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RESUME FRANCAIS

L’axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien joue ue gisentiel dans
I'adaptation et la réponse au stress. Toutefdigpkractivation de cet axe ou
des niveaux chroniqguement élevés de glucocortisdl@€) entrainent des
conségquences pathologiques. Le systéme dopangoergiésocortical, qui se
projette dans le cortex préfrontal médian (CPFm)ejun rble adaptatif en
protégeant contre le stress. Jusqu’a présenhtsctions fonctionnelles
entre les GC (ex : corticostérone) et le systénpadinergique mésocortical
ne sont pas élucidées.

Dans ce mémoire, nous avons évalué les effet&@esur les fonctions
dopaminergiques préfrontales en élevant chroniqngrad’aide de mini-
pompes osmotiques, les niveaux de corticostéroxe@centrations
physiologiques maximales (1 mg/kg/h pendant 7 jou@e traitement n’a pas
modifié significativement, chez les rats stresaéson, les niveaugost
mortem de dopamine et de son métabolite dans le tisstRfem. Toutefois,
I’évaluation par voltamétria vivo des changements de dopamine
extracellulaire dans le CPFmv a permis d’observerlg corticostérone
augmente significativement la libération de dopa@n réponse a I'exposition
a I'odeur de renard et au pincement de la queNles études nous permettent
de conclure que la corticostérone potentialiferation dopaminergique
mésocorticale qui, a son tour, facilite la régalathégative en période de
stress.

Mots clés :glucocorticoides, stress, cortex préfrontal, dapagvoltamétrie,

dépression, axe hypothalamo-hypophyso-surrénal@ticostérone, systeme
dopaminergique mésocortical.



RESUME ANGLAIS

The hypothalamic-pituitary-adrenal axis plays aseesial role in
responding and adapting to stress, however ovesdicin of this axis or
chronically high levels of glucocorticoids leadpathological outcomes. The
mesocortical dopamine (DA) system, terminatinghie inedial prefrontal
cortex (MPFC), plays an adaptive role in protecigginst stress, yet the
functional interactions between glucocorticoids. @gticosterone) and the
mesocortical DA system are not clear. In the preserties, we investigated
the effects of glucocorticoids on prefrontal DA étion using osmotic
minipumps to chronically elevate corticosteroneslevn the high
physiological range (1 mg/kg/hr for 7 days).

Chronic corticosterone treatment did not signifibaaffect post
mortem levels of DA and its metabolites in PFC tissueither unstressed or
stressed rats. However, usimgvivo voltammetry to monitor changes in
extracellular DA release in PFC, corticosteronaisicantly increased DA
release in response to both types of stress exdenposure to predator odor
and tail pinch stress. We conclude that corticosieindeed potentiates
mesocortical DA function, which in turn facilitatesgative feedback
regulation in times of stress.

Key words : glucocorticoids, stress, , prefrontal cortex, dopee,

voltammetry, depression, hypothalamic-pituitaryead axis, corticosterone,
mesocortical dopamine system.
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Chapitre 1 : RECENSION DE LA LITTERATURE

1.1 Le stress

Ce fut en 1936 que le terme « stress » fut aboodé la premiére fois
dans la littérature. Dans son article intitulé gsyndrome produced by diverse
nocuous agents » et publié dans Nature (Sely&)1Bians Selye y décrivit un
fonctionnement atypique de certains organes suigxposition d’agents
nocifs chez le rat. Ce fonctionnement non habitieetertains organes
constitue un syndrome qu’il nomma « le syndromelafdation général »
(S.A.G.) puisqu’il représente une tentative degarisme a s’adapter a une

condition nouvelle.

1.1.2 Premiére définition du stress

Selon Selye, tout agent ou demande physique ehpkgique (baiser
passionné, peur, microbe, douleur, etc...) provogseréponses de
'organisme. Ces réponses que Selye qualifia despeécifiques induisent des
changements dans différents systemes biologigQes.réponses traduisent
donc un syndrome qui caractérise un état. C'dasdtaequ’il appela le stress.
En d’autres termes, le stress représente, poue Sadg réponses de
I'organisme qui sont non spécifiques et qui sopvpguées par n'importe
quelle demande, que cette derniére soit causée pasultat de conditions

plaisantes ou délétéres (Selye, 1985).



1.1.3 Définitions subséquentes

Par la suite, différentes tentatives de définitlorstress furent
proposées mais aucun consensus ne fut établi sell@ment. Levine et al.
(1991) ont proposé que I'essentiel de la définitdenmrait faire mention d’'un
systeme complexe composé de rétroaction et dedmdel contrble qui
affectent plusieurs autres processus biologiqugsigieuvent fonctionner
comme un systeme d’alarme peu importe qu’il yuaie menace réelle ou
imaginaire pour les systemes de I'organisme quite:aégulent. Goldstein
(1995) a défini le stress comme une condition statéentes, qu’elles soient
génétiqguement programmeées ou apprises, ne cormspopmas aux perceptions
anticipées ou réelles de I'environnement internexterne. La disparité entre
ce qui est percu ou observé et ce qui est antoziggrogrammeé provoquerait
des réponses compensatoires. Pour Chrousos e(1288) le stress est un
état de disharmonie ou de menace a I’lhoméostasieéponse adaptative peut
étre spécifique ou non-spécifique. Toujours selmaderniers auteurs, des
perturbations de I’homéostasie engendrent des daschke réponses
physiologiques et / ou comportementales qui soceseaires pour rétablir
I'équilibre idéal. Pour McEwen (2000) le stressgse menace réelle ou
imaginaire, physique ou psychologique qui engedégeréponses
physiologiques et comportementales. Quelques arpias tard, MCEwen
parla de charge allostatique pour faire référencsti@ss et d’allostasie pour
définir la capacité de maintenir une stabilité inteface a des perturbations

externes (McEwen, 2003).



Dans une publication plus récente, Levine (200&)reclu que
I'élaboration d’une définition du stress est difepuisque ce dernier est un
concept multidimensionnel avec différentes comptesaimteractives, a savoir
les stimuli stressants, les systémes qui sonttaBquar ces stimuli et les
réponses produites par ces systémes. Dans le oré@need’idée, Steptoe
(2000) a postulé que les effets du stress se nsé@ifiea quatre niveaux, a
savoir les domaines : physiologique, comportemestddjectif et cognitif.
Conséquemment, aborder un seul domaine en exdaganobis autres lui parait
trop limité pour obtenir une compréhension justmeigrale du concept de

stress.

1.1.4 Conclusion

Tous les organismes vivants ainsi que leurs syst@hysiologiques
essaient de maintenir des conditions internesestdbk : température du corps,
composition du sang, pression sanguine, salirfditd, concentration de
glucose, etc...) lors de conditions variables darnmitede maintenir la vie. Ces
processus de régulation qui visent une stabiliisiollogique sont appelés :
processus homéostatiques (Seyle, 1973 ; Tsigokreusos, 2002; de Kloet,
2005). En présence de certains stimuli menacants|jgquilibre convoité,
I'organisme tente d’évaluer leur potentiel perttielo@ L’attention est alors
augmentée et dirigée vers I'élément perturbat&ur fonction du résultat de
cette évaluation, I'organisme déploiera des méoagssou des réponses qui
permettront de maintenir I'équilibre menacé oudlastaller un nouvel
équilibre. En d'autres termes, en présence dsssurs (physiologiques ou

physigues, internes ou externes, agréables ou ré&kdgs) I'organisme fait



intervenir différents systemes adaptatifs impliqats de produire des
réponses de stress. Par conséquent et selonufalgee travail, le terme

« stress » fait référence a ces réponses, quisetid’ensemble des
mécanismes d’adaptation déployés par I'organisn lédout ultime est la
survie. Pour que I'adaptation a la situationsstamte soit optimale, les
réponses de stress doivent pouvoir étre déclen@mépesence d’'un stresseur
et étre terminées aussitot que I’homéostasie plastmenaceée (de Kloet,

2005).

1.2  Lesréponses de stress

Les réponses produites par I'organisme en réaétiome perturbation
homeéostasique sont qualifiées de réponses de strpssivent étre de
différentes natures. Selon Charmandari (2005)rémsnses de stress sont
complexes et peuvent étre physiques et/ou compertales. Les réponses
comportementales ont pour objectif de réorienteoleduite de facon mieux
adaptée a la nouvelle situation alors que les g®physiques ont comme
fonction de rediriger I'énergie de I'organisme affiaugmenter ses chances de
survie (voir tableau 1).

Les réponses produites en période de stress sfinitlde I'activation
d’au moins deux circuits : le systéme nerveux autom (SNA) et le systéme
endocrinien qui sont activés selon des patrons desipdifférents. C’est-a-
dire que lorsque I'organisme est exposé a un stneskactivation du SNA est
immédiate et de courte durée tandis que I'activadio circuit endocrinien est

tardive et perdure.



Adaptation comportementale:

redirection adaptative du comportement

Adaptation physigue : redirection

adaptative de I'énergie

Augmentation de I'excitation

L'oxygene et les noteints sont dirigés
vers le SNC et les sites impliqués dans le

réponses de stress

Augmentation de la cognition, vigilance e

de l'attention dirigée

I Altération du tonus cardiovasculaire,
augmentation de la pression sanguine et

battements cardiaques

Euphorie (ou dysphorie)

Augmentation du rythme irespire

Augmentation de I'analgésie

Augmentation de la ghémgenése et de

lipolyse

Elévation de la température

Détoxification des pitsdtoxiques

Suppression de I'appétit et des
comportements liés a

I'alimentation

Inhibition de la croissance et de la

reproduction

Suppression de I'axe reproducteur

Inhibition dstiaulation de la mobilité

du colon

Maintien de la réponse de stress

Maintien des s&gs0n

immunitaires/inflammatoires

(7]

des

a

Tableau 1 :Adaptation comportementale et physique durant un éjsode stress

aigu. Source : Adapté (Charmandari, E.

, 2005)



L’activation du circuit du SNA entraine I'excitati@u systéme nerveux
sympathique (SNS) et l'inhibition du systeme nervparasympathique.
L’activation du SNS résulte en la libération d’&gahrine et de norépinéphrine
produits par la médullo-surrénale ainsi que patdeminaisons nerveuses du
systeme sympathique situées dans les tissus. tlaelnette activation est de
restaurer la stabilité hémodynamique, de mobiliseergie emmagasinée et
d’assurer un systeme immunitaire efficace pendaet’'qnhibition du systéme
parasympathique permet de diminuer au maximumivaiion des fonctions

végetatives (Molina, 2005).

1.3  Axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien

L’autre systeme impligué dans les réponses desststde circuit
endocrinien et repose sur un axe appelé hypothaleypophyso-surrénalien
(HHS). Cet axe HHS, est composé de trois strustule noyau
paraventriculaire (NPV) de I'hypothalamus, le |l@mérieur de I'hypophyse et
les cortico-surrénales. Le NPV qui est situé autiuutroisieme ventricule,
renferme deux types de neurones : les parvocekslajui se projettent vers
I'hypophyse antérieure et les magnocellulairessgyprojettent vers le lobe
postérieur de cette derniere.

L’activation de I'axe HHS débute lorsque les neesoparvocellulaires
du NPV sont activés. Ces derniers libérent, darértulation de la veine
porte, differentes neurohormones dont : I'hormoadiltEration des
corticostéroides (HLC), la vasopressine (VP) abkortine (UC). Ces
hormones sont conséquemment acheminées a I’hypephlya liaison du

HLC avec ses récepteurs situés sur les celluléadiEnophyse induit la



libération d’hormones hypophysiotropes telle gherinone
adrénocorticotropine (ACTH) qui joue un réle ndéatbans I'activation de
I'axe HHS puisque c’est elle qui, en circulant densang, atteint le cortex des
glandes surrénales (cortico-surrénales) et stitadlbération des stéroides.

Trois types de stéroides peuvent étre libérégeparortico-surrénales :
les stéroides sexuels dont I'androstérone, lesmaloeorticoides dont le
principal est I'aldostérone ainsi que les glucdcoitles (GC). Parmiles GC
sécrétés par les cortico-surrénales en périodgesson retrouve les
corticostéroides (CS) dont le cortisol chez I'honeh&a corticostérone
(CORT) chez le rat. La libération des CS repréaséntésultat final de
I'activation de I'axe HHS.

Sommairement, les réponses endocriniennes de stgsentent une
cascade d’activations débutant par I'excitationmmsones du PVN suivie de
celle des neurones de I'adénophyse et enfin de de# cellules cortico-
surrénaliennes qui vont libérer des CS qui serieaades récepteurs qui leur
sont spécifiques. Les corticostéroides sont l&éeis la circulation
systémique et distribués partout dans I'organisfimed® stimuler les organes
cibles, d’'augmenter leur activité et d’exercer inflience sur le NPV.

Les stimuli qui amorcent I'activation de I'axe HK¥8nt appelés
stresseurs. Puisque les stresseurs de difféneatiees semblent engendrer des
patrons d’activation neuronaux différents, Herraetial. (2003) ont fait une
distinction entre les stresseurs réels et less#ues anticipés. Les stresseurs
réels (ex : changements du tonus cardiovasculaigétresse respiratoire,
douleur, etc...) représentent de réels défis pomdmtien de 'homéostasie et

sont reconnus par les circuits sensoriels et \asper En comparaison, les



stresseurs anticipés sont soit appris sur la baséirdulations contextuelles
conditionnées soit innés a partir de prédisposstepecifiques a la survie de
I'espece (ex : odeur de prédateur). La percepmtéones derniers stimuli
comme stresseurs est générée par les structusssigmme nerveux central
responsables du raisonnement et ce, en I'absen&elddéfi physiologique.
Sommairement, I'information provenant des stimeéls est traitée
initialement dans le SNC par le tronc cérébralsatpre celle des stimuli

anticipés est régie initialement par les circuitmfaux (voir figure 1).

HYPOPHYSE

SURRENALES @ ST.REELS

Figure 1 : Principales afférences qui régulent la libération @ corticostéroides via I'axe
hypothalamo-hypophyso- surrénalien Abréviations : CORT, corticostéroides ; ACTH,
hormone adrénocorticotrophique ; HLC, hormone biérktion des corticostéroides; NPV,

noyau paraventriculaire de I'hypothalamus, STmali. Source : [Adapté de (Herman et al.,
2003



1.4  Récepteurs a corticostéroides

Suite a I'exposition d’'un organisme a un stregdes corticostéroides
(CS) sont libérés dans la circulation sanguinegsygjue et vont atteindre tous
les organes. Gréace a ce mécanisme, les réactgparelles sont coordonnées
aux réactions cérébrales et I'adaptation de I'oigyaa aux stimuli
perturbateurs est optimisée. Pour induire lesti@accorporelles, les CS se
fixent aux molécules réceptrices distribuées ulbégr@ment dans I'organisme.
En 1985, Reul et de Kloet, ont démontré a I'aidaticorps monoclonaux
gu'il existe, chez le rat adrénalectomise, dewesyge récepteurs cérébraux
auxquels peuvent se lier les CS : les récepteundrailocorticoides (MR) et
les récepteurs glucocorticoides (GR).

Les MR et GR sont des récepteurs qui font partie demille des
récepteurs intracellulaires qui affectent directeti@ transcription génique.
Respectivement, ils sont formés de 777 et 984 acdenés. Les MR et GR
sont constitués d’au moins quatre principaux dopggonnus. Les travaux
d’Evans (1989) sur le clonage des MR et des GRl@ilteurs permis
d’affirmer que le domaine C des MR et des GR esiguement identique
(94%) et est formé de deux doigts de zinc (C1 Btdtii offrent un site de
liaison a I'élément de réponse hormonal (GRE) 'swwide
désoxyribonucléique (ADN). Le domaine hydrophigdD fait le pont entre
les domaines C et E. Le domaine E, dont la sidiétentre les GR et MR est
de 57% est le site ou les ligands, agonistes agantstes, se lient au
récepteur. Finalement, les MR et GR ont, tous demdomaine N-terminal

dont la ressemblance est inférieure a 15%.
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De maniere générale, quand il n’est pas activéReest présent dans
le cytoplasme de la cellule sous forme de comptetérodimerique (Mr90,
hsp90, hsp56, p23). D’autres composantes poutraiessi exister mais leur
présence n'a pas encore été démontrée. L’activdis récepteurs induite par
la liaison d’'un ligand au domaine E entraine urscade d’événements
conduisant a un changement conformationnel du téaepPlus
spécifiguement, la molécule réceptrice se disstesemolécules chaperonnes
avec lesquelles elle était liee. Ce changemerfocmationnel entraine, dans
la majorité des cas, une homodimérisation suivime'translocation vers le
noyau cellulaire. Le concept du ligand qui induie translocation de GR dans
le noyau est grandement accepté. Les grossesutedécomme les GR,
requierent la réception d’un signal pour pouvoigrar dans le noyau et deux
signaux de localisation du noyau ont été trouvés dies GR. Une fois dans le
noyau, le domaine C des GR et des MR peut s’agsadti&ément de réponse
hormonal GRE et interagir avec des facteurs destrgtion tels que
I'activateur de protéine-1 (AP-1) et le facteur iéaire -kB (NF-kB ; Evans,
1988). Apres s’étre liés aux genes, les GR pdidtea dégradés ou étre
réutilisés. Les résultats d’étude indiquent ageGR qui ont été activés dans
le noyau sont retournés dans le cytoplasme poudisactivation. Apres ce
recyclage, une synthése massive de GR se pradiikaier, 1995). La
conséguence finale de I'activation des MR et dese&Rine modification
positive ou négative de I'expression génétique (hgh 1996; Bamberger,
1996).

Méme si la constitution des GR et MR parait seniblals affichent

des constantes d’affinité (Kd) pour les corticosigges bien différentes. Les
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MR ont une Kd d’environ 0,5-1 nM et les GR une Kenyiron 2,5-5 nM.
Cette différence révele une affinité de 5 a 10 fo@ns élevée des récepteurs

GR pour les CS comparativement aux MR (Reul et loeti<1985).

1.4.2 Distribution des récepteurs a corticostéroide

En 1968, en utilisant de la corticostérone margitaEwen et al. ont
démontré I'existence de molécules réceptrices @S s régions limbiques
du cerveau du rat. En 1985, Meaney et Aitkenutedisant un CS
synthétique, la dexaméthasone, ont démontré I'sspe d’'une grande
quantité de récepteurs dans le cortex frontal iuka utilisant comme
marqueur des corticostérones synthétiques radvesctMcEwen confirme en
1986, dans la région médiane du cortex préfrodt@kpression de molécules
réceptrices pour les CS.

L’autoradiographien vitro a permis une meilleure différentiation des
différents types de récepteurs qui accueillenCl8s Grace a cette technique,
Reul et de Kloet, en 1985, ont pu démontrer I'exise de deux différents
types de récepteurs CS : les récepteurs minéralomioies (type | ; MR) et les
récepteurs glucocorticoides (type Il ; GR). Pauae, la technique de
marquage par ligands radioactifs a permis d’obseajue les MR sont
pratiguement restreints a I’hippocampe et au sepdténal alors que les GR se
distribuent partout avec des quantités considésatdes le cortex préfrontal,
'amygdale, le noyau paraventriculaire de 'hymd#mus et I'aire tegmentale
ventrale (Reul, 1985 ; Cintra 1994 ; Morimoto 1296

A l'aide d’'un anticorps monoclonal dirigé contesIGR, Fuxe et al.

(1985) ont démontré, dans les régions du télenééghau diencéphale, une
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forte réaction nucléaire (du noyau des cellules)t particulierement au niveau
du noyau paraventriculaire hypothalamique, de pbigampe, du cortex
cérébral et de 'amygdale. Avec cette méme ap@rgear anticorps
monoclonal, Czyrak et Chocyk ont, en 2001, démdiexgression des GR sur
les neurones de I'aire tegmentale ventrale (ATV).

Par hybridationn situ, van Eekelen et al. (1988), ont étudié la
distribution des deux types de récepteurs a catiicoides a I'intérieur de
I'hippocampe. lIs ont confirmé la présence desebRIR dans différentes
régions hippocampiques. Avec cette méme technejuen) élargissant I'étude
a tout le tissu cérébral, Marimoto, en 1996, actét '’ARNm des GR dans
I'hippocampe, 'amygdale, I'hypothalamus, le corf@éfrontal (CPF) et I'aire
tegmentale ventrale.

Bien que les patrons de distribution soient diffiéseoour les deux types
de récepteurs, d’autres chercheurs ont démontirégestains neurones de
I'hippocampe et de I'hypothalamus, une colocaiisates GR et des MR
(van Eekelen et al. 1988 ; Trapp et Holsboer, 1998n et al. 2005).

Il faut noter toutefois que la distribution intedlclaire des GR et des
MR est différente. Les GR sont exprimés en ma&aténs le noyau cellulaire
et en minorité dans le réticulum endoplasmiquéephreil de Golgi. Les
MR, par contre, sont présents en majorité dangttasme de la cellule. I
semble que la distribution intracellulaire soitirgncée par les concentrations
de CORT circulantes. En effet, chez des rats aflretomiseés, I'expression
nucléaire de GR fut abolie tandis que la quadi&®R n’a pas varié (Akner,

1995).
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Ces observations semblent se confirmer chez legpeichez qui
Sanchez et al. (2000) ont découvert dans le CPRideaux d’ARNm des GR
beaucoup plus élevés que ceux observés dans dtapmpe. Enfin, Sarrieau
et al. (1988) ont démontré I'expression des GRsdamortex préfrontal de

I’humain.

1.4.3 Le rOle des récepteurs minéralocorticoides gtucocorticoides

Selon Reul et de Kloet (1985), I'occupation des MR la
corticostérone est d’environ 90% durant la périodeinale alors que la
sécrétion circadienne est maximale, durant la gérdburne maximale ainsi
gu’'une heure apres une séance de contention tqneliselle des GR est
minimale. Pour que I'occupation des GR augmentg0dé, des doses de
corticostérone variant de 0,5-1 mg/kg doivent éttministrées. Pour une
occupation de 95% des récepteurs GR, la dose tleastérone requise est de
1 mg/kg. Il est intéressant de noter que I'adnhiai®n cérébro-ventriculaire
d’un antagoniste sélectif des MR induit une augmugon de la concentration
sanguine basale de corticostérone qui est médide pgcle circadien. De
facon similaire, 'administration cérébro-ventriairte ou sous-cutané d’'un
antagoniste sélectif des GR avant une expositiom stresseur induit une
augmentation de la durée d’élévation de la cotézose sanguine (Ratka,
1989).

Les différences de distribution, d’affinité et eéenps d’occupation des
récepteurs CS de type | et de type Il refletencdibes différences
fonctionnelles. La forte occupation matinale deR par les CORT endogénes

en absence d’un stresseur suggere que ces dgoniers un role limitant dans
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les mécanismes cérébraux de base. A l'inversepmoles récepteurs GR ne
sont occupés que lors d’'une période de stress saatétions maximales de
CS, leur activation servirait a limiter la prodactide CORT. Par ailleurs, par
comparaison aux récepteurs MR, les récepteurs @&btine affinité plus
faible aux CS. Cette observation suggere que aledgs quantités de CS sont
nécessaires pour induire les mécanismes reliéS&ixDe plus, la vaste
distribution des GR permettrait de recueillir lamiation de différents centres
cérébraux impliqués dans les réponses de streaspé le NPV pour la
sécrétion de I’hormone de libération des corticosties (HLC), le tractus
solitarius pour la pression sanguine et des rédionisques pour l'activation
des réponses de stress comportementales. SekKlpatg2003), I'utilisation

de deux récepteurs différents pour une méme maécylique deux systemes
de transmission ou leurs fonctions respectivesesgraomplémentaires avec
I'objectif ultime de restaurer I’homéostasie peboteg. L’'activation des MR
serait rapide et initierait la réponse de stresdisague celle des GR serait plus
lente et aurait pour fonction de mettre fin a catame réponse (de Kloet,

2005).

1.4.4 La fonction de rétroaction négative de I'axbypothalamo-
hypophyso-surrénalien
Tel que mentionné plus-haut, les réponses de stregant de
I'activation de I'axe HHS doivent étre limitées dda temps pour que leurs
effets soient bénéfiques pour I'organisme plut@ dammageables. De fait,
lorsque les CS se fixent a leurs récepteurs sxe HHS, ils exercent un

contrble inhibiteur sur ce dernier.
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Le contrdle inhibiteur des CORT sur I'axe HHS cdnsten fait une
rétroaction négative qui permet une optimisatiotedgestion du stress et de
I'adaptation de I'organisme aux périodes de str&&s.contrdle s’exerce en
limitant la durée d’exposition des tissus aux CGRpar conséquent en
minimisant les effets cataboliques, lipogéniquesir@producteurs et
immunosupresseurs des GC (Tsigos, 2002 ;Charmaoas ).

Cette rétroaction négative s’organise selon deussv: I'une directe et
l'autre indirecte. La voie directe implique ldsustures mémes de I'HHS, a
savoir I'hypothamus, I’hypophyse et le cortex desides surrénales, dont les
neurones renferment des molécules réceptrices 8ed &liaison des CORT a
ces récepteurs dans le NPV et sur I’hypophyse pgearoes structures
d’exercer un contrdle négatif sur la sécrétion d€Ht de ACTH (Erkut,
1998). Cette fonction directe de rétroaction nggagst active en période de
stress (Herman et Cullinan, 1997).

La voie indirecte implique des structures céréwaixtra-
hypothalamiques différentes de celles de I'axe Hittss influencant I'activité
de cette derniére. Bien que la nature des stresséla topographie régionale
puisse modifier le profil général, I'hnippocampeartiygdale et le cortex
préfrontal, structures qui contiennent des réceptglucocorticoides (type 1),
semblent étre influencées et modulent I'activitd’abee HHS en période de
stress. En d'autres termes, la liaison des CS &ésepteurs situés sur les
neurones de I'hippocampe, de 'amygdale et du g@téfrontal, modifie
I'activité de ces structures qui, par leurs pro@t neuronales a
I'hnypothalamus (NPV), vont moduler I'activité deXe HHS. Plusieurs études

ont conclu que I'hippocampe (Sapolsky, 1986 ; Jacnb1991 ; Herman,
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1997) et le cortex préfrontal (tel que discuté fdas) exercent une influence
inhibitrice contrairement a I'amygdale qui sembtggmtialiser I'activité de

I'axe HHS (Beaulieu, 1986 ; Van de Dar, 1991 ; Fedd, 1994).

1.5 Dépression, stress et axe hypothalamo-hypophysarrénalien

Les hormones semblent jouer un rdle critique dart®mportement.
Plusieurs études ont permis d’observer une relare certains
comportements de stress impliquant 'axe HHS dhaoes symptomes de la
dépression. La dysphorie, 'anhédonie et l'inergiprésentent des symptomes
majeurs de la dépression mais se retrouvent aursgillevenements stressants,
en particulier lors de stress chronique ou lordt@ividu n’a aucun controle
sur une situation stressante (Pariante, 2003)ouEe, lorsque des
corticostéroides exogeénes sont consommes par s san-dépressifs, la
prévalence de symptomes dépressifs augmente adesegtte méme
population (Patten, 2000).

Un moyen utilisé pour mesurer I'activité de I'axel8l est de quantifier
la production de stéroides produite par le cortexépalien. Dans différents
types de dépression (psychotique, majeure et malgoe), une augmentation
de la libération de corticostéroides est fréquentrabservée. De fait, dans
environ 38% des cas, la dépression s’accompagme diypercortisolémie et
plusieurs chercheurs ont postulé que I'hypercdéme constitue un signe de
la dépression majeure (Rubin, 1987 ; Chrousos, 1@8#d, 1999 ; Mc Ewen,
2000 ; Belanoff, 2001 ; Holsboer, 2000 ; 2001).

D’autres méthodes d’investigation ont aussi étéelbdppées afin de

mesurer l'activité de I'axe HHS. Le test de sugpien de la dexaméthasone
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(T-DEX) en est une. Chez le sujet non-dépressifitiinistration d’'une dose

de dexaméthasone (DEX), un corticostéroide symjinétiinduit, suite a la

liaison de la DEX aux récepteurs GR, une rétroaatiégative se manifestant

par une
niveaux

quant a

baisse de cortisol sanguin. Chez lessssgetffrant de dépression, les
de cortisol ne varient pas ce qui suggeeedéficience fonctionnelle

la rétroaction négative de leur axe HH&4R, 2006).

Phase Phase

30! +—Phase T+« 2 +«— 3 —»«——— Phased4d — »
25
= 20
e T
o |
S
215 A
=
2
g o
<
o 10
N4
¥ »¢l'\ é§
5\432{ QAIJ b
A
[ 91 S N T S S 01 [ A, IO I ISV ; (| G SV S
Hours-4 -2 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
t t
Lights Out Lights On
Figure 2: Graphique représentant les courbes de sécrétiorectortisol en

fonction du cycle circadien. Les ronds pleins représentent les courbes des
sujets dépressifs et les triangles vides celsssdjets contrdles. Sachar,
1970

En plus de leur sécrétion en période de stresspltisostéroides sont

Sécrétés

selon un cycle temporel de 24 heurescplamunément appelé le

cycle circadien. L’hypersécrétion corticostéroitie de la dépression perturbe

I’'homéostasie de ce cycle. En effet, en compdeacycle circadien de sujets

dépressifs a celui de sujets non-dépressifs, Satkr(1970) ont démontré

une augmentation ainsi qu’une perturbation tempmda la libération du
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cortisol chez les sujets souffrant de dépressighuda et al. (1996) ont aussi
étudié, chez les sujets dépressifs et les sujetsi@pressifs, les courbes
circadiennes de cortisol. lls ont aussi démontie lg sujet dépressif a des
guantités minimale et maximale de cortisol pluyé&s et que ces élévations
se situaient précisément entre 22h et 24h, entet 2h, et a 4h. Keller et al.
(2006) ont démontré que, durant la période la passive du cycle (entre 18h
et 4h), les taux de cortisol de sujets souffrantlépression psychotique étaient
plus élevés que ceux souffrant de dépression sh@se et que ceux du
groupe témoin non-dépressif. Plutdt que d’obsdeseomportement du
cortisol, Posener et al. (2000) se sont attardésl#iérences entre les taux
sanguins des adrénocorticotropines (ACTH), précurde cortisol, des sujets
témoins et de ceux présentant une dépression psyabo Leurs résultats
démontrent une augmentation significative des thettACTH chez les sujets
dépressifs. Additionnellement, lorsque les tauxaiicostérone sont ajustés a
la hausse, les comportements dépressifs semblgmtesaier. Johnson et al.
(2006) ont administré, de facon répétitive a dés différentes doses de
corticostérone avant une épreuve de nage forcéerslésultats démontrent,
en relation positive avec la dose totale admirgstgélie les rats deviennent
immobiles, nagent moins longtemps et que la péritediatence est plus
grande, comportements associés aux symptomes desdigm.

Différentes hypothéses ont été émises pour explique
I’hypercortisolémie fréquente chez le sujet dépfeselon Swaab (2005), la
dépression résulterait de I'interaction entre &®nses de stress produites par
I'organisme et les prédispositions individuelleséiques et/ou

développementales. Ainsi, le seuil d’activité tHHS est programmé par le
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génotype et peut étre modifié par des influencesldgppementales ou des
évenements négatifs qui arrivent tét dans la weagh, 2005). L’influence
des génes et celle des facteurs liés a 'appreggspourraient interagir et
modifier ainsi les signaux en provenance des réceptde CORT, entrainant
une hypersécrétion de CRH et de vasopressine (Reeds.994 ; Purba, 1996
; de Kloet, 1998 ; Muller, 2000). Differents argemts ont été élaboreés afin de
démontrer la normalisation de 'HHS, normalisatipn représenterait I'étape
finale conduisant a une rémission stable des pagied liées a une
hypercortisolémie (Holsboer, 1996; 2000).

Des études anatomo-pathologiques ont permis dércanfles
découvertes antérieures. Ainsi, Pariante (20@®)s&rvé que le volume de
I'hypophyse est augmenté chez les patients défsedshypertrophie de
I'hypophyse refléte donc une hyperactivité.

Les traitements qui permettent une meilleure gestas réponses de
stress tel que les psychothérapies parlantes oeffetnantidépressif. Plus
encore, la prise d’antidépresseurs diminue direetéactivité de I'axe HHS
(Pariante, 2004). Lorsque I'hypercortisolémieastigée par intervention
chirurgicale, les symptémes dépressifs disparaisdeéadministration de
mifépristone, un antagoniste des récepteurs des tyge&R), diminue, a
I'échelle d’Hamilton, la sévérité de I'état dépriéslsl sujet présentant une
dépression psychotique (Belanoff, 2001).

De fagon complémentaire, les molécules pharmaaplegi
antidépressives régularisent I'activité de I'axeH{Chrousos, 1992 ; Barden,
1995 ; Plotsky, 1998 ; Gold, 1999 ; Wong, 2000 laBeff, 2001; Holsboer

2000 ; 2001). L'administration chronique chezded antidépresseurs
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tricycliques et d’inhibiteurs de la monoamine oxselainduit une
surexpression des récepteurs GR dans I'hippocatrgane I'’hypothalamus
(Seckl, 1992 ; Przegalinski, 1993 ; Reul, 1999hez les patients dépressifs,
le traitement avec les inhibiteurs sélectifs deempture de la sérotonine, une
autre classe d’'antidépresseurs, permet de rétadoression des GR a un
taux normal et, par conséquent, d’'ameéliorer |laoegttion négative de I'axe

HHS (Calfa, 2003).

1.5.2 Implication du cortex préfrontal dans la dépession

Le fonctionnement du cortex préfrontal, une dascstires cérébrales
impliquées dans la production de réponses de stssperturbé chez le sujet
dépressif. Ainsi, des études neurocognitives amitré que le cortisol a des
effets négatifs sur le bon fonctionnement des m®ee gérés par le cortex
préfrontal (CPF). En effet, lorsque I'on admirgstiu cortisol a des sujets
humains normaux, certaines fonctions exécutivesigpendent de l'intégrité
du CPF telles que le contréle inhibiteur, I'attentet la planification sont
altérées (Lupien, 1999; Young 1999).

Paradiso et al. (1999) ont étudié I'effet des tratismes craniens
localisés au cortex préfrontal chez ’lhomme. H$ @bservé que les patients
présentant des lésions du CPF démontraient pewti@m peu de motivation
mais beaucoup d’apathie, symptémes que I'on ree@ussi dans la
dépression.

Il semble aussi que la morphologie du CPF soécife chez les

patients souffrants de dépression. Utilisant lie@e par résonance
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magnétique, Coffey et al. (1993) ont observé chgmtient souffrant d’'une
dépression sévere une réduction de volume d’envi$endu lobe frontal en
comparaison au sujet témoin. Le volume de la anostgrise du CPF des
patients dépressifs bipolaires par comparaisorua ae sujet normal est aussi
moindre (Drevets, 1997).

Utilisant la tomographie a émission de positonsR);He débit sanguin
(Cohen, 1989 ; Drevets, 1997) ainsi que I'actimitétabolique cérébrale
(Drevets, 1997) des patients dépressifs, avecmarsanies, furent comparés a
ceux de sujets témoins. Une réduction anormalealégbles mesurees fut
observée dans le cortex préfrontal subgénual detssiépressifs. Par ailleurs,
chez des patients dépressifs réfractaires aurmmaitts pharmacologiques, aux
thérapies psychologiques ou a la thérapie parrébbes, la stimulation
chronique en profondeur de la substance blanchiaidecingulaire
subgénuale du CPF a induit des effets antidépreséidayberg, 2005).

Par comparaison a la population normale, les pateyant souffert de
dépression majeure ou de dépression maniacodémesentrent une
réduction du nombre de cellules gliales au nivaaaattex préfrontal
subgénual (Ongur et al. 1998). En utilisant unérietogie plus moderne de
guantification de cellules en trois dimensions k@ajska et al. (1999 ;
2000)ont pu démontrer, par comparaison a la moggfi®lcérébrale de sujets
témoins appariés, une diminution de I'épaissewaitex, de la taille et de la
densité des neurones et des cellules gliales datares régions du CPF de

cerveaux provenant de sujets décédés ayant soddfeidépression.
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En conclusion, les études fonctionnelles, morphqglogs efpost-
mortem démontrent toutes une implication du cortex préfbdans les

processus neurologiques liés a la dépression.

1.6  Cortex préfrontal

Pendant plusieurs années, il fut admis que sesiisrimates
possédaient un cortex préfrontal. Lorsque le velaim cortex cérébral est trés
petit, peu développé et, de ce fait, bien moiffémdincie, la comparaison de
régions cérébrales entre différentes espécesesdiifficile. A cette époque
d’ailleurs, la description du cortex préfrontalfaesait sur la base d’'un seul
critere, a savoir la présence ou I'absence d’unel® granulaire 1V voisine de
I'aire prémotrice. Ce n’est qu’en 1948, avec lalmation de Rose et
Woolsey, que cette conception minimaliste évolugcda description
anatomique et fonctionelle du cortex préfrontalzcleechat, une espéce
animale non-primate. De nos jours, de nouveaugres d’homologie tels les
patrons de connexions, la densité de ces dernlésegropriétés
fonctionnelles, la composition neurochimique adéeeloppement
embryologique permettent d’affirmer que le rat gokesaussi un cortex

préfrontal et qu'il peut étre comparé a celui dunaite (Uylings, 2003).

1.6.2 Anatomie du cortex préfrontal médian

Basé sur ses connexions avec le thalamus, sungaosdion cellulaire
ainsi que sur les propriétés de ses différenteshasicérébrales, le cortex
préfrontal du rat fut délimité et trois sous-régignfurent identifiées : latérale,

ventrale et médiane (Ongur, 2000 ; Heibreder ; 2an&lley, 2004). Puisque
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nos études actuelles s’adressent exclusivemenegilan médiane du cortex
préfrontal du rat, ce mémoire ciblera seulemerieaégion.

La région médiane du cortex préfrontal (CPFm)atise divise en deux
sous-régions distinctes : dorsale (CPFmd) et vientGPFmv). Le CPFmd
renferme les cortex cingulaire précentral (Cgajiregulaire antérieur (Cgl) et
la portion dorsale de la région prélimbique (PrLtd& CPFmv se compose
d’'une zone ventrale prélimbique (PrLv), d’une zopatrale infralimbique (IL)

et d’'une zone ventro-médiale orbitale (Heibred6f2; Dalley, 2004).

1.6.3 Afférences et efférences du cortex préfrontahédian

Chez le rat, les portions dorsales et ventraleSRlEmM offrent des
patrons de connexions distincts. Bien que le CRémtral et dorsal soient
interreliés, la portion ventrale se projette gement vers la portion dorsale.
Le CPFmd envoie de 'information a différentes stoues télencéphaliques a
savoir les cortex frontal, sensorimoteur, visugmporal, orbital, rétrosplénial
et périrhinal ainsi qu’'a différentes structured’dige agranulaire. Quant au
CPFmv, il innerve minimalement le cortex rétrosérorbital ainsi que les
cortex périrhinal et entorhinal.

Alors que le CPFmd envoie majoritairement de depsagctions a
différentes aires corticales, le CPFmv projettesbusrs les aires sous-
corticales d’association ainsi que sur les strestlimbiques. En effet, le
CPFmd communique fortement avec différents noyauthdlamus surtout
ceux positionnés dorsalement mais envoie tres jiefiomnations a
I’hypothalamus en innervant la zona incerta, lamégnamillaire et quelques

noyaux hypothalamiques. Les projections du CPFers le diencéphale sont
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aussi denses et dirigées vers tous les noyawntltplas ainsi que vers la
totalité des régions hypothalamiques avec une t@jdefférences vers ses
régions médiane et latérale. Les structures dauncgudé et du putamen
recoivent des afférences des deux portions du CRpunant aux autres
structures qui composent les ganglions de la lefies, ne sont fortement
innervées que par le CPFmv. Les structures lirdggont innervées
majoritairement par le CPFmv a I'exception des nieylaasal et latéral de
I'amygdale qui sont innervées par les deux régchn€PFm. |l est a noter que
les portions ventrale et dorsale influencent masvoient pas d’innervation
directe a I’hippocampe

D’autres aires sous-corticales diencéphaliquesaassi innervées
majoritairement par le CPFmv. Ainsi, le septumitldu noyau stria
terminalis, la bande horizontale de Broca, I'hali@nle noyau endopiriforme
et son cortex sont presque uniguement innervémpégion ventrale du
CPFm. Dans le mésencéphale et le tronc cérélwaleprs régions sont
ciblées par les deux sous-régions du CPFm : laauies grise périaqueductale,
la zone périventriculaire, la formation pontinéaélée, le noyau du tractus
solitaire, le noyau dorso-médian du nerf vaguéearittes aires contenant les
corps cellulaires de neurones monoaminergiquesoffau du raphé (5-HT), le
locus coeruleus (NA), ainsi que l'aire tegmentadatvale (DA). Les colliculus
supérieurs sont la cible de la région dorsale weritgnt (Sesack, 1992 ; Taber,
1995 ; Hiedbreder, 2003).

En plus de projeter vers d’autres régions, le GRbit des informations
de différentes structures. Tel que mentionné péug, le CPF recoit des

collatérales de neurones de sa région voisine deengiie de différentes
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structures telles les cortex pariétal et sensar@tains noyaux thalamique
ainsi que de plusieurs autres structures souscates : la substantia nigra, les
hippocampes, I'amygdale, I'hypothalamus latérasiafue I'aire tegmentale
ventrale (Groenewegen, 1997 ; Dalley, 2004). pregections
dopaminergiques de I'ATV sont dirigées majoritaiggrnvers la portion
ventrale du cortex préfrontal qui, par ses prapest, joue un réle
prépondérant dans la régulation des structuresqoges dans les réponses de
stress (Steketee, 2003).

Les relations entretenues par le CPFmv avec semged’intérét
insinuent une dominance de son implication dansdgslations

neuroendocrine et autonomique liées aux réponssseis.

Figure 3: Coupe médio sagittale du cerveau de rat. Efférers de I'aire tegmentale
ventrale (rouge) vers le cortex préfrontal médian drsal (en bleu), le cortex
préfrontal médian ventral (en turquoise), et le nogu accumbens (en vert).
Abréviation : Cgl, cortex cingulaire 1; Cg2, corfmécentral; PrL, région
prélimbique; IL, région infralimbiqué NAcc, noyau accumbens; VTA, aire
tegmentale ventrale. Paxinos, G. and Watson, @321
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1.6.4 Activation du cortex préfrontal médian en péiode de réponse de

stress

Plusieurs études ont démontré chez le rat en isihgsastressantes une
activation du CPFm, qui se traduit par une augntientae I'expression de
génes a réponses précoces. Quand I'animal estisawm nouvel
environnement, & une peur conditionnée, a un stiessntention, a une nage
forcée ou a une défaite sociale on a observé é@vatén de I'expression de
’ARNmM lié a c-fos, c-jun et zif/268 dans la régidn CPFm (Handa, 1993 ;
Beck, 1995 ; Cullinan, 1995 ; Kollack-Walker, 1999pe plus, Morrow et al.
(2000), ont démontré que I'exposition du rat awcttbchocs entraine une
augmentation de la synthése de Fos dans la régi@P&m. En utilisant
comme marqueur l&FosB qui est une isoforme de FosB et un autre géne
réponse précoce identifiable aprés de longues@eside temps, Perotti et al.,
(2004) ont répligué les résultats de Cullinan (339%confirmant I'expression
de AFosB dans le cortex préfrontal médian du rat fuitee exposition
chronique (1 heure/jour pendant 10 jours) de I'atignun stress de contention.
Plus précisément, Schiltz et al. (2006) ont dénéoquiie lorsque les rats sont
exposes a un stresseur (furet), 'expression s @$t augmentée dans les
régions preé- et infralimbiques du CPFm. De plusgtkova et al. (2006) ont
confirmé les observations de Perotti en soumeliantats a un épisode aigu de
stress (immobilisation ou exposition au froid).

En plus d’'une stimulation des neurones du CPFngpesodes de stress
entrainent aussi des changements morphologiquadleyRet al. (2004) ont
démontré que I‘'exposition a un stress repété ttesontention 21 jours)

provoque une diminution du nombre de branchesaibdrisation dendritique
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des neurones pyramidaux du cortex préfrontal gu'sin raccourcissement de
ces dernieres.

En période de stress, 'augmentation de libéradi®n
neurotransmetteurs excitateurs et de monoamiriggérieur du CPFm
suggere un accroissement de I'activité de cetti@mégLorsque des rats sont
soumis a une séance de contention ou a une nagefdoghaddam (1993) a
démontré par microdialyse une augmentation du iglate, un
neurotransmetteur excitateur, dans I'espace ednéaiee du CPFm. Utilisant
la méme technique, Finlay et al. (1995) ont dén#ogtre I'exposition a un
stresseur aigu (pince de la queue) ou chronigueo&txon au froid) entraine

une augmentation de la libération de dopamine Ea@#F du rat.

1.6.5 Les systemes dopaminergiques mésocorticaux

Plusieurs chercheurs ont, post-mortem, étudié la morphologie des
neurones du CPFm suite a des séances répétéeastertiom (Cook, 2004;
Brown, 2005) ou a des injections répétées de CCHIb( 2003). Les résultats
de ces études montrent une atrophie des neuror@RIgm accompagnée

d’une réduction du nombre et de la longueur desdes apicales.

1.6.6 Implication du CPF dans la régulation neuroedocrinienne

Tel que décrit préecédemment, I'activité de I'axe $iekt tributaire des
processus de rétroaction négative directe et icireParmi les régions
parahypothalamiques influencant I'axe HHS, I'hippope est celle qui a le
plus retenu l'attention (ex : Sapolsky, 1984, 198&Ewen, 1986 ; Herman,

1989). Le cortex cérébral et plus particuliereterCPFm (McEwen, 1986)
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exprimant une forte densité de récepteurs corticoktes, contribue
vraisemblablement a la régulation de I'axe HHS dbeat (Meaney, 1985 ;
McEwen, 1986) et chez I’humain (Sarrieau, 1988).

L’influence du CPFm sur l'activité de I'axe HHS fuémontrée a l'aide
d’études de stimulations et de Iésions. Ainsijdction intracérébrale de
CORT dans le CPFm antagonise, chez I'animal soaraige contention,
'augmentation du taux d’ACTH sanguin (Diorio, 19%&kana, 2001). Ces
résultats indiquent que le CPFm joue un réle ingodrtlans la régulation de la
rétroaction négative de I'axe HHS.

De plus, lorsque le CPFm est détruit a I'acideébajue et que les
animaux sont soumis a une séance de contentiapséssion de TARNmM
associé a la protéine c-fos est augmentée daggitanrcérebrale (NPV)
responsable de la production de I'hormone de limrales corticostéroides
(Figueiredo, 2003). Sullivan et Gratton (1999).éspavoir Iésé le CPFm a
I'acide iboténique, ont soumis les rats soit a om@lusieurs séances de
contention. Leursésultats montrent une diminution des corticostéson
sanguins et des ulcéres gastriques causés paétaEmimmes autonomiques de
réponse de stress. Par ailleurs, la destructid@dRfem chez le rat trés jeune
(t6t dans la vie) entraine des déréglements de KBS a I'age adulte. En
effet, Brake (2000) a observé qu’une Iésion du CEmM’acide iboténique
chez le raton agé de 7 jours entraine, a 'ageeduhe élévation sanguine des
niveaux de CORT lors d'une séance de pincemerd dadue.

Ces résultats divergents traduisent la complexitédte du cortex
préfrontal médian sur 'axe HHS en période de steg¢pourraient s’expliquer,

du moins en partie, par des effets complémentdesgortions dorsale et
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ventrale du CPFm sur I'activité de I'axe. Lorsales rats dont le CPFmd est
lésé sont soumis a une séance de contention, emehsne élévation sanguine
des taux d’ACTH et de CORT (Diorio, 1993), une raegtation de I'activité
(Fos) des neurones du NPV et une expression dARbim (Radley, 2006).
Ces résultats furent confirmés par Akana et aD120ors d’épisodes de stress
aigus ou chroniques. L’injection intracérébraleCf@RT spécifiquement dans
la portion dorsale du CPFm entraine une réductesnniveaux d’ACTH et de
corticostérone sanguins suite a une séance dentiomé¢Diorio, 1993).

Sullivan et Gratton (1999, 2002) se sont intéreasgséponses
neuroendocriniennes en période de stress chemi&uiont la portion ventrale
du CPFm a été lésée. lls ont observé une élévatmns grande du taux de
corticostérone sanguin induit par une séance decton. La destruction du
CPFmv a un effet anxiolytique sur le comportemes# Ihts au test du
labyrinthe en croix et au paradigme d’aversion $ngju godt. A linverse, la
stimulation électrique de la région ventrale du @R#traine une élévation des
niveaux sanguins de CORT (Feldman, 1985).

En conclusion, ces études démontrent que le CP&enyp role
prédominant dans la régulation de I'axe HHS. $g#ns dorsale et ventrale
semblent jouer des rdles complémentaires poureadtaxe HHS. Les études
de stimulation ou de Iésion de ces deux sous-réglarCPFm indiquent que la
région dorsale serait responsable d’une inhibitieaxe tandis que la région
ventrale activerait les réponses neuroendocrinaegssi les réponses

autonomiques et comportementales.
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1.7  Le systeme dopaminergique mésocortical

La dopamine (DA) est synthétisée dans le cytopladumeeurone
présynaptique a partir I'acide aminé tyrosine.dbpamine exerce ses effets
postsynaptiques par interaction avec cing sousstygpaécepteurs regroupes
en deux familles : soit D1 et D5dans la famille Bdset D2; D3 et D4 dans la
famille des D2 (Kimura, 1995 ; Lachowicz, 1997 ¢li8i, 1997; Missale, 1998
; Lezcano, 2002). La structure moléculaire de tmssrécepteurs est conforme
au modele structurel des récepteurs métabotropasasoir qu’ils sont
couplés a une protéine G et qu’ils sont composé&epepassages
transmembranaires avec une queue terminale extiaoel. Ces récepteurs
métabotropiques transmettent donc lentement I'médion puisque qu’ils
doivent activer des cascades d’évenements intrdaieds.

Les récepteurs de la classe nommée D1 activertipaiement
I'adénylate cyclase enzyme qui produit, dans lautklde I'adénosine
monophosphate cyclique (AMPc) responsable, parita,sd’'une augmentation
de l'activité protéinique kinase A. A 'opposéslgcepteurs de la famille D2
inhibent I'activité de I'adénylate cyclase et efnient une réduction de la
concentration en AMP cyclique intracellulaire (Jsmk, 1994 ; LaHoste,
2000). En d'autres termes, les familles D1 et R&eent des effets opposés.

Les récepteurs D1 humains et rongeurs (rats) pant&i %
d’homologie. Pharmacologiquement, bien qu’aucutil ae puisse distinguer
clairement les récepteurs D1 des D5, il sembleragtla DA semble se lier
avec une affinité de 5 a 10 plus grande au réceptg{Grandy, 1991).

Des évidences démontrent que les récepteurs DAalesclasses sont

présents sur les neurones pyramidaux et sur leshaurones GABA du cortex
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préfrontal (Boyson 1986 ; Savasta, 1986 ; Bouthel®¥87). Les récepteurs
D1 seraient situés préférentiellement sur les mat@rones tandis que les D2 et
les D4 n’auraient pas de préférence pour les dgestde cellules. De plus,
dans environ 25% des cas, les récepteurs D1 etiaieat co-localisés sur les
interneurones (Vincent, 1993; 1995). De faibleardiiés de récepteurs D3
(Sokoloff, 1990; Bouthenet, 1991) ainsi que I'exgsien de 'ARNmM des
récepteurs D5 (Laurier, 1994) ont été décelées lgacmtex frontal du rat.
Enfin, des autorécepteurs (de type D2) ont étdikssasur les boutons
terminaux des neurones DA du systeme mésocorBear(, 1990) dans le
CPF.

Dans le CPF du singe et du rat, la distributiofiAiRNm du récepteur
D1 et du récepteur D2 est quantitativement plusmamte que celle des autres
sous-types de récepteurs (D3, D4, D5) (Farde @087 ; Lidow et al, 1991 ;
Gaspar et al, 1995).

En examinant spécifiquement I'effet de différeritesseurs sur les
guantités de dopamine extracellulaire @Pdu cortex préfrontal médian
(CPFm), certains investigateurs ont démontré, &veatcrodialyse, une
augmentation de D&, d’acide homovanilique extracellulaire (H¢A et
d’acide 3,4-dihydroxyphénylacétique extracelluldD®OPAC:x) dans le CPFm
lorsque des rats non anesthésiés sont soumisclioenun pincement de la
gueue ou a un stress de contention (Abercromlzk, t989; Imperato et al.,
1989;1991; Finlay et al., 1995; Del Arco, 2001) I'dde de la voltamétrie,
Sullivan et Gratton (1998) ont observé que I'exposides rats a I'odeur de
chat, un stresseur relativement faible, entraireeaugmentation significative

des quantités de DA dans le CPFmv.
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La comparaison des réponses dopaminergiques disnsorentrale et
dorsale du CPFm de rats conscients lors d’une sé&contention, indique
que l'augmentation des quantités dedRA&st surtout présente au niveau du
CPFmv (Doherty, 1996). En employant deux stresseiffierents, a savoir
I'odeur de renard et le pincement de la queuej\aullet Gratton (1998) ainsi
que Stevenson et al. (2003) ont aussi observé,ldaégion ventrale du
CPFmv, une augmentation de la BA Ces niveaux de D4 seraient corrélés
positivement avec les quantités de corticosterangugne (Sullivan et Gratton,
1998).

Plusieurs chercheurs ont démontré que I'exposdesrats a divers
stresseurs modifie la transmission DA. Thierrgle{1973, 1976) ont
démontré que les efférences de I'ATV constituenixdgrcuits, le circuit
meésolimbique et le circuit mésocortical et répondgiiéremment a la
stimulation de la queue du rat par des chocsriéees. Ces observations
furent confirmées par Berger (1976), Lindvall (137A8an Eden (1987) et
Conde (1995). Comparativement aux autres systdopmminergiques, la
voie mésocorticale serait la plus sollicitée enquér de stress (Deutch, 1985;

Abercrombie, 1989; Mantz, 1989; Cenci, 1992; Impera991).

1.8 ROéle de la dopamine du cortex préfrontal sur laéponse de stress
Méme si la transmission mésocorticale dopaminesgept impliquée

dans les épisodes de stress, son role fonctioeneddre controversé. Sur la

base des recherches comportementales, certairchebes considerent que la

libération de DA du systéme de transmission mésicaben période de stress
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induit de I'anxiété tandis que d’autres cherchearssiderent que cette
libération de DA aurait un effet anxiolytique.

Des études sur les effets d’antidépresseurs teliqupramine et la
mirtazapine ou d’anxiolytiques benzodiazépiniqueda transmission
dopaminergique ont démontré, en période de stessiéduction de I'activité
du systeme mésocortical (Deutch, 1990 ; Dazzi, 2@0D1b). Selon Dazzi et
al. (2001, 2001b) la réduction de la DA mésocokticrait imputable aux
effets anxiolytiques et antidépresseurs de cesaul@s.

Utilisant un paradigme comportemental, Broersea.€t1995; 2000)
ont aussi postulé que la dopamine libérée dan® N serait responsable de
I'effet anxiogéne observé. En résumé, il semblecdque les manipulations
indirectes des fonctions dopaminergiques induisartaugmentation des
réponses de stress en général alors que les matips| directes du circuit
mésocortical induiraient I'effet inverse, a sauaireffet anxiolytique de la
dopamine. Ainsi, la destruction locale des ternsimas nerveuses
dopaminergiques du CPFm avec le 6-OHDA, entraiee tdrat un
accroissement de I'anxiété aux épreuves de stiestsdyu labyrinthe en croix
surélevée ou test d’interaction sociale) (Espepl.et997 ; 1999). Lors d’'une
|ésion au CPFm avec le 6-OHDA, Sullivan et Szeentifi995) ont observé
une augmentation significative des ulcéres gastaduduits par des séances de
contention a basse température suggérant don@ad& se comporterait
comme un anxiolytique. De fagon similaire, I'intiibn des récepteurs D1 et
D2 du CPFmv entraine, chez le rat en séance derd@n, une augmentation
de la concentration sanguine de 'ACTH et de cosdiiérone (Sullivan et

Dufresne, 2006). Ces évidences suggérent quecldgtalopaminergique
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meésocortical, en limitant I'activité de I'axe HH&erce normalement un réle
de protection en aidant, par rétroaction négatiweganisme a gérer des

situations stressantes.

1.9 ROle des corticostéroides sur les systemes dayr@ergiques

mésocortico-limbiques

Si la DA libérée dans le cortex préfrontal médiamble avoir un effet
de rétroaction négative sur I'axe HHS, I'effet desticostéroides sur I'activité
des neurones dopaminergiques de l'aire tegmengaligale (ATV) dans les
processus liés aux réponses de stress parait lgaommns clair. La majorité
des chercheurs qui ont étudié les effets des ostécoides sur les systémes
dopaminergiques ont investigué les projectionsremgnance de I'ATV vers le
noyau accumbens (NAcc). Les projections de I'A%érs le cortex préfrontal
ont rarement été évaluées.

Il est généralement accepté que les corticost&sq@s) libérés par les
structures de I'axe HHS facilitent I'activité doper@rgique du systeme
meésolimbique. Les CS semblent influencer les aotements associés a la
libération de dopamine dans le NAcc. Ainsi, I'egpion a un stresseur aigu
potentialise I'activité dopaminergique dans le NA@ouge-Pont, 1998). De
plus, 'augmentation de l'activité locomotrice inttupar I'administration
d’amphétamine ou de morphine est potentialisés,dame séance de
contention, par la libération des CS (Deroche, 19%% facon inverse, la
suppression, par adrénalectomie, de la sécrétidogeme de CS entraine, chez

le rat, une diminution des taux de dopamine dahAec et de l'activité
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locomotrice. Ces effets sont réversibles par uimeigistration de
corticostéroides synthétiques (Piazza, 1996). dtarpialisation par les CS de
la libération de DA dans le NAcc serait a son apagdidrant la phase nocturne
et les périodes d’alimentation. Elle serait apsss evidente chez les rats
hypersensibles qualifiés de forts répondeurs alveauté (Piazza, 1996b).
Méme si les concentrations de CORT ne modifientdir@stement les niveaux
de base de décharge aesirones dopaminergiques de I'ATV, elles semblent
influencer indirectement ces derniers dans |'edfatitateur du glutamate. La
technique d’enregistrement unicellulaire fut uékspour étudier I'effet du
CORT sur le comportement du neurone dopaminergigUATV. Les
réponses neuronales induites par les récepteurstNyi¥D-Aspartate sont
potentialisées par le CORT a des concentrationantaste 100 uM a 500 pM
et inhibées par I'application d’un antagoniste si#fi@ux récepteurs de type Il
(GR ; Cho, 1999). Ces résultats impliqguent quediaentation de CORT,
phénomeéne observé lors de I'exposition a un épistrdgsant, potentialise
I'activité neuronale dans I'ATV et que cette potalisation pourrait étre
médiée par les GR et non par les MR (Harfstran8619Chez le sujet humain
sain, Posener et al. (1999) ont démontré que I'A@TIe cortisol augmentent
les taux sanguins d’un métabolite de la DA et dadhomovanillique (AHV).
L’interaction de I'axe HHS et de la dopamine aéditéiée principalement au
niveau du systeme mésolimbique. Comme la DA libéi@ns le cortex semble
inhiber ses effets lorsqu’elle est libérée danségfons sous-corticales
(Pycock, 1980 ; Deutch, 1990 ; Jaskiw, 1991; Milici®©92 ; Doherty, 1996),

il parait difficile d'assumer que les effets des <6 le systeme
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dopaminergique meésocortical seront les mémes quesig le systeme
dopaminergique meésolimbique.

En effet, les conséquences des CS sur la DA lilglaas le CPFm sont
complexes et ne peuvent étre comparés aux effst€8esur la DA libérée
dans le NAcc En exemple, chez I'animal non-stressé, les niveluRA dans
le CPFm sont inchangés voire diminués lors d’'ufection sanguine de CORT
(Thomas, 1994 ; Inoue, 1996 ; Lindley, 1999) os ldune injection de CORT
directement dans I'ATV (Thomas, 1994). Wolkowitzaét(1986) ont observé
une diminution de la DA dans le CPF suite a uridraént au CORT. De plus,
Imperato et al. (1989; 1991) ont remarqué quebkrdition de DA dans le
CPFm, induite lors d’'une réponse de stress, eshdiée ou inchangeée par
I'adrénalectomie.

Pour expliquer l'interaction des circuits mésoaatiet mésolimbique,
certains chercheurs ont postulé que l'activité dupargique mésocorticale
modulerait celle des neurones du NAcc et de 'ATAInsI, la destruction des
voies dopaminergiques du CPF entraine, lors deukdtion électrique des
pattes, une potentialisation du métabolisme deAaD niveau du NAcc
(Deutch, 1990). Utilisant la voltamétrie, Doheetyal. (1996) ont observé,
lorsque les rats sont restreints et que les réeepizl du CPF sont inhibés,
une potentialisation de la réponse dopaminergigulAlcc. Le traitement
chronique au CORT entraine, dans le NAcc maisdams le CPF, une
inhibition de la synthése et de I'utilisation debA (Pacak et al. 2002). Il est
donc possible que le systeme mésocortical soilidgors, au méme titre que le
systéme mésolimbique, dans les mécanismes de gpansstress mais qu'il

assume un role différent.
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Méme si les variations de corticostéroides infleedactivité
dopaminergique mésocorticale, la nature fonctidergcise de cette
interaction reste a élucider. Lors d’administmatite corticostéroides
synthétiques, les doses utilisées, la voie d’adhimation et la fréquence
d’administration varient d’'un chercheur a l'autien administration sous-
cutanée aigue, Imperato et al. (1991) ont utils® dbses de CORT variant de
0,5 et 3mg/kg , Rouge-Pont et al., (1998) une dese0 mg et Inoue et
Koyama (1996) une dose de 50 mg/kg. Lors de trate chronique, la
fréequence d’administration de CORT varie aussi dharcheur a un autre.
Ainsi par voie sous-cutanée, Wolkowitz et al. (1986t utilisé des injections
quotidiennes de 10 mg/kg, Inoue et Koyama (199ang§/kg de CORT et
Pacak (2000) une infusion de 25 mg/kg/jour de C@RTmini-pompe
osmotique pendant sept jours.

Les études électrophysiologiques ont montré gegdeeme
dopaminergique doit étre activé pour étudier léstefdes CS. Pour quantifier
la DA du CPF en fonction des niveaux de corticastéy Pacak a utilisé
I'administration de CS synthétiques en absencdrdeseur (Pacak, 2000).

La quantification des niveaux de DA dans le CPFnd#icile car les
techniques utilisées ne permettent pas toujoutsaddiser et de différencier de
tres petites régions telle la portion ventrale dRFG. En effet, lorsque le tissu
du CPFm est analysé post mortem, les échantillons sont prélevés a I'aide
d’un poingon. La circonférence du tissu prélevaeseuvent trop grande
(Wolkowitz, 1986). De méme, la microdialyse, garmet de réaliser des
guantificationgn vivo, requiert I'implantation d’une électrode dont la

circonférence peut aisément s’étendre aux sousfaiggientrale et dorsale du
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CPFm (Imperato, 1989; 1991; Inoue, 1996; Pacak? 20®vec ces
techniques, il est difficile d’étudier spécifiquemé&effet d’'une administration
locale de CS sur les quantités de DA au niveaa @@ition ventrale du CPFm

et cet effet pourrait passer inapercu.
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Chapitre 2 : HYPOTHESES

Afin étudier I'effet de I'hypercortisolémie en pe¥ge de stresseurs de
différentes nature sur la transmission mesocodidapaminergique, aucun
chercheur n’a encore mesuré les niveaux de dopadains le CPFmv.
L’objectif de ce mémoire est de caractériser léstekur la transmission
dopaminergique du CPFmv d’une hypercorticostéradéoint 'importance
traduit celle qui est observée dans la dépressajaure, a savoir trois a quatre
fois plus élevée que les niveaux de base physmlegi. A l'aide de ce modele
animal de dépression ou la corticostérone va splepaux récepteurs GC de
I’ATV et moduler I'activité dopaminergique mésododie, nous devrions
observer, dans le CPFmv, une libération de dopaqunantagoniserait
I'activité de I'axe HHS. Selon notre hypothésaxe HHS, le CPFm et ATV
formeraient une boucle qui aurait pour fonctiorpd&venir la production
excessive de corticostérone en exercant un comtégatif sur 'axe HHS ou
I'amplitude de la réponse DA mésocorticale senaipprtionnelle a I'effort
sollicité par le circuit mésocortical en périodestiess. Conséquemment, ce
présent travail a pour but d’étudier : 1)past-mortem, les effets des variations
de corticostéroides via I'administration systémigtiehronique de CORT sur
I'activité dopaminergique mésocorticale ainsi quel&ctivité endocrinienne
alors que les sujets sont soumis ou 2) non a lareséle contention. 3) en
temps réel ein vivo, avec deux stresseurs de nature différente, t'dftme
hypercorticostérolémie sur l'activité dopaminergggextracellulaire

mésocorticale. 4) en temps réeiretivo, les effets d’'une inhibition des
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récepteurs glucocorticoides de type Il dans ATVI'sitivité dopaminergique

meésocorticale durant un épisode stressant.

Hypothése 1: Méme en I'absence de stresseur, un traitement ichuen

CORT devrait élever les fonctions dopaminergique€BFm, ce qui se
refleterait par une augmentation de la concentratedopamine et de son
métabolite, le DOPAC, dans le CPFmv tel que mesap®st mortem par la

méthode HPLC.

Hypothése 2: A la suite de I'exposition & un stresseur, un éraignt

chronique au CORT devrait induire une augmentagiwore plus importante
des fonctions dopaminergiques tel que mesuré @us tDe plus, ce
traitement chronique devrait réduire les fonctiendogenes de I'axe HHS ce
qui se refletera par une réduction de I'élévatien diveaux d’ACTH suite a
I'exposition au stresseur de méme que par une tiédudu poids des glandes

surrénaliennes.

Hypothése 3. En utilisant la voltamétrien vivo pour évaluer les

changements de Q4 dans le CPFmv, 'effet potentialisateur du traiern
chronique avec des CORT sur l'activité DA devraie articulierement
évident en réponse aux deux types de stresseur :

A) Un stresseur réel : un pincement de la queue

B) Un stresseur anticipé : odeur de renard
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Chapitre 3 METHODOLOGIE

3.1  Etude 1: Effets d’un traitement chronique avec des CORTlesir
quantitéspost mortem, de DA et d’un de ses métabolite, le DOPAC, clesz |

animaux non-stresseés.

3.1.2 Animaux

Des rats Long-Evans, jeunes adultes males, paowele I'animalerie
Charles River (St-Constant, Québec) furent utiliséges animaux, deux par
cage avant I'implantation d’'une mini-pompe, puispar cage par la suite,
furent hébergés a une température de 20°C a 25€uee animalerie dont
I’humidité a varié de 40 a 70%. Un cycle circadtemstant de 12 heures
d’éclairage et de 12 heures d’obscurité fut regpetes animaux furent
nourris ad libitum avec duGlobal 18% proteins rodent diet et de I'eau.
Durant toute la durée de I'étude, les cages étaiettioyees deux fois par
semaine selon un horaire régulier.

Toutes les procédures, approuvées préalableraete pomité de
déontologie du centre de recherche Fernand Seggiggnt déroulées selon les

normes du Conseil Canadien pour la protection desaax.

3.1.3 Procédure d’appariement des rats témoins et des rait
expérimentaux CORT
Pour pallier aux différences individuelles quarnt aitveaux de base des
corticostéroides entre les rats témoins et lesrgiérimentaux et éviter un

biais de type sujet lors de I'attribution des #aients (CORT ou salin), la
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motricité des rats fut préalablement mesurée. eGeitiable fut retenue sur la
base du paradigme que I'activité locomotrice dudeats un nouvel
environnement est corrélée avec les niveaux dendiogadu cortex préfrontal
moyen (Piazza, 1991) et que ces derniers dépertientpins en partie, des
niveaux sanguins de corticostérone. Comme nogsgtoit pour but d’évaluer
les effets d’une surcharge exogene de corticost¢éibnous a paru essentiel
gue les rats témoins et les rats CORT soient cambjes a I'état de base.

Une semaine avant I'implantation des mini-pompaér(®u CORT), la
motricité des rats fut estimée quantitativemeraidé de censeurs a infrarouge
mesurant le nombre horaire de déplacements sullistaace de 23 cm dans

une cage de locomotion (voir figure 4).

Figure 4 : Cage de locomotion servant a quantifier I'activitémotrice

Les valeurs minimales et maximales obtenues suégassation du

test sont de 54 et de 123 traversées de la cagee(me = 86,24 et erreur-type
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= 3,42). Les rats furent ordonnés du plus au madatif et assignés,
alternativement, soit au traitement témoin, soitraitement CORT afin de

s’assurer que les comportements soient équivatdiams les deux groupes.

3.1.4 Préparation des solutions de perfusions poles mini-pompes

Pour chaque animal du groupe expérimental une géalet CORT
équivalente a 25mg/kg/jour pour 7 jours de perfusia dissoute dans 200 pl
de solution saline a 0,9% renfermant 2% d’étha@#tte dose quotidienne
correspond a une augmentation de 300 a 400% deawxivde CORT sanguin
normaux du rat (Pacak, 1993). Pour les animauyrdupe témoin, seule la

solution véhicule fut utilisée.

3.1.5 Procédures chirurgicales

Tous les animaux furent anesthésiés a I'isofluf@ree4 %) dans un
flux d’'oxygéne de 0,6 L / minute a I'aide d’'un masce plastique relié a un
Dispomed. Lorsque I'anesthésie était jugée pradaadkc la perte des
réactions aux stimuli douloureux, la région integadaire fut incisée sur une
longueur de 2 cm apreés rasage et désinfectioncadib(70%) et a I'iode de la
peau. A l'aide de pinces chirurgicales stérile® mini-pompe osmotique
(modele Alzet® 2001) d’un réservoir de 200 ul, pebeement rempli de salin
ou de CORT, assurant un débit continu de 1,0 |heare, fut insérée cbté
déverseur en direction caudale. Aprés sutureigiggion et application locale
de sulphate de néomycine, 500 mg/kg de dipyrons-sotané fut injecté
comme analgésique et 2 ml de solution saline stiritapéritonéale furent

administrés pour assurer une réhydration de I'ahima



44

3.1.6 Procédures expérimentales

Suite a I'implantation des mini-pompes, les ratemi placés dans les
cages individuelles. Aprés une semaine, les anirhaent retirés de leur
propre cage et sacrifiés par décapitation suiteedhbneve anesthésie a
I'isoflurane. En moins de deux minutes, des trasatérébrales de 1mm
d’épaisseur furent obtenues afin de disséquerrtexcpréfrontal médian-
ventral gauche et droit et a I'aide d’'un poincates échantillons de 2 mm de
diamétre furent prélevés des régions medio-verstidleCPF. Les échantillons
de tissus furent alors immédiatement congelésretarwés a -80°C jusqu’a

leur analyse ultérieure en chromatographie a haerfermance.

3.1.7 Chromatographie liquide a haute performancéHPLC)

A la fin de cette premiére étude, tous les échiansi de CPFmv
gauches et droits furent individuellement pesés pamogénéisés par
sonication avec 500 ul d’acide perchlorique renfart® pM de
dihydroxybenzylamine, solution qui fut utilisée com un standard interne.
Les homogénats furent centrifugés a 10 800 rotap@m minute pendant 5
minutes et les surnageants furent épurés surtum dié nylon Coring de 22
microns. Dix pL de filtrat furent injectés dans systeme de HPLC avec
détection électrochimique (ESA Coulouchem lll; HREC) et étuvés a une
vitesse de 0,7 ml/min sur colonne Haisil 100 Cl8phase mobile utilisée
était constituée de 12% de méthanol, 0,09 M d’aeéte sodium, 130 uM
d’'acide tétraacétique d'éthylenediamine (EDTA), 35,0 d’acide citrique et

de 460 uM de sulfonate de sodium d’heptane ajusté@H de 4,25. Enfin, la
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DA et le DOPAC des échantilllons furent quantiféekaide d’une cellule de
graphite coulometrique réglée a 300 mV permettartlimite de détection de
la dopamine et du DOPAC a environ 1 pg.

Les données obtenues pour chaque mesure neurgaeindi savoir la
DA, le DOPAC, et I'utilisation de la DA (DOPAC/DAjurent analysées par
analyse de variance a mesures répétées pour édoleanémisphérique afin
d’observer la présence ou I'absence d'interactpossibles entre les groupes
(contréle et traitement) et les hémisphéres (gaathieoit) de méme que les
effets principaux du traitement et de latéralisatielativement aux mémes

facteurs. Le seuil critique de signification (x} fixe a 5%.
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3.2  Etude 2: Effets d’un traitement chronique avec des CORTlesir
quantitéspost mortem, de DA et d’un de ses métabolites, le DOPAC, ajonsi

sur 'activité de I'axe HHS chez les animaux stésss

3.2.2 Animaux, procédure d’appariement, solutionsle perfusion et

procédures chirurgicales

Des rats Long-Evans, jeunes adultes males, provelnaméme
fournisseur que pour la premiere étude furentsétdli Ces derniers furent
soumis a des conditions d’hébergement similairesllas de I'étude
précédente. La procédure d’appariement des ratsing et des rats
expérimentaux CORT fut identique a celle utiliséerda premiere étude. Les
procédures chirurgicales et le traitement de CORpleyés furent identiques

a ceux de I'étude précédente.

3.2.3 Procédures expérimentales

Suite a I'implantation des mini-pompes les ratefiiplacés dans des
cages individuelles. Aprés une semaine de periutes rats furent placés et
maintenus dans des cages de contention en Plepigtaant 30 minutes aprés
une période de 1 heure d’adaptation au local exérial. Au temps initial
(temps 0) et final (temps 30) de la contentionéanantillon sanguin de 0,4
mL fut prélevé dans des éprouvettes renfermantl1@gutetraacideéthylene
diamine et de 10 pL d’Aprotinine (Trasylol) ; cehantillons furent conservés
sur de la glace pour la détermination radioimmugigjoe ultérieure de

'ACTH. Tout de suite apres, les animaux furergsthésiés a l'isoflurane et
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sacrifiés par décapitation. Comme dans la prenéirée, des tranches
cérébrales furent obtenues et des échantillonsdexcpréfrontal médian
ventral gauche et droit furent préleves et conseav@0°C jusqu’a leur
analyse ultérieure en chromatographie a haute peafice. A la fin de cette
deuxieme étude, tous les échantillons de CPFmwfamalysés selon les
mémes procédures décrites a la section 3.1.6in,Ealit de suite aprés le
prélevement des échantillons de cortex préfrotgslglandes surrénales

gauche et droite de chaque rat furent exciséemy@éels et pesees.
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3.3  Etude 3: Effets A) d’un stresseur réel, le pincement deuaug et B)
d’un stresseur anticipé, I'odeur de renard, adadiitédd’un traitement chronique
au corticostérone sur les quantités de dopamimacatiulaires du cortex

préfrontal médian-ventral

3.3.2 Animaux, procédure d’appariement, solutionsle perfusion

Des rats Long-Evans, jeunes adultes males, proveleda méme
animalerie que pour la premiére étude furent @slisCes rats furent soumis
aux mémes conditions d’hébergement et furent apparlon les mémes
critéres que ceux de la premiére étude. Les solsitiie perfusion pour les

mini-pompes furent préparées comme dans les éfudeddentes.

3.3.3 Préparation et calibration des électrodes

Des capillaires cylindriques en verre (A.M Systdntg ayant 1 mm de
diametre externe et 0,5 mm de diamétre internenfu@rés a l'aide d'un étireur
de capillaire de modéle KOPF 730 afin que 'une edsemités prenne la
forme d’'une fleche. Par sablage, un orifice micopsque fut alors pratiqué a
I'extrémité effilée et la micropipette fut stérdesa I'éthanol 95%. Dans cette
micropipette, 3 filaments de carbone (Specialitydvials) ayant 30 um de
diamétre furent insérés apres stérilisation adtdlc Dans le but d’étanchéifier
I'intérieur du capillaire, une goutte d’époxy fi#posée a I'intérieur de
I'extrémité effilée puis cuite pendant 12 heurdd@°C. Une fois refroidis,
les capillaires furent alors remplis de pate delgite (Dylon Industry) qui
servit a propulser le courant entre les fibresal®one et un fil conducteur en

cuivre, numeéro 22, isolé de téflon installé a faugxtrémité du capillaire sur
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un connecteur femelle en or de modele 220-S02-Ab@d Industry). La
seconde extrémité du capillaire fut alors referangec de I'époxy dont le
durcissement est obtenu par dessication a une tatnpgde 110°C pendant
12 h. Les fibres de carbone débordant d’'une extiééiorent coupées pour
atteindre une longueur de 0,5 mm. Puisque lesrétixs de travail ne furent
pas calibrées ou implantées immédiatement, ellenf conservées, a I'abri de
I’humidité, dans des contenants de plastique dofarid est recouvert de

Dieryte.

Figure 5: Représentation schématique d’'une électrode deavail. La lettre « a »
marque les 3 fibres de carbone, la lettre « Igpaxy, la lettre « ¢ » les
capillaires de verre, la lettre « d » la pate dmbite et la lettre « e » le fil de
cuivre.
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Avant de réaliser la calibration des électrodedaess le but d’améliorer
leur sélectivité, I'extrémité des fibres de carbéuteenduite de trois couches
d’une solution de 5% de Nafion. Chaque coucheldutie en placant
I'électrode, pendant 5 minutes dans un four a coinve a 200°C. Ensuite, les
électrodes de travail furent connectées au syst@iteemeétrique et placées
dans un bécher rempli de 40 mL d’'une solution tamgsaline de phosphate
(PBS) 0,05 M a un pH de 7,4. Afin d’obtenir leggmetres de sélectivité de
I'électrode, un volume de 40 pL d’acide ascorbifpieajouté a la solution de
PBS. Afin de constater si I'enregistrement destjtés de dopamine est
proportionnel a la quantité de dopamine ajoutéeotal, trois volumes de
40 pL de dopamine hydrochlorique a une concentrateo7,6 mg/ml furent
ajoutés, un apres l'autre, a la solution de PB&s dlectrodes de travail que
nous avons choisi de conserver sont celles queptagnt une sélectivité plus
grande que 500 : 1 et une sensibilité plus petiee@2 uM.

La forme carrée du courant appliqué (-0,55 mV kettode de référence
pendant 100 ms et absence de potentiel appligugdf@ums) ainsi que la
fréquence des enregistrements (1 a la secondéjientala méthode utilisée
pour mesurer les quantités de BAle chronoampérometrie a grande vitesse
(CGV). Le potentiel appliqué a I'électrode de réfice génére un courant au
bout de I'électrode de travail de +0,55 mV qui osxalles molécules de
dopamine a la pointe de I'électrode. L’oxydatiqni entraine le déplacement
d’électrons provoque un courant et c’est ce couganest enregistré et
converti en concentration de dopamine. En réstouée décharge électrique a

I'électrode de référence se traduira par un couwraydatif dopaminergique a
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I'électrode de travail dont I'intensité est proponhelle a la quantité de

molécules présentes et oxydees.

3.3.4 Procédures chirurgicales
L’anesthésie a l'isoflurane fut effectuée commargdes deux études

précédentes. Aprées incision de la peau qui reedl@/crane, une trépanation
frontale (médio-latérale a 0,8 mm, antéro-postére?,9 mm, et dorso-ventral
a 4,4 mm) fut réalisée pour I'implantation stér&ajae de I'électrode de
travail précalibrée sur le cortex préfrontal drditans la région pariétale
postérieure gauche, une autre trépanation futteegpour 'implantation
corticale de I'électrode de référence. Apreés llampation des électrodes, les
trous de trépanation, apres avoir été rempli déegeé pétrole, furent refermés
avec du ciment dentaire acrylique. Les électrodesnt alors fixées a un
connecteur voltamétrique cimenté par la suitecalatte osseuse. Du sulfate
de néomycine en application locale fut soupoudtéwade I'implant et la
plaie fut suturé si nécessaire.

Au cours de la méme anesthésie, une mini-pompenfulantée dans la
région intrascapulaire selon les mémes procédwesogs des deux études

antérieures.

3.3.5 Procédures expérimentales

Suite a l'implantation des mini-pompes et destébeles, les rats furent
placés dans les cages individuelles. Aprés unaisende perfusion, chaque

animal, apres avoir été brievement anesthési@ldot dans une chambre
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d’enregistrement et relié au systeme voltamétrgprde connecteur

permettant une mobilité compléte du rat.

v

o Imprimante
i 1
Electrode de Electrode de
travail référence — -
Moniteur
o
| ——— ]
CPFmv

Figure 6 : Schéma représentant le circuit composé des électreglde travail et de
référence en relation avec le systéme de voltamédri

Suite a une période d’adaptation au nouvel enviegrant et a I'atteinte d’'un
enregistrement basal stable de la quantité dexPlRanimal fut exposé, a
I'aide de trois coton-tiges, a I'urine de renaragent dix minutes. Par la suite,
un minimum de 20 minutes est alloué afin que I'grateement puisse se
restabiliser. Toutes les périodes : pré, per st giimulation furent
enregistrées par voltamétrie. Le lendemain, lesfament brievement
anesthésiés de nouveau et remis dans la chamimregistrement. Les
procédures expérimentales furent identiques adtion de la nature du

stresseur. En effet, 'exposition a I'odeur dearehfut remplacée par un
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pincement constrictif de la queue réalisé a 10 eraah extrémité pendant

quatre minutes.

Figure 7 : Représentation illustrant I'endroit ou la pince constrictive fut installée.

Suite au test de pincement de la queue, les nastfanesthésiés a I'aide d’'une
injection intrapéritéonéale de 1,4 mg/kg d’'uréthaAgres avoir dégageé la
région thoracique, l'aiguille d’une seringue plaakans I'apex du ventricule
gauche a permis de pratiquer une exanguino-transfd&une solution de
saline a 0,9 % ou le sang de I'animal fut évacuéupaorifice pratiqué a
I'oreillette droite. Cette exanguino-transfusistest poursuivie avec une
solution de formaline jusqu’a ce que le liquidethtalement administré. Les
rats décédés furent alors décapités et leur cen@maervé dans un bain de
formaline jusqu’a leur examen histologique ultérieu

A l'aide d’un cryostat, chaque cerveau foteé a -18°C en tranches de
30 microns. Les tranches furent immédiatement éemsur des lames

prégélatinisées, et séchées a la températurepiecka avant d’étre colorées a
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la thionine selon le protocole décrit a 'annexexdel’histologie des coupes

fut réalisée pour situer les lésions d’implantati@s électrodes de travalil.

3.3.6 Analyse des courbes voltamétriques

Les courbes voltamétriques en fonction du tempsespondent aux
concentrations micromolaires de BAestimées par le voltamétre qui tient
compte de la calibration préalable des électroddamétriques. Ces estimeés
sont obtenus et enregistrés toutes les secondegadé d’'un des tests avec le
pincement de la queue est illustré a la figureoBt ¢h région d’intérét est par
la suite agrandie (figure 9) afin d’évaluer, avacsple précision, les quantités

de DAgx enregistrées.

22DCP29082004

Concentration (uM)

0 500 1000 1500 2000 25 3000 3500 _4Q00 4500 5000 5500 6000 650!
ime (seconds

Figure 8 : Exemple de courbe voltamétrique obtenue lors du enregistrement au test du
pincement de la queue.
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Figure 9 : Exemple d’un agrandissement de la région d’intét de la courbe présentée
précédemment.

Des concentrations de RApré, per et post stimulation sont, pour chacune des
courbes expérimentales, retenues a des fins gfaéist Les quantités aux

temps -2 minutes (avant le début de la stimulatidmpinutes (début de
I'exposition au stresseur) puis aux 2 minutes suespendant 20 minutes sont

compilées. Les valeurs maximales sont aussi céexlil
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Chapitre 4 RESULTATS

Etude 1: Effets d’un traitement chronique de 7 jours a la
corticostérone sur les niveaux de dopamine et d'aie 3,4-
dihydroxyphénylacétique du cortex préfrontal médian
ventral du rat

Comme le montre la figure 10, en I'absence de stxes

I'administration chronique d’un traitement de CORIX rats ne modifie par

les niveaux de DA du CPFmv dans les homogénatsuiaffet principal

significatif de traitement (F5= 3,63,p = 0,076) ou d’hémisphere (s =

1,77,p = 0,203) n’est décelé a I'analyse de variance faglleri De plus,

aucune interaction de traitement avec le site h@mdisque n’a pu étre

observée (F15=0,01,p = 0,907). Enrésumé, en I'absence d’'un strestesur
quantités de DA dans le CPFmv des animaux traités la CORT et des

animaux témoins restent similaires quelque sodértirsphére considéré.
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Condition de base : sans stress

200+
= 1501
2
(@]
£ 100+
(@]
A=
=< 50-

0_

gauche droit gauche droit
SALINE CORT

Figure 10:  Quantité de DA détectée par HPLC dans le tissudmogénéisé des
CPFmv gauche et droit chez le rat CORT et chez leat témoin.
Les valeurs exprimées représentent les moyennesiéas

accompagnées de I'erreur-type.

Des résultats similaires sont observés en quamitigaDOPAC dans les
deux CPFmv. En effet, 'analyse de variance faelierne montre aucun effet
principal significatif de traitement (fr7 = 0,48,p = 0,498) ou d’hémisphére
(F117=0,48,p = 0,498). De plus, aucune interaction traiteméhg&misphére
(F117=0,04,p = 0,841) n'a pu étre observée. En résumé, télugtré par la
figure 11 le traitement chronique de CORT ne medifs, par rapport au

traitement contréle, la quantité de DOPAC dansPé@v quelque soit

I'némisphére évalué.
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Condition de base : sans stress

DOPAC (pg/mg tissu)
w
o

20+
10
0_
gauche droit gauche droit
SALINE CORT

Figure 11:  Quantité de DOPAC détectée par HPLC dans lessu homogénéisé des
CPFmv gauche et droit chez le rat CORT et chez leat témoin. Les valeurs
exprimées représentent les moyennes calculées pagoées de I'erreur-type.

En I'absence de différence significative des niveda DA et de
DOPAC dans la région médiane-ventrale du CPF dtajauche, il n’est pas
surprenant que le quotient DOPAC/DA ne soit pasifisovoir figure 12).
L’analyse de variance ne permet pas de conclues @ifférences
significatives en I'absence d’un stresseuné= 4,11,p = 0,061) et ce,

qguelque soit ’hémisphere étudi& (5= 1,35,p = 0,263).
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Condition de base : sans stress

0.4+
0.34
<
Q
2 0.24
o
O
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0.14
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gauche droit gauche droit
SALINE CORT

Figure 12:  Quotient DOPAC/DA détectée par HPLC dans le tiass homogénéisé des
CPFmv gauche et droit chez le rat CORT et chez leat témoin. Les valeurs
exprimées représentent les moyennes calculées pagoees de I'erreur-type.

En résumé, aucune différence par rapport au téniegt observée dans
la concentration de dopamine dans le cortex prédtonédian-ventral du rat
traité chroniqguement au CORT. De plus, I'utilisat{iDOPAC/DA) du

neurotransmetteur ne semble pas avoir été modifiée.
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Etude 2: Effets d’un traitement chronique de 7 jours a la
corticostérone sur A) les niveaux de DA et de DG¥T du
cortex préfrontal, B) la sécrétion d’ACTH et surC) le poids

des surrénales du rat en présence d’'un épisode dentention

A) L’analyse de variance factorielle, avec I'efiécestreint de cette
étude, ne permet pas de démontrer une interaatioe ke site hémisphérique
et le traitement expérimental,(fs= 3,97,p = 0,065). La quantité de DA du
CPFmv de I'hémisphére gauche est significativenauos élevée que celle de
I’'hnémispheére droit (Fi5=5,42; p = 0,034; voir figure 13). Aucune différence

entre les deux groupes de traitement n’est déme(fgs = 0,81,p = 0,383).

Condition : séance de contention

DA (pg/mg tissu)

gauche droit gauche droit
SALINE CORT

Figure 13:  Quantité de DA détectée par HPLC dans le tissudmogénéisé des
CPFmv gauche et droit chez le rat CORT et chez leat témoin suite a
une séance de 30 minutes de contentiohes valeurs exprimées
représentent les moyennes calculées accompagnéegeler-type.
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Comme le montre la figure 14, I'analyse de variaiactorielle montre
une interaction traitement X hémispheres, (& 4,70 ,p <0,05) dans les
niveaux moyens de DOPAC apres un séance de 30enidatstress de
contention. Chez les rats traités a la CORTukntjté de DOPAC de
I’'hémisphére droit est moins grande que celle liéntiisphere gauche (5=
14,36,p < 0,001) alors gu'aucune difféerence hémisphérigast perceptibles

chez les rats témoins{(= 1,66, n.s.).

Condition ;: séance de contention

757

504

257

DOPAC (pg/mg tissu)

gauche droit gauche droit
SALINE CORT

Figure 14 Quantité de DOPAC détectée par HPLC dans le tissmomogénéisé des
CPFmv gauche et droit chez le rat CORT et chez leat témoin suite a
une séance de 30 minutes de contentiohes valeurs exprimées
représentent les moyennes calculées accompagnéeseier-type

Comme le montre la figure 15, les résultats d’'umayse de variance a
deux facteurs ne montrent aucun effet principatificatif de traitement (E15
= 3,53, n.s.) ni d’hémisphere;(fs= 0,36 , n.s.) suite a une séance de 30

minutes de stress de contention. De plus, auicteeaction CORT X
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hémisphére (F15= 0,78, n.s.) n’a pu étre observée. Plus préa@sémi le
traitement chronique au CORT, ni la différence dirgphére n’a un effet

significatif sur le quotient de DOPAC/DA mesuré gda CPFmv.

Condition : séance de contention

0.35+
0.30+
0.25+
0.20+
0.15+

DOPAC/DA

0.10+
0.05+

0.00-

gauche droit gauche droit
SALINE CORT

Figure 15:  Le quotient DOPAC/DA détectée par HPLC dans leissu homogénéisé
des CPFmv gauche et droit chez le rat CORT et chée rat témoin suite
a une séance de 30 minutes de contentiobes valeurs exprimées
représentent les moyennes calculées accompagnéegeler-type.

En résumé, en présence de contention, qui repecgardtresseur, la
concentration de dopamine est plus élevée danBfem@® gauche mais ne
semble pas affectée par le prétraitement a la COPRiF.contre, chez I'animal
CORT seulement, on observe un métabolisme accnediotransmetteur dans
le CPFmv de I'hémisphére gauche. Enfin, le quotiB@PAC/DA, qui est

considéré comme une mesure de l'utilisation def@achine n’est pas affecté.
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B) Comme le montre la figure 16, la contention desnaux entraine
une élévation des niveaux d’ACTH. Cette élévagshpeu marquée chez les
animaux CORT mais trés évidente chez les rats @ndCette différence de
réponse entraine une interaction significativeeelgitype de prétraitement

(CORT ou salin) et le tempsy(= 9,07, p < 0,01).

250+

2004 —¥— Salin

—o— CORT

ACTH (pg)
5 &
T 9

50 —

O T T T T
0 10 20 30

Temps (min)

Figure 16: Effet d’'une contention de 30 minutes sur les neaux d’ACTH
sanguin.
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C) Comme lillustre la figure 17, les glandes sogies des rats traités a

la CORT sont significativement plus légeres quéesales rats témoins (k.=

17,6, p <0,001). Aucune interaction du traitereargc la latéralisation des

surrénales n’est observée.

Poids (mg)

gauche droit
SALIN CORT

gauche droit

Effet d’'un traitement chronique de CORT sur le poids des glandes

surrénales.

Fiqure 17:

En résumé, I'administration chroniqgue de CORT én&aine

diminution de l'activité de I'axe hypothalamo-hypgyso-surrénalien ainsi

gu’unediminution de poids des surrénales.
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Etude 3: Effets A) d’'un stresseur réel, le pincement dealqueue et B)
d’un stresseur anticipé, 'odeur de renard additiomé d’un
traitement chronique a la corticostérone sur les gantités de
dopamine extracellulaire du cortex préfrontal médian-
ventral

L’analyse de variance a mesures répétées, a pdemiémontrer que
les rats ayant recu le traitement chronique de TOR, par comparaison aux
rats témoins, dans la région du CPFmv, des tawensode DAx
significativement plus élevés lorsqu’ils sont exgma I'odeur de renard (3=

5,53,p < 0,05). Aucune difféerence significative due amps (ko 130= 1,89,

n.s.) et aucune interaction temps X groupg {$o= 1,73, n.s.) ne furent

observées.
Stresseur : odeur de renard
0.2- _'_Sahn
—e— CORT
< 0.14
=
n
< |
D 0.0__ T T T T T T T T
0O 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Temps (minutes)
-0.1-

Figure 18:  Effets de I'exposition a I'odeur de renard sur és quantités de DAy
mesurées par chronoampérométrie chez des rats préités a la CORT
par rapport a des rats témoins. Quantités relatives de R exprimées en
différence par rapport a I'état basal.
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Comme le montre le graphique de la figure 19,gleantités maximales
de DAex dans le CPFmv induites par I'odeur de renard sgnifgcativement
plus élevées (F13=9,07,p < 0,01) chez les rats traités chroniquement a la
CORT (moyenne = 0,213 uM, erreur-type + 0,03) qelees du groupe

contrdle (moyenne = 0,080 uM, erreur-type + 0,013).

Stresseur : odeur de renard

SALIN CORT

Figure 19:  Effets de I'exposition a I'odeur de renard sur és quantités maximales
de DA:x mesurées par chronoampérométrie chez des rats préiités a
la CORT par apport a des rats témoins.
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L’analyse de variance a mesures répétées poustldugincement de
la queue ne révéele aucune interaction entre les ohewdlalités de traitement
avec le facteur temps {fz50= 1,35,p = n.s.). Par contre, elle indique une
différence significative entre les deux groupeséexpentaux (fc15= 7,60,p <
0,05). Tel guillustré a la figure 20, les quaésitmesurées de RAdu CPFmv
sont plus élevées chez les rats qui ont recaieinent de CORT par
comparaison aux valeurs observées dans le groupele Des différences
significatives liées au temps sont présentesiéb= 3,99,p < 0,01). En effet,
au cours de la durée de stimulation, on observetlévation importante des
niveaux de la DAx. Au cours de la phase de récupération, les niveaux d
DAgx tendent a diminuer progressivement tout en reglastélevés chez les

animaux prétraités au CORT.

Stresseur : pincement de la queue

0.60 — —s— 3alin

0.55+
0.50- —e— CORT

0.45
0.40
0.35+
0.30
0.254
0.204
0.154
0.104
0.05
0.00

DAgx (UM)

b
T T T I I T I 1

| T T
-2 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Temps (minutes)

Figure 20:  Effets d'une séance de pincement de la queue das quantités de DAy
mesurées par chronoampérométrie chez des rats préiités a la CORT
par rapport a des rats témoins. Quantités relatives de RAexprimées en
différence par rapport a I'état
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Comme le montre la figure 21, les quantités maxemde DAx dans le
CPFmv induites par le pincement de la queue sgntfgiativement (R 14=
9,68,p < 0,01) plus élevées chez les rats traités chuemgnt a la CORT
(moyenne = 0,62 uM, erreur-type = 0,18) que callegroupe controle

(moyenne = 0,138 uM, erreur-type + 0,02).

Stresseur : pincement de la queue

0.8+
0.7+
0.6+
0.5+
0.4+
0.3 *
0.2+
0.1+
0.0-

DAg (MmM)

SALIN CORT

Figure 21:  Effets d'une séance de pincement de la queue des quantités
maximales de DAy mesurées par chronoampérométrie chez des rats
prétraités a la CORT par rapport a des rats témoins
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Chapitre 5 DISCUSSION

Les résultats de I'étude 1 n’ont pas permis de aéraoun effet du
traitement chronique avec les corticostéroidesesuguantités de dopamine et
de DOPAC, et sur le quotient DOPAC/DA dans le CPRehgue mesurpost-
mortem par chromatographie liquide a haute pression.

Cependant, en utilisant la méme méthodologie mécaolée d’'un
épisode de contention, les résultats de I'étude@fpermis d’observer une
asymeétrie, indépendante du traitement chronique kgecorticostéroides, a
savoir que les quantités de dopamine sont plugétedans le cortex préfrontal
médian-ventral de 'hémisphere gauche que dans @elthémisphéere droit.
De plus, le traitement chronique avec les cort@mities a permis de constater
une augmentation du métabolisme de la dopamineldamstex préfrontal
meédian gauche comparativement au droit. Le quoD&IPAC/DA ne fut pas
affecte.

Les résultats des études complémentaires 2B eeg@mtrent que le
traitement chronique avec les corticostéroidedraie@ une réduction de
I’'hormone adrénocorticotropine, et donc de I'a¢éule I'axe hypothalamo-
hypophyso-surrénalien, ainsi qu'une diminution didp des glandes
surrénales.

Réalisée avec une technique voltamétrique, I'erpémiation 3 a
permis de conclure a un effet du traitement chnomigvec les corticostéroides
sur les quantités moyennes de dopamine extradedisila I'extérieur du cortex
préfrontal médian ventral en présence d’un stres€ien que I'effet soit plus

important alors que le stresseur est réel (pincéa®ia queue), la
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concentration moyenne de dopamine extracellulatraessi augmentée alors
que le stresseur est anticipé (odeur de renardssiAl’augmentation de la
dopamine extracellulaire provoquée par la séangembement de la queue est
plus importante que celle obtenue suite a I'expwsi I'odeur de renard.
Diorio et al. (1993) ont étudié le réle du corterfpontal médian dans
la régulation de I'axe hypothalamo-hypophyso-sualiénen réponse au
stress.Aprés avoir |ésé le cortex préfrontal médian pardmhermie (55 °C
pendant 1 min) et exposé les rats a une séanaentiention de 20 minutes,
I'activité de I'axe hypothalamo-hypophyso-surréealiqui se traduit par des
quantités plus élevées d’hormone adrénocorticateopt corticostérone
sanguines, fut potentialisée chez ce groupe denmatemparaison aux rats
témoins. Ces résultats confirment que le cortekqméal médian est une
région qui régule négativement I'activité de I'dxgoothalamo-hypophyso-
surrénalien durant un épisode de stress. Aushiv@uet Szechtman (1995)
ont étudié les effets d’une destruction des newgolopaminergiques du cortex
préfrontal médian sur certaines réponses mediédapa hypothalamo-
hypophyso-surrénalien en période de stress. Ajmgstion 4 yL de 6-
hydroxydopamine dans le cortex préfrontal, les anixnfurent exposés a 3
heures de contention dans un environ froid (4°Ohe fois les animaux
sacrifiés, les estomacs furent examinés afin difardh présence d’ulcéres
gastriques. Les résultats montrent que la degtrudes neurones
dopaminergiques du cortex préfrontal amplifie illgales ulcéres gastriques.
Conséquemment, la dopamine du cortex préfrontdianéagit comme
protecteur en période de stress. Additionnelleptamtivan et Dufresne

(2006) ont administré intracérébralement et unigéinent, 2qug d'un
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antagoniste des récepteurs dopaminergiques D1 &-d@penthixol) dans le
cortex préfrontal médian de rats. Par la suifie, divaluer 'activité de I'axe
hypothalamo-hypophyso-surrénalien via les quantitésrmone
adrénocorticotropine, ils ont soumis les anima@® anin de contention. Leurs
résultats montrent que lorsque les récepteurs diogagigues D1 et D2 du
cortex préfrontal ne peuvent étre activés, l'adiorade I'axe hypothalamo-
hypophyso-surrénalien induite par la séance desstst exagerée.

Nous avons donc pensé qu’en élevant les niveaugricues de
corticostérone, I'activité dopaminergique du conpe&frontal devrait aussi
s’élever afin de rétablir 'lhoméostasie perturb®eur réaliser cette
augmentation de CORT, la méthode d’administratinimicpompes
osmotiques) ainsi que la dose (25 mg/kg/jour pendgours) furent basées sur
la méthodologie utilisée par Pacak et al. (200@3.ont démontré que cette
concentration correspond a une hausse de 3 a ddsitaux sanguins de base
et qui représentent des taux physiologiques engeéide stress.

Dans la littérature, des études realisées précédatont aussi évalue
les effets de traitement chronique avec les catéroides sur l'activité
dopaminergique du cortex préfrontal mesurée pamshtographie a haute
pression. Par exemple, Wolkowitz et al. (1986)amiministré des doses de 10
mg / kg s.c. de corticostéroides synthétiques digmthement a des rats
pendant sept jours. L’effet de ce traitement cioe avec des
corticostéroides sur les quantités de dopaminBQIRAC, ainsi que de son
utilisation (DOPAC/DA) fut mesuré, par chromatodrapliquide a haute
pression. Leurs résultats montrent une augmentded’activité

dopaminergique dans le striatum mais aucun changfedrativité
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dopaminergique dans le cortex préfrontal médiaa.pDs, Inoue et Koyama
(1996) ont administré de trés grande doses deaostérone synthétique (50
mg / kg ; s.c.) a des rats pendant 12 jours. @sauite, ils ont évalué I'effet de
ce traitement chronique sur les quantités de dapaetide DOPAC dans le
cortex préfrontal médian mesurées par chromatoggdigfuide a haute
pression. Bien que les modes d’administratioe®tbses administrées soient
différents de ceux utilisés dans le présent tralralue et Koyama (1996) ont
montré que 'administration chronique, mais noruéigle corticostéroides
augmente les niveaux d’un type de métabolite (H&f&)a dopamine dans le
cortex préfrontal médian.

Ces résultats ainsi que les nétres indiquent cqude $administration
d’un traitement chronique aux corticostéroides, m@ndes doses tres grandes
(Inoue et Koyama, 1996) n’entraine pas des efteteldbles par
chromatographie liquide a haute pression sur $ssigpost-mortem quant a la
dopamine et son métabolite le DOPAC dans le cqtéfrontal médian.

Un facteur qui pourrait expliquer nos résultatagdiabsence de
stresseur. Lorsque les rats sont soumis a uneeéancontention,
I'administration chronique aux CORT entraine ungraentation de la
dopamine dans le cortex préfrontal médian. Alams Kglévation des niveaux
systémiques de corticostéroides via le traitemierttrique est additionnée
d’un stresseur aigu, nous avons observé une augtientiu métabolisme de
la dopamine a I'intérieur du cortex préfrontal megdenpost-mortem mesuré
par chromatographie liquide a haute pression. pesisément, les quantités
de DOPAC mesurées sont plus élevées dans 'hémesghéeche que dans le

droit chez les rats ayant recu le traitement clopomiavec les corticostéroides
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en présence d’'une séance de contenthurssi, en observant les quantités de
dopamine décelées dans le cortex préfrontal médranguantité plus
importante fut trouvée dans I’hémisphére gauchedams I’hémisphere droit.
Ces résultats indiquent que les deux hémisphéeresmblent pas répondre de
la méme facon aux fluctuations de corticostéroides.

Comme la seule difféerence méthodologique entre &ttide et I'étude
précédente est la présence d’'une séance de contegriicomparara
posteriori, les résultats de ces deux études, il semble’'exgolsition au
stresseur alors qu’un traitement chronique CORE#sttif puisse entrainer
des changements d’activité dopaminergique a lietérdu cortex préfrontal
médian.

Plusieurs recherches ont montré que le systemardopegique
meésocortical est activé en période de stress.querta libération des
hormones est provoquée par I'exposition a un stgsagu tel une contention,
des changemenpost-mortem neurochimiques dopaminergiques dans le cortex
préfrontal médian du rat ont été observés. Eirsatit la technique HPLC,
Thierry et al. (1976) ont, pour la premiére foisidié les effets d’un choc
électrigue de 20 minutes appliqués sur les pattebagtivité dopaminergique
de la voie mésocorticale. Aprés avoir injecténimbiteur de la synthése des
cathécholaminesifméthylparatyrosine ; i.p.) dans I'aire tegmentadatrale,
ils ont mesuré la quantité de dopamine du cortextél, des animaux qui ont
subi des chocs aux pattes. Comme le renouvelledeedbpamine fut inhibé
par I'injection den-méthylparatyrosine et que la voie mésocorticale fu
sollicitée grandement, la dopamine du cortex fridiottautilisée si rapidement

gue les quantités restantes furent moindres glesavkesurées dans les autres
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voies dopaminergiques ainsi que chez les animaayant pas été soumis aux
chocs électriques. Thierry et al. (1976) ontai&montré qu’en période de
stress, la voie dopaminergique meésocorticale gpeicifiquement et
grandement sollicitée. Additionnellement, SudhBraeidhan (1995) ont évalué
I'effet de I'exposition a deux stresseurs sur iatd dopaminergique du cortex
préfrontal. Mis a part les animaux du groupe téngoi n’ont subi aucune
exposition stressante, les animaux du second griouget contentionnés
pendant deux heures et les animaux du dernier gribupnt exposés a la
méme contention mais dans un environnement fréi@d)4Leurs résultats
indiquent que les animaux qui furent restreintsdmimoins grandes quantités
de dopamine dans le cortex préfrontal que ceuxrdupg témoin. Aussi, en
plus d’avoir les plus petites quantités de dopapieerats contentionnés dans
le froid, ont des quantités de DOPAC et de HVA aegtées dans le cortex
préfrontal. Ceci indique que I'exposition a detnesseurs différents, et plus
spécifiguement a une contention additionnée ouduofacteur ‘froid’, modifie
I'activité dopaminergique et que plus le stresggasenté est intense, plus le
métabolisme dopaminergique est augmenté danstiexgméfrontal.

A notre connaissance, trés peu d’études ont sodesisats a des
déversements chroniques de corticostéroides aalditgosimultanément d’'un
épisode de stress comme réalisé dans cette éRateexemple, apres avoir
adrénalectomisé des rats, Lindley et al. (1999)raptanté des mini-pompes
osmotiques qui, pendant 21 jours, ont délivré 2@0dm corticostéroides
synthétiques. Aprés ce traitement chronique, oogg de rat fut soumis a une
séance de 30 minutes de contention. Les molédel&OPAC et de dopamine

du cortex préfrontal médian furent ensuite quadesi par chromatographie
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liquide a haute pression. Les résultats suggenamta contention et non le
traitement chronique entraine, dans le cortex pnéit médian, une
augmentation de I'utilisation de la dopamine. Mesples auteurs précisent
gue cette augmentation est provoquée par une augtoensignificative des
concentrations de DOPAC. Des differences méthaimples empéchent de
comparer directement les résultats entre I'étudeinidiey (1999) et ceux
obtenus dans ce travail). Premierement, dangdéetie Lindley seulement les
glandes surrénales furent excisées. Ensuit@da de CORT administrée par
I'étude de Lindley est plus faible que celle quesiavons utilisée. Elle
pourrait étre insuffisante pour engendrer des neatibns visibles de I'activité
dopaminergique. Finalement, dans notre étudeldas cortex préfrontaux
furent analysés séparément contrairement a I'é@dedandley ou une seule
mesure, probablement la moyenne des deux hémisplestadisponible. Il est
donc possible qu’un effet ne soit pas détectableette facon.

Tel que mentionné précédemment, suivant la comtemtiditionnée
d’un traitement chronique avec les corticostérgidess avons remarqué une
latéralisation des fonctions dopaminergique dam®tegex préfrontal médian.
En effet, les quantités de DOPAC étaient plus @s\dans ’'hémispheére
gauche que dans le droit, chez les rats traitésaicostéroides. Bien que
I'objectif de cette étude ne f(t pas I'observatibmne potentielle latéralisation
mais puisque les tissus des deux hémisphéres #digponibles, nous avons
guand méme quantifié les molécules d’intérét deahaes hémispheres
individuellement.

Chez les rats, des recherches ont évalué desetiffés hémisphériques

dans la régulation du stress. Par exemple, @nliét Gratton (2002) ont
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démontré que les cortex préfrontaux médians dtgaeche n’ont pas la méme
implication dans les comportements liés aux méoagssde stress. Apres
avoir |ésé les cortex préfrontaux médians des tiéuxisphéres a I'aide d’une
neurotoxine (acide iboténique), les rats furennsswa difféerents tests
comportementaux. Les résultats montrent que ségdgsions du cortex
préfrontal médian de I'hémisphere droit entrainerd réduction des
comportements anxieux. Au test du labyrinthe eméode croix, les animaux
dont le cortex préfrontal médian droit fut léségaasnt plus de temps dans les
bras ouverts. De plus, a un test d’aversion, Ggaa@s animaux ont consomme
plus de lait contenant de la quinine que les anintkas autres groupes. Ceci
indique que les cortex préfrontaux gauche et droitt pas la méme influence
dans les mécanismes liés aux réponses de stressju® les lésions au cortex
préfrontal médian droit réduisent les comportemantgeux, ce dernier aurait
un réle anxiogéne comparativement du cortex prédtonédian gauche.

Dans le méme ordre d’'idée, lorsque les Iésions Esnsortex
préfrontaux médians visent spécifiquement la detitma des neurones
dopaminergiques par la 6-hydroxydopamine, Sullet8zechtman (1995) ont
aussi remarqué une asymétrie fonctionnelle. Seanétorsque les neurones
dopaminergiques du cortex préfrontal médian denisphéere droit sont
détruits, les rats sont plus vulnérables aux effathologiques du stress. Selon
les auteurs, la latéralisation de I'activité dopaengique du cortex préfrontal
médian suivrait un ordre séquentiel. Dans un peetemps, l'activité
dopaminergique serait plus intense dans le conté&fxqntal de I’'hémisphére
gauche et contribuerait a I'évaluation de la menar&nt du stresseur ainsi

qu’'a l'initiation de stratégie de gestion appropradin de rétablir 'homéostasie
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perturbée. Sil'exposition au stresseur perdurguoil est intense,

I'implication majoritaire de I'activité dopamineigie du cortex préfrontal
médian gauche se déplace vers I'hémisphére dds résultats montrent la
présence d’'une latéralisation ou spécialisationisg@nérique de I'activité
dopaminergique a I'intérieur des cortex préfrontmédians en période de
stress. De plus, il est possible que ceci judieobservations que nous avons
réalisées quant aux changements d’activité dopagimes du cortex

préfrontal de 'hémisphere gauche et non pas dit alas que le stresseur
utilisé (contention) fut relativement doux.

L’efficacité du traitement chronique avec la CORIT donfirmée en
observant la réponse de I'axe hypothalamo-hypopbys@nalien. En effet,
I'administration chronique (sept jours) de cortigwsides synthétiques via des
mini-pompes osmotiques, qui simule I'hypercortisale que I'on retrouve
dans la dépression, a permis d’observer une rénfudé I'activité de I'axe
hypothalamo-hypophyso-surrénalien qui se tradanityme réduction du
volume des glandes surrénales qui libérent lescostéroides ainsi que par
une diminution de I'hormone adrénocorticotropinegane libérée par
I'hnypophyse antérieure durant un stress. L’hyps¢h@mise en faveur d’'une
réduction de l'activité de I'axe hypothalamo-hypgpt+surrénalien provoquée
par 'augmentation des quantités de corticostésojide le traitement chronique
additionnée de I'exposition a un stresseur aigedunfirmée. D’ailleurs, nos
résultats reproduisent ceux obtenus par Inoue gaia (1996) qui, aprés
avoir injecté chroniguement (12 jours) deux ageasistes récepteurs
corticostéroides (corticostérone synthétique eadethasone) ont aussi

remarqué une atrophie des surrénales.
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Ces résultats, qui traduisent I'activité de I'ay@bthalamo-hypophyso-
surrénalien, s’expliquent par le mécanisme de @étron négative de ce
dernier. Puisque les quantités de corticostérgithessnatiques sont élevées par
notre traitement, les récepteurs a corticostérasdeds sur les structures de
I'axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien étant oésuphibent la libération
des hormones habituellement libérées par I'axeréBamé, ces résultats
suggerent une activité endogene de I'axe hypothalaypophyso-surrénalien
réduite et permettent de confirmer I'efficacitétdaitement chronique
administré.

Comme nous l'avions postulé, les rats préalablertnaités avec les
corticostéroides et soumis a un épisode stressgnbgition a I'odeur de
renard ou pincement de la queue) ont des conciemsade DAx augmentées
dans le cortex préfrontal médial ventral tel quesanéin vivo en temps réel par
voltamétrie.

Les courbes obtenues et illustrées dans les figuldet 20 sont des
quantités relatives de dopamine extracellulaireienges par différence avec
I'état basal. C’est a dire que les données brnetaseillies au temps -2, qui
constitue I'état de base, furent transforméesaiiplles puissent représenter le
zéro sur I'axe des Y. De plus, toutes les dondéda courbe ont subi les
mémes transformations.

En regard des résultats obtenus par voltamétgeut étre surprenant
de constater que la réponse dopaminergique proequardes stresseurs chez
les animaux traités aux corticostéroides débutatdeaemps 0, qui représente
le début de I'exposition au stresseur. En effetdncentration de dopamine

extracellulaire augmente avant le temps 0. Cefen@ntation prématurée
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peut s’expliquer par un effet d’anticipation. Pdes considérations pratiques,
les rats furent évalués deux a la fois dans uneen@éce. Bien qu’une
attention particuliere fut apportée au synchronisie® séances de stress, une a
deux minutes séparaient le début des évaluatibbest donc possible que le
début d’'une séance de stress fut influencé pardace déja entamée. Par
exemple, lorsque les tampons imbibés d’urine darcefurent placés a
I'intérieur de la cage d’un sujet, I'autre rat paitya ce moment, détecter les
molécules odorantes de cette odeur de renard.i,Ansgjue la queue d’un rat
fut pincée, des vocalisations accompagnées deatifas etaient la plupart du
temps présentes. Ainsi, I'anticipation de la pnéged’'un prédateur ou l'idée
d’un autre rat en détresse pouvait entrainer Vattn des réponses déployées
en période de stress et par conséquent, provogeerugmentation de
dopamine extracellulaire dans le cortex préfromtéatlian ventral. Pour ces
raisons, il est possible que le début des répalesstress ait en apparence
précédé le moment ou le stresseur fut présentéagsixce qui constituerait un
biais majeur. Dans aucun cas, les rats témoing BXprimé cette anticipation.
Cet effet prématuré semble donc étre inhérent aisxtraités par
corticostéroides est compatible avec 'augmentatmta concentration de
dopamine observée qui semble traduire 'augmematela sensibilité aux
événements pergus stressants.

Les divergences de résultats entre la troisienaeéttiles études
précédentes (1 et 2) peuvent s’expliquer par lbaridlons mesurés. Pour
pouvoir quantifier la dopamine avec la techniqueli®mmatographie liquide a
haute pression, des poin¢ons de tissus cérébiialafwoexe 2) furent préleveés,

broyés puis analysés. La concentration de dopaddtextée reflete donc la
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dopamine intracellulairadditionnée de dopamine extracellulaire
Differemment, I'électrode voltamétrique de détectimplantée dans le cortex
préfrontal médian ventral repose dans I'espaceealiulaire. Par conséquent,
les molécules de dopamine mesurées proviennergipesestotalité de
I'extérieur des cellules. Considérant que la megate la dopamine est
enfermée dans les boutons terminaux de la cellui&st pas surprenant de
constater que les quantités de dopamine déteatgmstemortem avec la
technique de chromatographie liquide a haute press correspondent pas a
celles mesurées par voltamétrie et que par consgdes résultats obtenus
avec les différentes technigues ne peuvent pas@tnparés directement.
Certaines recherches précédentes se sont seevtelehhique de
voltamétrie pour étudier les changements d’actddpaminergique dans le
cortex préfrontal suite a I'exposition a un stress ont montré que
I'exposition d’'un animal a des stresseurs de dffiées natures entraine une
augmentation de dopamine extracellulaire a I'ietdridu cortex préfrontal.
Par exemple, Sullivan et Gratton (1998) ont utilidés rats non anesthésiés et
pouvant se déplacer librement. Ces animaux fungnbsés a deux différents
stresseurs : le pincement de la queue et 'odepréateur (chat). Leurs
résultats indiguent que peu importe le stressegundela quantité de
dopamine extracellulaire mesurée augmente consildénant. L'exposition a
I'odeur de renard leur a permis d’enregistrer umgnaentation maximale de
0,11 uM tandis que le pincement de la queue emtnaie augmentation
maximale d’environ 0,24 uM de dopamine extraceitaldans le cortex
préfrontal médian. Toujoura vivo et en temps réel, Stevenson et Gratton

(2003) ont utilisé la voltamétrie pour observerdéfets de I'exposition a une
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séance de pincement de la queue sur les quarei®sgk du cortex préfrontal
médian. Leurs résultats montrent aussi, une augt@m maximale d’environ
0,5 uM de dopamine extracellulaire comparativeradiétat basal. Les
résultats de cette étude sont donc conséquentdagambservations
antérieures.

Bien que la voltamétrie permette une meilleusshdtion temporelle
(1 mesure / seconde) qui se traduit par la pogsililun patron de réponse
plus précis et complet, la technique de microdlyermet aussi de quantifier
des changements de concentration extracellulaiizo, en temps réel. A
I'aide de la microdialyse, les effets de séancestiss sur I'activité
dopaminergique meésocorticale furent observés.eRample, Abercrombie et
al. (1989) ont exposeé des rats a six chocs éleesiq la queue échelonnés sur
30 minutes. Avant, pendant et aprés ces séancsgeds, les rats pouvaient se
déplacer librement et les quantités de dopamine acortex préfrontal furent
enregistrées. lls ont démontré que I'expositiam &tresseur entraine une
augmentation de dopamine extracellulaire dansrhexg@réfrontal médian.

Dans d’autres cas, ce sont les effets d’un traitércleronique aux

corticostéroides sur I'activité dopaminergique neésticale qui furent
observés par mesure de la dopamine extracellulBiae.exemple, Pacak et al.
(2002) ont investigué les effets d’un traitemenbalique aux corticostéroides
sur I'activité dopaminergique du cortex préfrontdilbut comme dans I'étude
3, le traitement chronique fut réalisé a I'aidentiei-pompes osmotiques avec
une dose identique (25 mg/kg/jour) sur une mémegede temps (7 jours) et
avec la méme substance (corticostérone synthétiqt@nparativement aux

rats témoins, les rats traités ont démontré desdawopamine extracellulaire
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plus élevés dans le cortex préfrontal tel que néepar microdialyse. Méme si
les résultats concordent avec ceux de notre tro&iétude, il est a noter
I'absence de stresseur dans I'étude de Pacak(@DaR). L’objectif de

I'étude de Pacak et al. (2002) était d’étudierdists de
I’hypercorticostéroidie sur I'activité dopaminergeaydu cortex préfrontal et du
noyau accumbens. Les résultats ont montré queiterhent aux
corticostéroides a augmenté les quantités basaldspghmine extracellulaire
dans le cortex préfrontal.

Dans leur étude, Harfstrand et al. (1986) ont déréaque les
récepteurs a glucocorticoides de type 1l (GR) saptimés sur les neurones
dopaminergiques de l'aire tegmentale ventrale.ssBuCho et Little (1999)
ont étudiéjn vitro et a I'aide d’'une technique d’électrophysiolodiagtivité
des neurones de I'aire tegmentale ventrale. lismamtré que méme si les
variations de corticostéroides n’affectent pasatinment les décharges des
neurones dopaminergiques a I'état basal, les dgebaeuronales des cellules
dopaminergiques qui sont provoquées par I'addifieglutamate sont
potentialisées par I'addition de corticostéroid®silleurs, les concentrations
de glutamate utilisées sont celles que I'on reteodans l'aire tegmentale
ventrale en période de stress. Dans cette mérde,ds auteurs ont ajouté un
antagoniste spécifique aux récepteurs a glucooidis de types Il
(mifepristone). Cet ajout a completement inhiledfét potentialisateur du
glutamate qu’exercent les corticostéroides sunéesones dopaminergiques de
I'aire tegmentale ventrale. Ceci confirme quertaepteurs a glucocorticoides
de type Il sont exprimés dans l'aire tegmentaldradé® En présence de

glutamate, ces récepteurs exprimés sur les neudopasninergiques
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permettent I'excitation des neurones sur lesqlekoint situés. Finalement,
I'antagoniste des récepteurs a glucocorticoidagmke|l, mifepristone, est un
compose fiable qui permet d’inhiber I'activation aks récepteurs.

En conclusion, nous avons validé notre hypothéseipale stipulant
gue des niveaux élevés de corticostéroides paisatiales fonctions
dopaminergiques du CPFmv en période de stresde &féitmation fut
particulierement confirmée avec les résultats tedes voltamétriques. Bien
gu’il soit reconnu que l'augmentation des cortiéogides potentialise I'activité
dopaminergique du systéme meésolimbique les résutaenus dans ce présent
travail suggerent que la fluctuation a la haussenileeaux de corticostéroides
active aussi le circuit mésocortical. Nous craydonc que l'innervation
dopaminergique du cortex préfrontal médian venitalet les soma neuronaux
sont situés dans l'aire tegmentale ventrale esicpierement importante dans
la gestion des réponses de stress. Tel que maétmécédemment, nous
croyons gue I'axe hypothalamo-hypophyso-surrénaleenortex préfrontal
médian et I'aire tegmentale ventrale formeraier baucle dont la fonction
serait de prévenir la production excessive de @mstérone en exercant un
contrdle négatif sur I'axe hypothalamo-hypophysoémalien. De plus, a
I'aide des résultats obtenus avec les études véttayues, la proportion de
'augmentation quantitative de dopamine extracaitel semble liée a la nature
du stresseur. En effet, 'augmentation provoquadd’pdeur de renard est
moins grande que celle causée par le pincemeiat giegcue. Comme le
pincement de la queue est un stresseur plus agesifodeur de renard, il

semblerait que I'amplitude de la réponse dopamigaggmésocorticale serait
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proportionnelle a I'effort sollicité par le circutiésocortical en période de
stress pour conserver ou rétablir ’lhoméostasie.

Bien que nous ayons déja montré que I'axe HHSCHEmv et ATV
semble former un circuit dont les projections mésticales protégeraient
I'axe HHS d’une suractivation en période de strdstivité de la portion axe
HHS et ATV ne fut pas directement investiguée. deaiséquent, I'inhibition,
par le mifepristone, des récepteurs a glucocodenile type Il devrait
logiqguement antagoniser l'activité dopaminergiqésocorticale en période de
stress et entrainer une diminution considérabléap@mine dans le CPFmv. I
nous semble donc impératif d'évaluer si une talhbition entrainerait, dans
notre modele de rat hypercorticolémique, une répemnsliocrinienne
anormalement élevée.

Aussi, pour appuyer I'hypothése d'une suractivatmpaminergique
induite par le stress décelable par voltamétrieiagau du CPFmyv, il nous
parait nécessaire que les rats expérimentaux quaefatitement isolés et
stables avant toute stimulation par un stress€ette condition préalable
éviterait vraisemblablement les réponses prématurgée nous avons

observées en préparant les stimuli stressants.
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Annexe 1: Coloration des coupes cérébrales

Les coupes cérébrales, montées sur des lamedp@m# pendant 4
minutes dans un bain d’éthanol pur puis rincéesaau ldistillée avant leur
coloration dans un bain de thionine/formaline &,1Aprés 12 min
d’'imprégnation au colorant les coupes sont rinééésau distillée puis a
I’éthanol avant leur imprégnation finale au xylehes lames sont enfin

protégées par une lamelle dont 'adhérence estéspar du Permount.

Figure 23: Tranche coronale du cerveau d'un rat montrant un &emple de coloration a
la thionine. Sur cette figure, la fleche représente I'endroiteobiout de
I'électrode de travail fut implanté.
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Annexe 2: Région du cortex préfrontal médian ventral
prélevée.

Les tissus utilisés pour réaliser les expérimemnatdont la méthode
d’analyse fut la chromatographie liquide a hautsgion ont été prélevés du

cortex préfrontal médian ventral tel qu'illustrédgssous.

Figure 24: Images coronales du cerveau d’'un rat montrant laégion ventrale du cortex
préfrontal qui fut prélevée afin d’étre analysée ulérieurement par
chromatographie liquide a haute pression.La région jaune hachurée indique
I'étendue du tissu prélevé.



