 1224.71). This reduction was greater from Par I to Par II-
IV (A = 144.48 fmol/mg protein) than from Par ITI-IV to Par V-VI (A = 75.05 fimol/mg protein),
indicating again a quadratic trend (F .4 5, = 40.84). However, regardless of the lamina(e) considered,
no significant differences between drug treatments were observed. In piriform cortex (Fig. 6 A-C),
there was a significant decrease in labelling (F, ,; = 94.90) from Pir I to Pir II, but no drug effects on
[*H]citalopram labelling were documented. The two divisions of the agranular insular cortex revealed
similar densities of labelling, and chronic antidepressant treatment with 5-HT transporter blockers
resulted in a significantly sparser [*H]citalopram binding than chronic treatment with 5-HT transporter
non-blockers (F, ,s = 6.22). In occipital cortex (Fig. 6 D,E) of all groups, [*H]citalopram binding
decreased from Occ I to Occ V-VI (Fy, 5, = 559.69) and, as was the case for Fro and Par cortices,
this diminution was biphasic (F .4 5, = 7.70); the difference between Occ I and Occ II-IV was greater
(A = 58.04 fmol/mg protein) than between Occ II-IV and OccV-VI (A = 38.44 fmol/mg protein).
However, no drug effects were demonstrated in this cortical area. In temporal cortex (Fig. 6 D,E),
once again specific [*H]citalopram binding was lower in the deeper layers when comparing lamina I
to laminae V-VI (Fy, 5, = 268.91), as well as when contrasting layers II-IV to the two others (F,,4 50
=17.18). No drug effects on 5-HT transporters were documented. In the entorhinal area (Fig. 6 D,E)
there was a particular distribution of 5-HT transporters, and for all animal groups labelling in the
superficial Ent I (364.9 =+ 15.7 fmol/mg protein) differed (Fy, 5 = 11.70; F 4 50 = 36.46) from both

Ent IT (294.8 +10.92 fimol/mg protein) and Ent ITT (330.3 £ 10.30 fimol/mg protein). However, and
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in contrast to Fro, Par, Tem and Occ areas, Ent II did not differ significantly from Ent III. No
differences in drug effects were found. In perirhinal cortex (Fig. 6 D,E), the animals treated with
5-HT transporter blockers (FLU and VEN), by contrast to the non-blocker treated ones (TRI and

DMI), showed a significant (F, ,; = 6.84) reduction in [*H]citalopram binding.

In the hippocampus (Fig. 6 C,D), 5-HT transporters were measured (Table III) in the four divisions
of Ammon’s horn as well as in the dentate gyrus and subiculum. For Ammon’s horn, the rank order
of [*H]citalopram labelling was CA2 > CA3 > CA1 > CA4, leading to a significant difference amongst
the four areas (F; ;5 = 363.86). There was also substantial labelling in the subiculum (Fig. 6D) but only
a sparse binding in the DG. Regardless of area, no significant differences in drug effects were

observed in the hippocampal divisions.

The highest densities of [*H]citalopram labelling were observed in the brainstem, and corresponded
to nuclei raphe dorsalis (nRD) and medialis (nRM); binding densities were significantly higher
(F, 25 =48.96) in nRD than in nRM (Fig. 6E). There were no differences in binding between all the
treatment groups for the two nuclei. Another brainstem nucleus surveyed was the locus coeruleus
(LG; Fig. 6F), which exhibited relatively high densities of 5-HT transporters (Table IIT), but again

there were no labelling differences between the different treated groups.

[’H]Nisoxetine binding to NA transporters

In Cin cortex (Fig. 7 A,B), [*H]nisoxetine binding (Table [V) was greater in Cin I than in Cin II-IV
(Fy 23 =291.24). Significant differences (F,,; =25.11) were found between the animals treated with
either of the two NA transporter blockers (VEN and DMI) and those that received either of the two
other antidepressants (FLU and TRI); this difference was more pronounced in CinI than in Cin II-VI

(F, 4 =7.41). InFro cortex (Fig. 7 A,B), the binding densities decreased from lamina I to laminae V-
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VI (Fj, 46 = 303.33), but this diminution was greater (F,,q4 = 18.73) from lamina I to laminae II-IV
(A =19.96 fmol/mg protein) than it was from Fro II-IV to Fro V-VI (A = 8.12 fiol/mg protein). As
in the Cin cortex, a significant reduction in [*H]nisoxetine labelling was found when the animals
treated with the NA transporter blockers were contrasted to those that had received FLU and TRI
(F23=22.36). This difference was more marked in lamina I than in the others, leading to a significant
interaction between the drug contrast and the layers (F, 4, = 7.75). Indeed, the difference was
significant in the superficial (F,,; = 14.58) and intermediate (F,,; = 5.90) layers, but not in the
deepest laminae. In Par cortex there was a similar gradient in the distribution of NA transporters as
in Fro cortex with significant linear (Fy, s = 366.34) and quadratic (F,,4 = 8.37) ["H]nisoxetine
binding gradients from lamina I to laminae V-VI. There again, a significant difference between the
treatments with NA transporter blockers and non-blockers was observed (F, ,; = 22.60). The drug
effect was observed in layer I (F, ,; = 14.18) and layers II-IV (F, 5, = 6.49) but not in the deeper layers
V-VI; this pharmacological difference, according to regions, lead to a significant interaction
(Fy 6 = 7.32). Labelling was rather homogeneous in the Pir cortex (Fig. 7 A-C), and there were no
differences in [*H]nisoxetine binding between Pir I and Pir II. In both Pir divisions, a significant
difference between the NA transporter blockers and non-blockers was observed, (F, ,; = 17.06). For
the Al cortex, there was significantly more labelling in the AIP than in the Al division (F, ,,; =166.16).
A similar reduction in [*H]nisoxetine binding was observed with the NA blockers by comparison to
the non-blockers (F, ,; = 25.51) regardless of region. In Occ cortex (Fig. 7 D,E), the decrease in
[*H]nisoxetine binding from lamina I to laminae V-VI (Fy, 4 = 195.69) exhibited a quadratic trend
(Fquad a6 = 9.99). After antidepressant treatments, VEN and DMI reduced [*H]nisoxetine labelling by
contrast to the non-blockers (F,,; = 12.99). The Tem cortex exhibited a similar gradient in NA
transporter distribution (Fig. 7 D,E). There was a decrease in [*H]nisoxetine labelling from lamina
I to laminae V-VI (Fy, ;s = 164.46) with a quadratic trend (F,,q4 = 54.33). Again, DMI and VEN

reduced [*H]nisoxetine binding by contrast to TRI and FLU (F, ,; = 16.00). For the Ent area (Fig.
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7 D,E), [*H]nisoxetine labelling in lamina I (64.5 + 2.75 fmol/mg protein) was lower (Fy, s = 4.68)
than in Ent IT (68.9 + 3.31 fmol/mg protein) and Ent III (68.5 + 3.50 fmol/mg protein); however,
binding in Ent II did not differ significantly from Ent ITI. A significant (F,,; = 24.13) decrease in
[*H]nisoxetine labelling was observed between the animals treated with NA transporter blockers and

those treated with non-blockers.

Inthe hippocampus (Table V), the distribution of NA transporters was measured in the same divisions
as for 5-HT transporters (Fig. 7 C,D). For Ammon’s horn, a significant (F, 4 = 42.54) difference in
binding densities was found between the regions, the rank order being CA4 > CA3 > CA2 > CAl.
There was also high labelling in the subiculum (Fig. 7 D), but only a very sparse binding in the DG.
Significant reductions in [*H]nisoxetine binding were observed after the treatment with the NA
transporter blockers DMI and VEN by contrast to FLU and TRI, in all the hippocampal divisions,
ie.. in CAl (F,,; = 11.82), CA2 (F,,; = 9.87), CA3 (F ,; = 10.85), CA4 (F,,; = 13.34), DG
(F, 25 = 22.40) and subiculum (F| ,; = 12.19).

In brainstem (Fig. 7 F), the labelling in nRD was 2-3 fold the levels measured in nRM (F, ,, =233.1).
There was a significant reduction in [*H]nisoxetine binding after VEN and DMI treatment when
contrasted with the non-blockers, in nRD (F, ,; = 18.88) and nRM (F, ,; = 10.27). In the LC, that
showed the highest levels of [*H]nisoxetine labelling (600-800 fmol/mg protein), there were
differences between the NA transporter blockers and the non-blockers (F,,s = 7.85), and also

between the DMI-treated rats and those that had received VEN (F, , = 7.81).

Discussion
Previous studies have examined the effects of chronic antidepressant treatments on 5-HT uptake sites,

but the findings have often been inconsistent. For example, afier a 21-days treatment with the 5-HT
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uptake site inhibitor citalopram, there were no changes in [*H]cyanoimipramine labelling in Par, Pir,
PRh and retrosplenial cortices nor in the hippocampal CA1-CA3 and DG divisions (Kovachic et al
1992). Also, no changes in 5-HT transporters following chronic treatments with fluoxetine,
trimipramine or imipramine (Dewar et al 1993), nor after citalopram or desipramine administration
(Cheetham et al 1993) were found by homogenate binding with [*H]paroxetine. In contrast, after a
chronic treatment with fluoxetine, autoradiography revealed an increase in [*H]paroxetine labelling
in all layers of the fronto-parietal cortex, in deep layers of the striate, or visual cortex, and in CAl
(Hrdina and Vu 1993). It has also been reported that [*H]paroxetine binding is increased in the
hippocampus, decreased in hypothalamus and unchanged in cortex, septum and striatum of two
animal models of depression, namely in learned helplesness and in spontancously helpless rats
(Edwards et al 1991). More recently, a survey of 5-HT transporters by autoradiography with
[*H]citalopram revealed no changes in the dorsal and median raphe nuclei, nor in [*H]citalopram
homogenate binding in hippocampus and cerebral cortex following chronic fluoxetine or citalopram
treatments (Gobbi et al 1997). Thus, it would seem that few if any effects are caused by
antidepressants on 5-HT transporters, even if some of these compounds are quite selective 5-HT
uptake blockers. A possible explanation for some of these controversies on 5-HT transporters is that
changes may be limited to particular and discrete CNS areas, or their mode of action may not involve

direct modifications in the transporter densities, and they may be depicted as being invariable.

The effects of antidepressants on NA transporters has not been examined in the past in great detail
because of the lack of a suitable marker of uptake sites. With the availability of [*H]nisoxetine for
quantitative autoradiography, a down-regulation of NA transporters after a chronic treatment with
DMI was documented in CA2, CA3 and DG as well as in several amygdaloid and thalamic nuclei, but
no changes were observed in other regions, including CA1 and LC, (Bauer and Tejani-Butt 1992).

A similar effect of DMI on NA transporters was also demonstrated by in vitro studies with PC12 cells
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in culture, and this down-regulation was evident as early as 4 hours of incubation, increased with
time, and was dose dependent (Zhu and Ordway 1997). The possible changes of NA transporters
following antidepressant treatments are pertinent to a recent report showing that in the mid-caudal
LC of patients retrospectively diagnosed with major depression there are lower densities of
[*H]nisoxetine binding in the absence of changes in NA cell counts (Klimek et al 1997).

Overall, the present available studies suggest that NA and 5-HT transporters may not be subjected
to classical pharmacological regulations as are monoamine receptors, even though these uptake sites
are direct target sites for some antidepressants such as desipramine and fluoxetine. Moreover,
previous findings in animal models of depression with less selective ligands, or in human post mortem
studies, are not consistent with those obtained in animals treated with antidepressant compounds. It
is also noteworthy that none of the studies reviewed above have contrasted the possible effects of'the

different chronic antidepressant treatments on both NA and 5-HT transporters.

In the present study [*H]citalopram binding to 5-HT transporters was greater in the superficial layers
than in the deeper laminae of all cortical regions studied (Table II). Furthermore, in all the regions
where optical density readings were made at three laminar levels, except in the entorhinal cortex, this
decrease exhibited both a linear and quadratic trend, implying that the difference in binding densities
was greater between the superficial and intermediate layers, than between the intermediate and deep
layers; such a laminar distribution of the 5-HT innervation in rat neocortex is known from studies of
[FH]5-HT uptake (Audet et al 1989). In the Ent cortex, although the superficial lamina had
significantly greater [*H]citalopram binding densities than the two deeper divisions, the two latter did
not significantly differ between themselves; this difference could be attributed to the fact that this
cortex is phylogenetically older, and may thus receive a very distinct innervation. In most of the brain
regions examined no differences were observed between the pharmacological treatments. However,

differences between the direct 5-HT blockers and non-blockers were found in the Cin, Al and PRh



56
cortices. For these three cortical regions, chronic FLU and VEN treatment lead to significantly
sparser 5-HT transporter binding densities than chronic treatment with DMI and TRI which did not
directly block these sites. This up-regulation of 5-HT transporters in response to non-blocking drugs
compared to blocking ones does not follow the paradigm of receptor adaptation, but it is important
to point out that these structures are transporters and not receptors, and thus may be subject to
different regulatory mechanisms. None of the antidepressant drugs studied modified [*H]citalopram

binding in the hippocampal divisions surveyed, nor in the brainstem nuclei examined.

A significant reduction in NA transporters, studied through [*H]nisoxetine binding, was observed
after treatments with VEN and DMI when contrasted to the animals that received FLU and TRI in
most regions studied, with the exception of the Fro V-VI and Par V-VI cortical regions and in the
LC. In the superficial and deep layers of the Cin as well as in the superficial and intermediate laminae
of the Fro and Par cortices, the density of NA transporters was lower in the animals treated with
either VEN or DMI, than in those treated with either FLU or TRI. Similar observations were made
in Pir, Al, Occ, Tem, Ent, and PRh. Here again, as seen with [*H]citalopram binding, there is
seemingly an up-regulation following chronic treatment with non-blockers when contrasted to effects
of blockers, and it is important to remember that transporters may not be regulated through the same
adaptational mechanisms as receptors. It is noteworthy that the density of NA transporters was
always greater in the superficial cortical layers than in the deeper ones, for all cortical regions
examined except for the Ent cortex, where [*H]nisoxetine binding densities were greater in the deeper
layers than in the superficial one, and for the Pir cortex, where no differences between the superficial
and deep divisions could be documented. Once again the phylogenic origin of these two structures
which differs from the other cortical regions sampled in this study, could be a possible explanation
for the different pattern of binding observed. For all other cortical regions, differences between drug

treatments were always more pronounced in the superficial cortical layers than in the deeper ones.
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Because the binding densities were highest in the superficial layer, it is logical that differences
between the various treatments would be easiest to document at this level than in the deeper laminar
subdivisions where the transporters were less abundant; this might explain why no differences in
treatment effects where found in the deepest layers of Fro and Par cortices. Also, a similar effect of
NA transporter blockers was observed in all hippocampal regions as well as in the two raphe nuclei,
namely a significant up-regulation of [*H]nisoxetine binding following treatment with FLU and TRI
compared to the animals that received VEN and DML. In the locus coeruleus there was decrease of
NA transporters after DMI treatment compared to the animals that had received VEN. This down-
regulation of NA transporters caused by DMI was not found in previous studies (Bauer and Tejani-
Butt 1992); however, such discrepancy could be due to the different anatomical localization of the
sampling. In this regard, it is interesting to note that a down-regulation of [*H]nisoxetine binding was
described in the LC from human patients retrospectively diagnosed as suffering from major
depression, but only in its mid-caudal portion (Klimek et al 1997). The amount of labelling in any
division of the LC depends on the heterogeneity of this nucleus, particularly when neuronal NA
bodies are compared to the surrounding neuropil, and these local differences in the distribution of NA
transporters may account for some of the incongruities (Bauer and Tejani-Butt 1992; Klimek et al
1997). Also, and as was the case for the other regions, there was a down-regulation of [*H]nisoxetine
binding in the animals treated with NA transporter blockers when compared to the rats that had

received the NA non-blocking antidepressant drugs.

Although most antidepressants target the serotoninergic and/or noradrenergic systems, we cannot
exclude the fact that their beneficial effects could be due to other transmitter systems, such as the
dopaminergic and/or the substance P systems, either through direct or indirect action. Some clinically
efficaceous antidepressants, such as bupropion, more potently block DA than either 5-HT or NA

transporters both in vitro and in vivo (Ascher 1995). However a direct dopaminergic effect can
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probably be ruled out since no decrease of the dopamine metabolite homovanillic acid (HVA) was
found in the cerebrospinal fluid of patients following acute treatment (Golden et al 1988a), which
indicates that bupropion does not directly inhibit DA uptake (Frazer 1997). Though it only weakly
blocks 5-HT and NA uptake sites, bupropion does affect NA turnover (Golden et al 1988b). Of the
antidepressants surveyed in this study, fluoxetine has the highest DA uptake blocking potency,
followed by trimipramine, venlafaxine, and desipramine, and because of the complexity of monoamine
interactions, a dopaminergic role in depression cannot be ruled out. Substance P is another
neurotransmitter which may affect synaptic transmission in depression (Fuxe et al 1983). Indeed,
recent evidence suggests that specific substance P blockers have antidepressant effects (Kramer et
al 1998). Although chronic fluoxetine treatment did not affect levels of substance P in the
cerebrospinal fluid of patients (Martensson et al 1989), chronic trimipramine treatment has been
reported to increase the sensitivity of neurons in the cingulate cortex to substance P (Jones and Olpe
1984); thus a possible explanation of trimipramine’s antidepressant action could be through this

peptidergic neurotransmitter system.

In conclusion, this study reports significant differences between the way chronic treatment with
blockers and non-blockers affected NA and 5-HT transporters. The effects on NA transporter sites
seem to be more generalized, as the changes in [*H]nisoxetine binding were observed in the majority
of brain regions examined. However, [*H]citalopram binding revealed that there was a certain
heterogeneity in 5-HT transporter adaptations to these treatments, and these varied according to the
region. Furthermore, where differences were found, pharmacological treatment with drugs which did
not directly block the transporter of interest almost always seemingly revealed up-regulations when

contrasted to treatment with drugs that directly blocked the transporter examined.
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Figure Legends
Figure 6. Autoradiograms of total[*H]citalopram labelling to 5-HT transporters in rat forebrain and
brainstem in sections extending from interaural (IA) plane 10.7 to -0.8 mm (scale bar = 1 mm). The
stereotaxic planes and nomenclature are following the rat stereotaxic atlas of Paxinos and Watson
(1997). The optical density scale was converted to femtomoles per milligram of protein (18-1817
fmol/mg protein). The non-transformed autoradiographic images were digitized, and for the
illustration, exported as FTP files that were re-sampled at a 300 x 300 dpi resolution. A) Section
obtained from the rostralmost portion of the brain, showing the labelling in cortical areas, nucleus
accumbens and olfactory tubercles; readings were taken at this level from Cin, Fro, Par, Al and Pir
cortices. B) Section at the level of the anterior commissure showing the labelling in septum and
rostral neostriatum; here readings were made from the Cin, Fro, Par, Al and Pir cortices. C) Section
illustrating the caudal neostriatum, the globus pallidus, the anterior hypothalamus, thalamus and
dorsal hippocampus, measurements were made at this level from the AIP, Par and Pir cortices as well
as from the CAl to CA4 divisions and the DG. D) Section showing the ventral hippocampus,
amygdala, thalamus, hypothalamus and ventral hippocampus. For the hippocampus, the readings were
from Ammon's horn, but also from the DG and the S. At this level, measurements were made from
the Tem, Ent, PRh and Occ cortices. E) At the transition between the caudal mesencephalon and the
pons, note the labelling in the periaqueductal gray, in substantia nigra and ventral tegmental area as
well as in the interpeduncular nucleus; measurements were made here from Tem, Ent, PRh and Occ
cortices as well as from the nRD and the nRM. F) The caudalmost section of this series is through
the medulla oblongata, and illustrates the labelling in the central gray, and in the midline nuclei raphe

interpositus and magnus; measurements were made here from the LC.
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Figure 7. Autoradiograms of total[*H]nisoxetine labelling to NA transporters in rat forebrain and
brainstem in sections extending from interaural (IA) plane 10.5 to -1.0 mm (scale bar = 1 mm). The
stereotaxic planes and nomenclature are following the rat stereotaxic atlas of Paxinos and Watson
(1997). The optical density scale was converted to femtomoles per milligram of protein (12.1-851.5
fmol/mg protein). The non-transformed autoradiographic images were digitized, and for the
illustration, exported as FTP files that were re-sampled at a 300 x 300 dpi resolution. A) Section
obtained from the rostralmost portion of the brain, showing the labelling in cortical areas, readings
were taken at this level from Cin Fro, Par, Al and Pir cortices. B) Section at the level of the anterior
commissure showing the labelling in the bed nucleus of the stria terminalis and medial preoptic area.
At this level, readings were made from the Cin, Fro, Par, AT and Pir cortices. C) Section illustrating
the thalamus, zona incerta,the ventro-medial hypothalamic nuclei, amygdala, and hippocampus;
measurements were made here from Par, Pir and AIP cortices ,as well as from Ammon’s horn (CA1-
CA4) and DG. D) Section showing the ventral hippocampus, amygdala, thalamus and hypothalamus.
For the hippocampus, the readings for the S were taken at this level. The cortical areas measured at
this plane were Occ, Tem, Ent and PRh. E) At the transition between the caudal mesencephalon and
the pons, note the labelling in superior colliculus, lateral periaqueductal gray and tractus solitarius;
measurements were made here from Occ, Tem, Ent and PRh cortices, as well as from nRD and nRM.
F) The caudalmost section of this series is through the medulla oblongata and illustrates the very

intense labelling of the LC.
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Chapitre V - Discussion Générale



5.1 La technique de radioautographie

La radioautographie de coupes cérébrales permet la localisation trés précise des sites de
liaison de radioligands trés spécifiques & des récepteurs ou des transporteurs de neuromediateurs.
Cette technique de marquage radioactif est utilisée depuis plusieurs années (Barnard, 1979; Rogers,
1979; Stumpf, 1971; Wamsley et Palacios, 1983), et avant méme le dévelopement de nouveaux
ligands spécifiques, afin de localiser dans les organes et les tissus, la distribution de différents
marqueurs (Reader et Strazielle, 1999).

Les techniques de liaison sur homogénats ont permis I’élaboration des techniques
radioautographiques utilisant des ligands spécifiques, ainsi que leur application a la localisation des
récepteurs et transporteurs pharmacologiques. Ces techniques classiques de liaison ont permis la
détermination de paramétres nécessaires a la caractérisation des sites de liaison spécifiques a différents
ligands. En effet, les techniques radioautographiques requiérent la détermination de plusieurs
parametres, notamment:

L 4 La composition de la solution d’incubation (incubation medium).

¢ Le choix du ligand, ainsi que ses conditions d’incubation optimales (durée d’incubation,
température, concentration).

¢ L’optimisation des rapports [liaison spécifique]/[liaison non-spécifique].

¢ L’élaboration d’un protocole de lavage, afin de retirer le plus de ligand non-li¢ (free) des
sections tissulaires et diminuer ainsi la liaison non-spécifique.

Les techniques de liaison sur homogénats permettent I’optimisation du choix de ces conditions, et

donc sont nécessaires a I’élaboration d’un protocole radioautographique utilisant un ligand

spécifique.
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L’étape la plus importante pour les techniques radioautographiques cérébrales est
nécessairement celle du choix du ligand. En effet, c’est la localisation des sites de liaison de ce
marqueur qui sera visualisée et quantifiée. La radioliaison spécifique doit aussi étre saturable pour
assurer un marquage complet de tous les sites de captage.Le profil pharmacologique du ligand doit
étre spécifique & une seule cible (incluant la stéréospécificité). Enfin, le ligand doit avoir une haute
affinité pour son site primaire de reconnaissance (primary ligand recognition site). Toutes ces
caractéristiques sont généralement déterminées a partir d’études de liaison sur homogénats. En effet
avec les préparations d’homogénats, on peut varier les concentrations et les parametres temporels
pour optimiser la courbe de fixation du ligand et en déterminer les constantes cinétiques et des
constantes d’inhibition (Reader et Strazielle, 1999).

La validité de la radioautographie quantitative repose surtout sur la précision des méthodes
de collection des données brutes. Les systémes d’analyse d’image informatisés permettent une haute
résolution dans la quantification des densités optiques de films radioautographiques (Reader et
Strazielle, 1999). De plus, ils permettent d’effectuer automatiquement la soustraction de deux images
(Ramm, 1990; Ramm et coll., 1984). Pour notre étude, un systeme d’analyse d’image MCID™,
dévelopé par le Dr Peter Ramm a I’Université Brock, a St. Catharines en Ontario, a été utilisé. Ce

systéme présente les caractéristiques physiques suivantes:

+ Une lecture vidéo de haute résolution (high resolution video scanning).
2 Une illumination constante du film (constant back-film illumination).

¢ Un point focal constant.

¢ Une capacité d’agrandissement.

¢ La possibilité d’utiliser différentes lentilles optiques.
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2 Une digitalisation des signaux analogiques.
L Une capacité d’emmagasinage de quatre images (4 canaux de lecture).
Ce systéme permet la lecture a I’intérieur d’un outil d’échantillonnage (sample tool) de la densité
optique de plusieurs pixels, et en calcule leur moyenne.

La quantification de la densité du marquage est établie en fonction de la densité optique (OD).
Lorsqu’on co-expose les sections radioactives avec des quantités connues de radioactivité, on peut
générer une courbe étalon (Unnerstall et coll., 1982; Niehoff, 1986). La conversion des densités

optiques en quantités de ligand liées se fait a ’aide de 1’équation générale suivante:

mmol/ mg * protéine = 0D, x [(DPM / mg * protéine) / (OD)B] x [mmol/ (Ci)C] x [(1Ci/ (2.22 x 10”2 DPM)]

ou OD, représente la densité optique de la région étudiée, le facteur B est la pente de la courbe étalon
et le facteur C est I’activité spécifique du ligand corrigée pour sa dégradation radioactive (Unnerstall
et coll., 1982). 1l est aussi possible de transformer les densités optiques (OD) du marquage en
femtomoles/milligramme de protéines par comparaison a des étalons commerciaux. Ces derniers sont
apposés aux films lors de leur exposition. Aprés le dévelopment des films, la valeur de I’étalon
commercial en nanocuries / milligramme est transformée en femtomoles/ mg * protéines avec une

correction pour la dégradation radioactive de I’isotope:

[(ST) () / (ASA)] * 1072/0.3=V

ou ST est la valeur en nanocuries/milligramme de 1’étalon & sa date de fabrication, f le facteur
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correctif pour la dégradation, 454 I’activité du ligand pour la date de I’expérience (donc corrigée
pour la dégradation de I’isotope), et V' la valeur en femtomoles/ milligramme de protéines (Unnerstall
et coll., 1982; Reader et Strazielle, 1999). La valeur 0.3 est la valeur moyenne de protéines contenues
dans 1 milligramme de tissu sectionné (Unnerstall et coll., 1982). La calibration du systéme d’analyse
d’image MCID™ 2 partir de I’étalon commercial permet d’obtenir la transformation quantitative
automatisée des densités optiques.

Le nombre de sites de liaison (B,y) est généralement étudié dans des conditions de
saturation, en utilisant une concentration de ligand radioactif de 10 a 20 fois supérieure a sa
constante de dissociation (Kp). Cette constante représente I’affinité du ligand pour son site de liaison.
La K, est déterminée grice a des courbes de saturation effectuées sur homogénats membranaires du

tissu étudié. On calcule la B, a partir de I’équation suivante:

Byux=Bx(K,+L)/L

ou B représente la liaison spécifique et L est la concentration de radioligand utilisée (Boyson et coll.,
1986; Reader et coll., 1988b; Dewar et coll., 1989; Huang et coll., 1997).

La densité de marquage par le radioligand se calcule a partir de I'image du marquage
spécifique. Pour obtenir cette image, la coupe du marquage fotal est premiérement digitalisée (canal
1). Ensuite, on y superpose la coupe du marquage non-spécifique (canal 2). On soustrait ensuite la
deuxiéme de la premiére, ce qui résulte en une image qui représente le marquage spécifigue du
radioligand a ses sites de liaison (canal 3). On utilise un outil d’échantillonnage qui ne couvre qu’une

partie constante de la surface de la région ciblée (voir figure 8). En effet, il est préférable d’utiliser
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Légende de la figure 8.

Schéma de I’échantillonnage radioautographique

Coloration au violet de crésyl d’une coupe au niveau interaural 10.7 mm (Paxinos et Watson,
1997) qui a été utilisée pour la radioautographie. Cette coupe a été digitalisée au canal 4. Les
cercles représentent I’apposition de I"outil d’échantillonage utilisé pour faire la lecture de la
densité de la radioliaison dans les trois régions du cortex frontal, soit Fro I, Fro II-IV et Fro

V-VL

Marquage spécifique avec le [*H]citalopram de la méme coupe qu’en A, sur laquelle la lecture
des valeurs de densité de marquage du ligand a été effectué par la technique de liaison des
canaux, ou channel linkage technique. Cette image a été digitalisée au canal 3.

L’échelle étalon indique les densités de liaison en femtomoles/ milligrammes de protéines

(17-1344 fmol/mg * protéines).
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un outil d’échantillonnage plus petit et effectuer ainsi plusieurs lectures sur une méme région, que de
ne prendre qu’une seule lecture de la surface totale (Reader et Strazielle, 1999).

La technique radioautographique permet une localisation des sites de liaison beaucoup plus
précise que les techniques de liaison sur homogénats membranaires (Reader et Strazielle, 1999). De
plus la quantification des densités de marquage peut aussi étre réalisée sur des régions anatomiques
trés précises. La radioautographie quantitative comporte néanmoins certains inconvénients. Ainsi,
la densité du marquage observée peut étre expliquée par le nombre de sites de liaison et/ou leur
capacité a fixer le ligand. En effet, toute régulation, qu’elle soit & la hausse ou a la baisse, peut aussi
bien étre diie 4 un changement de la B_,,, c’est a dire du nombre des sites de liaisons du ligand, qu’a
une altération de la K, ¢’est a dire de affinité des sites de liaison pour le ligand. Pour déterminer
laquelle de ces valeurs a été modifiée par un traitement pharmacologique, il faudrait procéder a des
courbes de saturation sur homogénats de membranes. Comme la régulation de Paffinité d’un
récepteur pour son ligand est un phénomeéne plutdt rare, les modifications de la densité de marquage
traduisent généralement un changement au niveau du nombre total des sites de liaison. Il se pourrait
aussi que la K, et la By, soient toutes deux modifiées par un traitement pharmacologique. De plus,
cette technique ne nous donne aucune information directe sur I’état fonctionnel, ou I’activité du site
de liaison. En effet, elle ne permet que la détermination statique de la distribution des sites de

marquage.

5.2  Application Anatomique de la technique de radioautographie quantitative
La détermination des régions anatomiques échantillonnées est effectuée par comparaison de

'image digitalisée 4 celle d’un atlas stéréotaxique du rat (Zilles, 1985; Paxinos et Watson, 1997). La
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superposition d’une lame colorée au violet de Crésyl dans le canal 4 a I’image digitalisée du marquage
spécifique du canal 3, permet une grande précision de 1’échantillonnage, en particulier pour la
détermination de la lamination corticale et pour les mesures au niveau des noyaux du tronc cérébral
(figure 8). Cette superposition permet & ’analyseur d’image de lire, avec une trés grande précision

sur le canal 3, les aires qui sont facilement repérables sur le canal 4 (channel linkage technique).

5.3  Les modéles animaux de dépression

Les animaux utilisés dans cette étude étaient des rat normaux et donc ne représentaient pas
un modéle animal de la dépression. Il existe différents modeles de 1’état dépressif chez les animaux,
mais ces modeéles ne représentent pas nécessairement la pathologie humaine. Une corrélation
significative entre des événements stresseurs et le déclenchement d’une dépression majeure chez
I’humain a été rapportée (Bidzinska, 1984). Cette observation a servi de rationnel pour tenter
d’obtenir un modéle animal de dépression induite par ’anxiété. En effet, il semble que le stress induit
des problémes émotionnels et motivationnels chez I’animal comparables & ceux observés chez
I’homme (Plaznik et Kostowski, 1991). Différents niveaux de stress produisent différentes altérations
sur les systémes monaminergiques. Ainsi, un stress mineur n’affecte pas les niveaux endogenes de
noradrénaline puisque la synthése de cette derniére est équivalente a son utilisation (Leonard, 1997).
Par contre, lorsque qu’un animal est placé dans une situation stressante au cours de laquelle il n’a pas
de contrdle (comportement de résignation acquise ou learned helplessness), les niveaux de
noradrénaline sont diminués puisque le taux de synthese de ce neurotransmetteur ne peut compenser
le degré de son utilisation. Finalement, suite 4 un stress sévére sous lequel 1’animal retient quand

méme un certain controle, les niveaux de noradrénaline sont légérement augmentés (Leonard, 1997).



81

Tl existe une légére différence entre le stress aigu et le stress chronique. Le stress chronique
serait un meilleur modéle de la dépression. En effet, suite & un stress chronique, la synthese de
noradénaline au niveau du Locus coeruleus est augmentée. De plus, le taux d’utilisation de ce
neurotransmetteur est diminué, ce qui entraine une augmentation nette de sa concentration cérebrale
(Anisman et Skar, 1978). De plus le stress chronique semble induire une diminution des
adrénocepteurs B, une augmentation des adrénocepteurs «, et o, ainsi qu'une diminution de la
réponse de I’AMP cyclique. Ces changements physiopathologiques évoquent ceux qui sont observes
chez les patients souffrants de dépression majeure. Chez les animaux, il est intéressant de signaler que
le stress chronique induit aussi des changements dans la structure cellulaire des neurones. Ainsi, on
retrouve un bourgeonnement cellulaire, ou sprouting, au niveau du Locus coeruleus. Ce phénomene
pourrait étre relié 4 la diminution de la densité des récepteurs de type b dans cette région du cerveau.
Des altérations similaires de la densité des récepteurs adrénergiques dans la structure neuronale, et
dans I’activité de ’AMP cyclique sont aussi retrouvées suite a un traitement aux antidépresseurs
(Racagni et coll., 1991; Wong et coll., 1991). Les modéles de stress chronique incluent le modeéle
de la nage forcée (“forced swim test”) et le modéle du comportement de resignation acquise (“learned
helplessness™) (Martin et coll., 1990).

Un autre modeéle animal de la dépression est la bulbectomie olfactive. Le bulbe olfactif est une
importante structure faisant partie du systéme limbique, et il projette directement a I’amygdale. Ce
modéle animal semble refléter certains changements neurologiques observés dans la dépression.
Notamment, on observe une diminution du niveau de la noradrénaline dans I’amygdale et une
augmentation de la densité des adrénocepteurs «, et . Enfin, ces anomalies disparaissent avec un

traitement chronique aux antidépresseurs (Van Riezen et Leonard, 1991).



82

Récemment, un modéle de souris transgéniques présentant des anomalies au niveau des
récepteurs glucocorticoides a été proposé (Barden, 1999). Ces animaux présentent des changements
neuroendocriniens et comportementaux compatibles avec la pathologie humaine de la dépression, et
antagonisés par les traitements aux antidépresseurs. Ce modéle appuie la théorie neuroendocrinienne
d’un déreglement de I’axe hypothalamo-pituitaire-surrénalien dans cette pathologie.

Dans notre étude, nous avons évalué les sites d’affinité de molécules antidépressives dont
I’activité pharmacologique a déja été¢ démontrée et caractérisée aussi bien chez "’homme que chez
I’animal. Comme la physiopathologie des modeles prédictifs pour la dépression chez [’homme n’est
point connue et encore moins normalisée, il eut été difficile d’interpréter toute modification dans la
densité des sites de liaison. Il faut souligner qu’il est possible que les modifications au niveau des
mesures neurochimiques trouvées sur des animaux normaux ne traduiront pas nécessairement un effet
qualitatif ou quantitatif des antidépresseurs chez I’homme. Toutefois, notre étude pourrait contribuer

a cibler les structures neurochimiques et les régions anatomiques ou les antidépresseurs vont se lier.

5.4  Interactions des systémes monaminergiques

11 est évident que les systémes de neurotransmission n’agissent pas de fagon indépendante;
au contraire ils interagissent entre eux afin de se moduler mutuellement (Reader et Jasper, 1984,
Montgomery et Grottick, 1999). En effet, les trois systémes monoaminergiques sont anatomiquement
et fonctionnellement interreliés, et méme si ces trois systémes ne sont pas directement impliqués dans
le transfert d’informations sensorielles et motrices, on accepte généralement que tous trois sont

responsables de la modulation de ces informations (Tassin et coll., 1998).



83
5.4.1 Interactions entre les systémes sérotoninergique et noradrénergique
Une relation possible entre les systémes sérotoninergique et noradrénergique a été souvent
rapportée (Vetulani et Sulser, 1975, Taylor et coll, 1990, Feighner, 1999). En effet, les neurones
noradrénergiques du Locus coeruleus projettent sur les neurones sérotoninergiques du noyau Raphe
dorsalis (Baraban et Aghajanian, 1981; Aston-Jones et coll., 1986). Les neurones sérotoninergiques
du Raphe projettent a leur tour au locus coeruleus (Léger et Descarries, 1978; Léger et coll., 1979).
De plus, la sérotonine et la noradrénaline ont des effets biochimiques réciproques sur leur taux de
rechange, ou turnover rate (Pujol et coll., 1978; McRae-Degueurce et coll., 1982; Agren et coll,,
1987).

Aghajanian et ses collaborateurs ont été parmi les premiers a étudier, du point de vue
électrophysiologique, les interactions entre ces deux systémes de neurotransmission (Tassin et coll.,
1998). Deux observations découlent de leurs études; 1. la premiére est que 1’administration
d’agonistes sérotoninergiques, comme la mescaline et le LSD, diminue la fréquence de décharge des
neurones noradrénergiques du Locus coeruleus, et facilite I’activation de ces neurones par des stimuli
périphériques (Aghajanian, 1980), et 2. ces auteurs ont aussi remarqué que les neurones
noradrénergiques exercent une action excitatrice tonique sur les neurones sérotoninergiques. Cette
action s’effectue par la stimulation des adrénocepteurs &, du noyau raphé dorsal (Aghajanian, 1985).
Plus récemment, d’autres chercheurs ont confirmé ces résulats; en effet, 'injection par voie
systémique d’un agoniste 5-HT,, le DOL, augmente la réponse des neurones noradrénergiques suite
a un stimulus périphérique sensoriel mais diminue I’ activité basale de ces neurones. De plus, ces effets
ne sont pas le résultat d’une action directe sur les neurones noradrénergiques puisqu’ils disparaissent

suite a I’injection locale de DOI (Chiang et Aston-Jones, 1993).
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Gorea et ses collaborateurs ont proposé que la régulation de 1’activité basale des neurones
noradrénergiques du Locus coeruleus par les récepteurs 5-HT, impliquerait le noyau hypoglossal
prépositus plutdt que le cortex préfrontal, qui contient pourtant une densité €levée de ces récepteurs
sérotoninergiques (Gorea et coll,, 1991). On ne peut toutefois pas exclure la possibilité que les
récepteurs 5-HT, du cortex préfrontal pourraient contribuer & I’augmentation de la capacti¢ de réagir
des neurones noradrénergiques suite & un stimulus périphérique. En effet, le DOI est un puissant
inhibiteur de I’activité des neurones du cortex préfrontal (Ashby et coll., 1990).

Tl est intéressant de souligner que I’ampérozide, un antagoniste des récepteurs 5-HT,,
augmente le taux basal de décharge des neurones noradrénergiques du Locus coeruleus (Haskins et
coll., 1987). 1l est toutefois possible que ce phénoméne soit médié par I’effet de ce médicament sur
les cellules dopaminergiques (Grenhoff et coll., 1990), et par I’augmentation de la libération
dopaminergique dans le cortex préfrontal induite par des antagonistes des 5-HT, (Nomikos et coll,
1994; Schmidt et Fadayel, 1995). Les récepteurs 5-HT, semblent donc jouer un role important dans
la régulation de Iactivité et la réactivité (reactivity) des neurones noradrénergiques du Locus
coeruleus. Bien que le site exact de ces interactions n’ait pas encore été identifié, le cortex préfrontal
semble étre un bon candidat, du moins en ce qui concerne la réactivité des neurones noradrénergiques
(Tassin et coll., 1998). Le fait que le bloquage des récepteurs 5-HT, induise une augmentation de
I’activité et une diminution de la capacité de réaction, autant pour les neurones noradrénergiques que
dopaminergiques, suggére ’existence d’un mécanisme de régulation commun pour ces deux types
de neurones catécholaminergiques.

Différentes études ont examiné le role des adrénocepteurs ol et a2, et des récepteurs

sérotoninergiques 5S-HT1A (Baraban et Aghajanian, 1980; Manier et coll., 1987; Artigas et coll,,
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1994; Rouquier et coll., 1994, Potter, 1996). Cependant, il est difficile d’expliquer ces interactions
sérotoninergiques et noradrénergiques complexes, aucun modeéle ne justifiant toutes les observations

recueillies (Potter, 1996).

5.4.2 Interactions entre les systémes sérotoninergiques et dopaminergiques

Les neurones sérotoninergiques projettent sur les cellules dopaminergiques de la substance
noire et du striatum (Pasquier et coll., 1976), et modulent le taux de rechange dopaminergique
(Fuenmayer et Bermudez, 1985). Les récepteurs dopaminergiques localisés sur les terminaisons
sérotoninergiques de la substantia nigra diminuent la libération de sérotonine (Benkirane et coll.,
1987). Chez le rat et le chien, les niveaux de sérotonine peuvent étre corrélés de maniere positive avec
ceux de dopamine. De plus, les niveaux de leurs métabolites respectifs, soit ’acide 5-hydroxyindole
acétique et I’acide homovanillique, démontrent une correlation similaire 4 celle de leurs composés-
meére dans plusieurs régions du cerveau (Agren et coll., 1986).

Les neurones dopaminergiques de 1’aire tegmentaire ventrale projettent vers plusieurs
structures telles le noyau accumbens, le septum latéral et I’amygdale. Ils regoivent aussi des afférences
convergentes de plusieurs régions du cerveau et notamment du noyau raphé dorsal (Phillipson, 1979,
Steinbusch, 1981). On trouve aussi de la sérotonine endogeéne, ainsi que des synapses qui sont
modulées par la sérotonine lors de techniques d’immunolocalisation dans 1’aire tegmentaire ventrale
(Saavedra, 1977, Hervé et coll., 1987). Ces connections anatomiques sont a la base des interactions
de ces deux systémes (Montgomery et Grottick, 1999). Il semble y avoir une relation inhibitrice
entre I’activité sérotoninergique et le fonctionnement du systéme dopaminergique (Weiner, 1973,

Conrad et coll., 1974; Dray et coll., 1978; Waldmeier et Delini-Stula, 1979, Montgomery et Grottick,
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1999).

Pessia et ses collaborateurs ont observé in vifro que la sérotonine, en stimulant
pharmacologiquement les récepteurs 5-HT,, augmente le taux de décharge de nombreuses cellules
dopaminergiques situées dans I’aire tegmentaire ventrale (Pessia et coll., 1994). Par contre, il faut
noter que des changements indirects du taux de décharge des neurones dopaminergiques peuvent
découler de I’inhibition ou de I’excitation locales d’interneurones GAB Aergiques par la sérotonine
(Pessia et coll., 1994). D’autres chercheurs ont rapporté que I’administration de ritansérine, un
antagoniste des récepteurs 5-HT,, par voie intraveineuse augmente le taux de décharge des neurones
dopaminergiques (Ugedo et coll., 1989). Ce désaccord apparent entre les effets des agonistes et des
antagonistes 5-HT2, qui augmentent tous deux le taux de décharge des cellules dopaminergiques,
démontre la complexité du systeme. En effet, il est probable que des circuits neuronaux différents
soient activés par I’injection systémique d’une substance pharmacologique, et ces différents systémes
pourraient se moduler réciproquement (Tassin et coll., 1998).

Chez la souris, I’hyperactivité locomotrice déclenchée par I’amphétamine peut étre bloquée
par ’administration intrapéritonéale d’antagonistes 5-HT,, comme I’ampérozide et le MDL 100,907
(Sorensen et coll., 1993). L’ampérozide a une plus grande affinité (Ki = 26 nM) pour les récepteurs
5-HT, que pour tous les autres récepteurs monoaminergiques (Haskins et coll., 1987). Le MDL
100,907 est un antagoniste trés puissant des récepteurs 5-HT,, (Ki= 0.36 nM) (Haskins et coll.,
1987). L hyperactivité locomotrice induite par I’amphétamine serait le résultat d’une relache accrue
de dopamine dans le noyau accumbens. Le blocage des récepteurs 5-HT,, par I’injection systémique
d’ampérozide inhibe cette réponse & I’amphétamine (Ichiwaka et Meltzer, 1992). Cet effet de

I’ampérozide sur la reldche dopaminergique semble étre encore plus importante au niveau du cortex
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préfontal qu’au niveau du noyau accumbens (Pehek et coll., 1993; Nomikos et coll., 1994). Le MDL
100,907 augmente aussi la relache de dopamine au niveau du cortex préfrontal (Schmidt et Fadayel,
1995).

Bien que la D-amphétamine augmente la libération de dopamine dans le noyau accumbens,
elle réduit le taux de décharge des neurones dopaminergiques dans I’aire tegmentale ventrale (Wang,
1981), en agissant probablement comme agoniste partiel des récepteurs dopaminergiques
présynaptiques de type D,. Néanmoins, certains antagonistes 5-HT,, comme le MDL 100,907,
peuvent bloquer cet effet dépresseur (Sorensen et coll., 1993). Si’on adhére a ’hypothese que les
antagonistes 5-HT, ont un effet indirect sur les terminaisons présynaptiques dopaminergiques, il est
possible que I’augmentation de I’activité neuronale soit associée a une diminution de la libération du
neurotransmetteur (Tassin et coll., 1998).

La revue actuelle de la littérature sur les interactions entre les systémes sérotoninergique et
dopaminergique suggére que les neurones sérotoninergiques exercent un contrdle sur les cellules
dopaminergiques qui est a la fois direct et indirect, excitateur et inhibiteur. Il est possible que les
récepteurs 5-HT, modulent ’activité des neurones dopaminergiques a travers des circuits indirects
(Tassin et coll., 1998). La stimulation de ces récepteurs sérotoninergiques pourrait ainsi contribuer
a Iefficacité de la libération dopaminergique dans les structure sous-corticales, comme le noyau
accumbens. Il est aussi possible que les neurones noradrénergiques, a leur tour, contribuent a former

un lien entre les cellules dopaminergiques et sérotoninergiques (Tassin et coll., 1998).
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5.4.3 Interactions entre les systémes noradrénergiques et dopaminergiques

1l est intéressant de souligner que bien que les neurones noradrénergiques projettent vers la
plupart des régions du cerveau, le systéme nigrostrié dopaminergique ne semble pas recevoir de
connections noradrénergiques directes (Tassin et coll., 1998). En effet, aucune fibre noradrénergique
n’est localisée dans la partie ventrale compacte de la substance noire (Swanson et Hartman, 1975,
Gaspar et coll , 1992), et le striatum ne regoit aucune projection du Locus coeruleus (Room et coll.,
1981) ni aucune terminaison noradrénergique chez le rat (Swanson et Hartman, 1975) et le primate
(Gaspar et coll, 1985). Par contre, ’aire ventrale tegmentaire regoit des projections
noradrénergiques. Il faut toutefois souligner qu’aucune étude ultrastructurelle n’a encore été effectuee
afin de vérifier s’il s’agit de connections directes ou indirectes (Swanson et Hartman, 1975, Simon
et coll., 1979; Gaspar et coll., 1992). 1l existe un réseau de terminaisons noradrénergiques au niveau
des structures-cibles du systéme dopaminergique, soit le noyau accumbens, les noyaux du septum,
I’amygdale, et le cortex cérébral. Par contre il n’existe aucune superposition complete entre les
systémes noradrénergique et dopaminergique (Tassin et coll., 1998). Ainsi, les réseaux de projections
noradrénergiques et dopaminergiques semblent innerver des sous-noyaux différents au niveau de
I’amygdale (Sadikot et Parent, 1990), du septum et du noyau du lit de la strie terminale, ou bed
nucleus of the stria terminalis (Lindvall et Stenevi, 1978; Gaspar et coll., 1985).

Plusieurs études ont été effectuées afin de caractériser les interactions de ces deux systémes
catécholaminergiques au niveau de I’aire tegmentaire ventrale. Ainsi, Hervé et ses collaborateurs, en
utilisant du 6-OHDA, ont effectué une lésion spécifique de la voie ascendante noradrénergique se
terminant dans cette région (Hervé et coll., 1982). Ce type de 1ésion n’affecte pas I’innervation

noradrénergique du cortex cérébral. Sept jours aprés I’injection du 6-OHDA, ces auteurs ont noté
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que le rapport DOPAC/DA diminuait de 38% dans le cortex préfrontal, mais ne variait pas dans le
noyau accumbens. Ces résultats suggerent que les neurones noradrénergiques exercent un controle
excitateur tonique et spécifique sur les neurones dopaminergiques mésocorticaux. Ces résultats sont
de plus appuyés par une étude de microdialyse, effectuée sur des animaux éveillés (Gillibert, 1994).
En effet Gillibert a trouvé une corrélation positive entre les niveaux extracellulaires de la
noradrénaline du cortex préfrontal et ceux de la dopamine du le cortex cérébral.

Des études électrophysiologiques ont montré que la prazosine, un antagoniste des
adrénocepteurs «, diminuait les décharges en bouffées des neurones dopaminergiques de I’aire
tegmentaire ventrale (Grenhoff et Svensson, 1993). Cependant comme la prazosine fut administrée
par voie intraveineuse; on ne peut exclure la possiblité que la modulation des neurones
dopaminergiques soit causée par le blocage des récepteurs ¢, localisés hors de I’aire tegmentaire
ventrale. Pan et ses collégues ont montré que I’administration d’amphétamine dans I’aire tegmentale
ventrale de rats anesthésiés, augmentait la libération de dopamine au niveau du noyau accumbens et
du cortex préfrontal (Pan et coll., 1996). Ces études semblent donc indiquer ’existence d’une action
excitatrice tonique, par les récepteurs ¢, sur les neurones dopaminergiques mésocorticaux.

Il est possible qu’il existe aussi des interactions entre ces deux systémes catécholaminergiques
au niveau du cortex préfrontal. En effet, Tassin et ses collaborateurs ont observé que la destruction
spécifique, par injection de 6-OHDA, de la voie ascendante noradrénergique, semblait induire un
bourgeonnement collatéral, ou collateral sprouting, au niveau des neurones dopaminergiques
meésocorticaux (Tassin et coll., 1979).

Des altérations au niveau du systéme noradrénergique peuvent altérer des comportements

meédiés par le systéme dopaminergique (Antelman et Caggiula, 1977).
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5.4.4 La maladie dépressive et les interactions entre les trois systémes monoaminergiques

Plusieurs auteurs ont déja postulé que la dépression, ainsi que la réponse thérapeutique au
traitement aux antidépresseurs impliquerait 1’interaction de plusieurs systémes de neurotransmission
(Hsiao et coll., 1987). En effet, ’hypothese de Prange propose que des anomalies au niveau des
systémes noradrénergique et sérotoninergique soient a la base de 1’étiopathologie de cette maladie
(Prange et coll.,, 1974). Antelman et Caggiula ont proposé que ce serait un déreéglement entre les
systemes dopaminergique et noradrénergique qui serait a I’origine cette pathologie (Antelman et
Caggiula, 1977).

Les substances pharmacologiques qui agissent exclusivement sur le systéme sérotoninergique
ont des effets modulateurs sur les systéme noradrénergiques et dopaminergiques (Feighner, 1999).
Plusieurs études ont observé que la communication entre les récepteurs sérotoninergiques et
noradrénergiques était augmentée suite a ’activation de la protéine kinase (Popoli et coll., 1995;
Nibuya et coll., 1996). Les médicaments qui agissent sur ces deux systémes concurremment, comme
la venlafaxine, pourraient donc potentialiser les évenements en cascade, ce qui devrait accroitre la
qualité de la réponse thérapeutique et en diminuer le délai (Derivan et coll., 1995).

Une étude a observé qu’il existait une différence au niveau des corrélations monoaminergiques
entre les patients répondant bien a un traitement pharmacologique aux SSRIs et les patients résistants
a ce type de thérapie (Hsiao et coll., 1987). Ces auteurs proposent que chez les patients résistants,
les changements normalement induits par les antidépresseurs soient freinés par un découplement des
systéemes monoaminergiques. 1l est donc probable que les relations entre les trois systemes
monoaminergiques pourraient étre aussi, sinon plus, importants que le niveau d’activité des systémes

individuels. Chez I’humain, Geracioti et ses collaborateurs n’ont pas observé de différence entre des



91

patients souffrant de dépression majeure et des témoins sains dans les niveaux céphalorachidiens de
tryptophane, de noradrénaline, d’acide 5-hydroxyindole acétique, ou de 3-méthoxy-4-hydroxy-
phénylglycol, qui est le métabolite principal de la noradrénaline (Geracioti et coll., 1997). Ils ont par
contre observé une corrélation négative et linéaire entre les concentrations moyennes d’acide
5-hydroxyindole acétique et de noradrénaline dans le liquide céphalo-rachidien des témoins sains,
alors que cette relation n’était pas présente chez les malades. Ces auteurs proposent que c’est le
déréglement dans la relation entre les systémes sérotoninergique et noradrénergique qui entrainerait
la pathologie dépressive.

11 est possible que les monoamines ne régulent pas directement ’humeur, mais il est certain
que ces amines biogénes jouent un rdle critique dans la génération et le maintien de la réponse aux
antidépresseurs. En effet, on peut provoquer une rechute de la maladie chez des patients en rémission,
en diminuant le niveau endogene de ces neurotransmetteurs (Delgado et coll., 1993; Miller et coll.,
1996a,b) De plus, on peut aussi induire une rechute chez des patients en rémission qui ne prennent
plus d’antidépresseurs suite a un traitement pharmacologique réussi, une luminothérapie, ou light
therapy, ou une rémission spontanée (Miller et coll., 1996b; Berman et coll., 1999). Finalement, tous
les antidépresseurs efficaces, connus a ce jour, induisent des changements dans le métabolisme des
récepteurs monoaminergiques et dans les niveaux de ces neurotransmetteurs chez des animaux de
laboratoire sains (Heninger et coll, 1996). Ces données suggérent que les systémes
monoaminergiques sont nécessairement, mais non exclusivement, impliqués dans la réponse
thérapeutique aux antidépresseurs. D’apreés ce raisonnement Iinteraction des systémes
monoaminergiques avec d’autres systémes neurobiologiques serait nécessaire pour expliquer

Iefficacité clinique des antidépresseurs (Heninger et coll., 1996).
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5.4.5 Discussion des résultats en fonction des interactions monoaminergiques

Plusieurs études (Jordan et coll., 1994; Hughes et Stanford, 1996; Tassin et coll., 1998) ont
rapporté que la fluoxétine a un effet plus prononcé sur la transmission noradrénergique que sur la
transmission sérotoninergique. Ce phénoméne paradoxal pourrait étre expliqué par la plus grande
sensibilité des neurones noradrénergiques aux stimuli externes. En effet, une légere modification du
systéme de recapture serotoninergique entraine des modifications importantes sur les niveaux
extracellulaires de la noradrénaline (Aston-Jones et Bloom, 1981). Ce phénomene ne reflete pas
nécessairement un effet direct de la fluoxétine sur le systeme de recapture noradrénergique. En effet,
la fluoxétine pourrait bloquer d’autres récepteurs, tels les récepteurs nicotiniques (Garcia-Collunga
et coll., 1997) ou les récepteurs 5-HT,, (Ni et Miledi, 1997) qui moduleraient la libération de la
noradrénaline. De plus, I’élévation des niveaux de sérotonine extracellulaire, induite par un traitement
aux SSRIs, pourrait moduler la libération de noradrénaline, soit localement (Blandina et coll., 1991)
ou indirectement par stimulation des récepteurs 5-HT, qui a leur tour stimuleraient les neurones
noradrénergiques du Locus coeruleus (Chiang et Aston-Jones, 1993). D’autre part, on a observé
que, chez des patients déprimés traités aux NARIs, il y avait une augmentation importante de la
libération de cortisol médiée par la sérotonine, ou 5-HT mediated cortisol response, suite a
I’administration de la d-fenfluramine (Cleare et coll., 1997). Une interprétation possible de ce fait
clinique est que les aspects neuroendocrinologiques impliquant la sérotonine seraient indépendants

de I’humeur et/ou de la dépression.

5.5 Remiseen question des théories sérotoninergiques et noradrénergiques dela dépression

Le mécanisme d’action par lequel les antidépresseurs régulent I’affect demeure, encore a ce
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jour, inconnu. Certaines hypothéses peuvent néanmoins é&tre postulées. Ainsi, les systemes
noradrénergiques et sérotoninergiques sont certainement impliqués. Cependant, il n’est pas certain
que I’augmentation de ces neurotransmissions, par le blocage de leur transporteurs, soit responsable
de leur efficacité thérapeutique. Il est intéressant de mentionner que la tianeptine, un antidépresseur
cliniquement efficace et présentement utilisé en France, augmente la recapture sérotoninergique
(Guelfi et coll., 1989; Fattacini et coll., 1990), ce qui va a I’encontre des théories actuelles de
I’étiopathologie de la dépression.

Les traitements non-pharmacologiques de la dépression tels que la privation de sommeil
(Schliger et Tolle, 1980), la thérapie d’avancement des rythmes circadiens, ou phase advance
therapy (Wehr et coll., 1979), et les thérapies psychologiques (Frank et coll., 1990) sont souvent
cliniquement efficaces. Par contre, il n’existe aucune évidence physiologique qu’elles agissent sur les
systémes noradrénergiques et sérotoninergiques.

Il se pourrait que les modifications observées sur les systémes noradrénergiques et
sérotoninergiques représent un effet non spécifique a I’activité antidépressive de ces molécules. En
effet, ces substances pharmacologiques pourraient agir directement sur un troisiéme systéme
(Charney, 1998), a savoir le systéme dopaminergique, la substance P, ou des récepteurs
glucocorticoides. Cette action indirecte pourrait se faire soit directement sur des récepteurs d’un autre
systéme de neurotransmission, soit sur des mécanimes intracellulaires en influencant les facteurs de
transcription, de croissance ou I’expression des genes.

En effet, certains antidépresseurs ont montré une activité pharmacologique principale sur le
systéme dopaminergique et se sont révélés étre des antidépresseurs efficaces. La bromocriptine

(Theohar et coll., 1982) et le piribedil (Post et coll., 1978) sont deux agonistes sur des récepteurs
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dopaminergiques. Le bupropion (Ascher,1995; Frazer, 1997) agit aussi principalement sur le systéme
dopaminergique. Ce médicament, sous I’appelation de Zyban™, a récemment trouvé une nouvelle
application dans le traitement du tabagisme (Hughes et coll., 1999; Raymond et coll., 1999). 1l est
aussi intéressant de souligner que les neuroleptiques, ou agents antipsychotiques, peuvent aussi étre
utilisés, a faibles doses, comme antidépresseurs (Robertson et Trimble, 1982). 1l faut toutefois noter
qu’ils sont rarement utilisés a cette fin a cause de leurs effets indésirables. Il est connu que les
médicaments antipsychotiques atypiques augmentent la reliche de dopamine dans le systeme
mésocortical (Ichikawa et Meltzer, 1990a) et maintiennent ’activité dopaminergique dans les
systémes mésocortical et nigrostriatal en présence d’apomorphine (Ichiwaka et Meltzer, 1990b); cette
action sur le systéme dopaminergique pourrait sous-tendre leur action antidépressive.

Le systeme neuronal peptidergique qui utilise la substance P comme neurotransmetteur
pourrait aussi affecter la transmission synaptique dans les troubles affectifs (Fuxe et coll., 1983). En
effet, une étude récente suggeére que des antagonistes des récepteurs spécifiques a ce
neurotransmetteur sont efficaces dans le traitement de la dépression (Kramer et coll., 1998). 1l a éte
rapporté que le traitement chronique a la fluoxétine n’influence pas les niveaux de substance P dans
le liquide céphalo-rachidien de malades déprimés (Martensson et coll., 1989). Par contre, on a
rapporté qu’un traitement chronique a la trimipramine augmente la sensibilité des neurones du cortex
cingulaire a la substance P (Jones et Olpe, 1984).

Il a été suggéré que la dépression puisse étre causée par un déréglement des systemes de
seconds messagers. Plusieurs études ont rapporté que les antidépresseurs de différentes classes
pharmacologiques, avaient le méme effet sur ces systémes de signalisation intracellulaire, en

particulier ceux dépendants de I’AMP cyclique (Nomura et coll., 1987, Nestler et coll., 1989, Nibuya
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et coll., 1996). 1l existe au moins cing étapes entre I’activation des récepteurs monoaminergiques et
et I’hydrolyse de I’AMP cyclique par la phosphodiestérase. Chacune de ces étapes pourrait donc
subir a une régulation par les antidépresseurs. D’aprés Watchel (1989) le systéme de I’adénylate
cyclase serait sous-activé alors que celui de la protéine kinase C serait suractivé dans ”état dépressif.
Ce déséquilibre entre les deux systémes de seconds messagers jouerait un réle dans la pathologie de
la dépression.

Certaines études ont rapporté que les antidépresseurs influencent un des facteurs trophiques
du cerveau, notamment le Brain Derived Neurotrophic Factor, ou BDNF (Nibuya et coll., 1995,
1996). En effet, une étude a observé que le stress réduit les niveaux de syntheése du BDNF dans la
région hippocampale CA3. On a proposé que cette réduction pourrait contribuer a la perte d’épines
dendritiques ce qui entrainerait une vulnérabilité accrue de ces neurones (Duman et coll., 1997). De
plus, les traitements chroniques aux antidépresseurs et 1’électroconvulsivothérapie augmentent
I’expression de BDNF dans les régions hippocampales.

11 a aussi été suggéré que les antidépresseurs pourraient avoir une action sur des structures
intracellulaires. D’aprés Brunello et ses collegues (1990), le traitement chronique a la fluoxétine,
’oxaprotiline et les tricycliques classiques, activerait la protéine kinase II, ce qui & long terme
affecterait les microtubules et modifierait ainsi le transport axonal. Ce mécanisme d’action
s’effectuerait par un systéme de phosphorylation dépendant de I’AMP cyclique (Racagni et coll.,
1992). Le décours temporel de cet effet est en accord avec le délai thérapeutique des antidépresseurs.
De plus I’atteinte des microtubules semble étre dépendante de la dose. Racagni et ses collegues
proposent que ’efficacité a fortes doses de la fluoxétine soit liée a une altération du transport axonal.

Cette hypothése permettrait alors le caractére ubiquitaire de cette molécule capable de contrdler
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partiellement 1’anorexie et les troubles obsessifs-compulsifs.

Le systéme GABAergique a aussi été suggéré comme cible d’action des antidépresseurs. Cette
implication découle de trois observations. Premiérement, il existe une diminution de ce
neurotransmetteur dans plusieurs tissus des patients déprimés. Par ailleurs, le niveau de GABA dans
le liquide céphalo-rachidien chez ces mémes patients est significativement plus bas que celui des sujets
contrbles. Finalement, ’activité de la décarboxylase de I’acide glutamique, 1’enzyme qui est
responsable de la synthése du GABA, est dimininée de 40 % dans le cortex frontal de patients
déprimés (Lloyd et coll., 1989, 1990; Shiah et Yatman, 1998). Il est intéressant de noter que les
médicaments anticonvulsivants, comme la carbamazépine et le valproate, ont une action
antidépressive, mais leur efficacité est moindre que celle des tricycliques (Post, 1982, Calabrese et
coll., 1990).

Il faut souligner que la S-adénosyl-méthionine, ou SAMe, a une action antidépressive (Agnoli
et coll., 1976, Rosenbaum et coll., 1990). Cette substance cérébrale, en libérant des groupements
méthylés, interfére avec plusieurs voies métaboliques. 1l est possible d’augmenter la concentration
cérébrale de SAMe par voie orale. De plus, son efficacité thérapeutique semble étre de 7 jours
lorsqu’elle est administrée parentéralement (Fava et coll., 1995).

L’axe hypothalamo-pituito-surrénal a aussi été impliqué dans la dépression. En effet, des
anomalies au niveau de cet axe ont été parmi les premicres observations de déréglements biologiques
dans cette pathologie (Rothschild et coll., 1993; Nemeroff, 1996, Young et Vasquez, 1996). En effet
entre le tiers et la moitié des patients déprimés démontrent une hyperactivité de cet axe. De plus la
déxamethasone ne réduit pas le niveau de glucocorticoides chez les patients comme elle le fait chez

les sujets normaux. Ce phénoméne de suractivation est en accord avec ’observation qu’une
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exposition excessive au stress, ou une réponse excessive au stress quotidien semble jouer un réle
dans I’étiopathologie de la dépression (Heim et coll., 1997). Plus récemment, le modele de souris
transgéniques présentant des anomalies des récepteurs glucocorticoides semble refléter, du moins sur
un plan comportemental et neuroendocrinien, les signes de la dépression (Barden, 1999).

Le facteur de relache de la corticotropin (CRF) a aussi ¢été considéré. Les compagnies
pharmaceutiques ont développé plusieurs antagonistes de ce facteur dans ’espoir de trouver une
nouvelle classe d’antidépresseurs (Nemeroff, 1998). De plus, certains antagonistes de la synthese
stéroidienne, comme la métyrapone, ou des récepteurs glucocorticoides, comme le RU489, pourraient
avoir une efficacité dans le traitement de la dépression (Wolkowitz et coll., 1993; Thakore et Dinan,
1995; Ghadirian et coll., 1995). Une approche pharmacologique éventuelle serait de cibler les
protéines “chaperones” qui lient et séquestrent habituellement les récepteurs glucocorticoides dans
le cytoplasme, ou qui interférent avec leur capacité de liaison a I’ADN pour activer certains génes

(Caamano et coll., 1995).

5.6  Hétérogénéité de Ia réponse thérapeutique

11 est important de souligner que tous les patients souffrant de dépression ne réagissent pas
de la méme fagon aux traitements antidépresseurs. Ainsi de 20 a 40 % des malades ne montrent
aucune amélioration suite 4 un traitement aux SSRIs (Ontiveros et coll., 1991; Nemeroff, 1998). De
plus, certains types de dépression, comme la dysthymie, semblent étre plus réfractaires que d’autres
(Meltzer, 1991). Le lithium semble augmenter I’efficacité de la fluoxétine et de la désipramine dans

certains cas réfractaires (Ontiveros et coll., 1991). Il a été rapporté que I’addition du pindolol, un
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antagoniste des récepteurs sérotoninergiques 5-HT2A/C, potentialiserait 1’effet des SSRIs lors de
dépressions réfractaires et réduirait le délai thérapeutique (Nelson, 1998; Maes et coll., 1999).
L’addition de 1a miansérine semble produire le méme effet (Maes et coll., 1998). 1l faut toutefois
signaler Iincidence d’effets indésirables sérieux, notamment le syndrome de la sérotonine centrale
(central serotonin syndrome) lors d’utilisation conjointe de SSRIs et de lithium. Par contre, la
thérapie d’augmentation au pindolol ne semble pas produire ces effets nefastes (Schweitzer et
Tuckwell, 1998).

Récemment, on a observé des polymorphismes dans le géne codant le transporteur
sérotoninergique humain. Ces polymorphismes semblent étre responsables d’une susceptibilité accrue
a ’anxiété (Lesch et coll., 1996), 4 la dépression (Collier et coll., 1996a; Flattem et coll., 1997) et
a I’autisme (Cook et coll., 1997). Ces polymorphismes pourraient aussi expliquer I’hétérogénéité de
la réponse thérapeutique. Ainsi une étude a observé que I’efficacité de la fluvoxamine dans le
traitement de la dépression délusionelle était reliée au génotype allélique du promoteur du geéne
codant pour le site de recapture sérotoninergique (Smeraldi et coll., 1998). Il existe deux
polymorphismes du géne codant pour le site de recapture sérotoninergique. La premiére région
polymorphique décrite fut une répétition en tandem de nombre variable (variable number tandem
repeat, ou VNTR) dans le deuxiéme intron de ce géne (Lesch et coll., 1994). Des variations alléliques
de cette région ont été associées a la dépression majeure (Ogilvie et coll., 1996) et a la psychose
maniaco-dépressive (Battersby et coll., 1996) dans une population écossaise. Il faut toutefois
souligner que ces résultats n’ont pas été retrouvés dans des populations japonaise (Kunugi et coll,,
1996) et allemande (Stober et coll., 1996). Néanmoins, des études plus récentes semblent appuyer

I’observation originale d’Ogilvie et ses collaborateurs (Collier et coll., 1996a, 1996b). On ne sait pas
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si les variations alléliques dans cette région influencent directement ou indirectement 1’expression du
transporteur sérotoninergique (Ogilvie et Harmar, 1997).

Le deuxiéme polymorphisme est celui du site promoteur du transporteur sérotoninergique
(Heils et coll., 1996). 1l existe deux variantes communes de ce polymorphisme un forme longue et
une forme courte. La variante courte semble réduire le niveau d’ARN messager du gene, ainsi que
la capacité de recapture sérotoninergique du transporteur (Lesch et coll,, 1996). 1l existe une
corrélation entre le nombre d’alléles courtes et cette diminution de capacité de recapture. Une étude
a rapporté que cette variante courte est plus fréquente chez les patients souffrant de troubles affectifs
(Collier et coll., 1996¢). Des études récentes ont aussi trouvé une corrélation entre ce polymorphisme
et les traits de personalité reliés a I’anxiété, en particulier le “neurotisme” (Kumakiri et coll., 1999,
Murakami et coll, 1999). Ce polymorphisme pourrait expliquer la prédisposition de ces personnes aux
maladies affectives (Jardine et coll., 1984; Mazzanti et coll., 1998).

Le dévelopement de la pharmacogénétique, par I’élaboration de traitements pharmacologiques
adaptés au génotype du malade, ouvre une perspective thérapeutique considérable pour la thérapie
chimique des troubles affectifs majeurs. Les études sur la dépression et son traitement
pharmacologique ont impliqué plusieurs systémes de neurotransmission. Une meilleure
compréhension du fonctionnement cérébral normal semble nécessaire & la résolution des états

pathologiques.
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Renseignements concernant article

L’article intitulé “Effects of chronic antidepressant treatments on 5-HT and NA transporters
in rat brain: an autoradiographic study” a été soumis a la revue scientifique Neurochemistry

International. Nous sommes présentement en attente d’une décision de la part des éditeurs.

J’ai collaboré, avec Mademoiselle Angélina Habimana, a 1’administration quotidienne, par
injections intrapéritonéennes, des substances pharmacologiques étudiées, chez les rats. J ai prélevé
les cerveaux, effectué les coupes histologiques a ’aide d’un cryostat, incubé les lames, développée et
analysé les films radioautographiques. J’ai procédé aux analyses statistiques des données sous la

supervision du Dr Robert Elie. J’ai rédigé le manuscript sous la supervision du Dr Toma4s Reader.
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