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[ 1 est encore plus facile de juger de l'esprit d'un homme par ses questions que par ses
reponses.»

Duc de Frangois Gaston Lévis

«C hercher n'est pas une chose et trouver une autre, mais le gain de la recherche, c'est la
recherche méme. »

Saint Grégoire de Nysse

«S e réveiller, c’est se mettre a la recherche du monde.»

Alain dit Emile Chartier



Sommaire

Différents neurotransmetteurs sont impliqués dans les mecanismes d'induction et
de maintien du sommeil. Trois neurotransmetteurs ont surtout été etudiés jusqu'a
maintenant: la noradrénaline, la sérotonine et l'acétylcholine. Le but de la présente
étude est d'évaluer le réle hypnotique du gamma-hydroxybutyrate (GHB), un
neurotransmetteur identifié dans le SNC des mammiferes (Maitre et Mandel, 1984). A
cette fin, nous avons procédé a des enregistrements électrophysiologiques du cycle
veille-sommeil chez le rat pendant les quatre heures qui suivent I'administration d’une
faible (10 mg/kg) ou forte (160 mg/kg) dose de GHB, avec ou sans I'administration
concomitante d’'un antagoniste sélectif des récepteurs de GHB, le sel de sodium de
lacide 6-carboxymethylidene 5-ol-6,7,8,9-tetrahydro-5H-benzocyclolepténe, (NCS-
382). De plus nous avons traité les rats a trois différents moments du cycle
nycthéméral, soit au début et en fin de période de lumiere, et encore en début de

période d'obscurite.

Puisque le GHB semble avoir des effets hypnotiques et électrophysiologiques
différents selon la dose utilisée et selon le moment circadien de I'administration, nous
supposons gue le GHB induira plus rapidement I'endormissement, qu’il raccourcira la
latence au sommeil paradoxal (SP) et qu’il augmentera la durée du SP au détriment de
la durée de I'éveil et du sommeil lent léger. Tous ces effets devraient étre plus
prononcés en période de lumiére qu’en période d’obscurité notamment parce que le rat
est un animal a activité nocturne. De plus, nous prévoyons que seuls les effets obtenus

avec une faible dose de GHB seront annihilés par 'administration du NCS-382.

Nos résultats montrent que seule une faible dose de GHB et non une forte dose
peut raccourcir la latence du SP sans en modifier la durée. Par conséquent le GHB
agirait uniqguement sur le mécanisme de déclenchement du SP et non sur le
mécanisme de maintien. L’administration de NCS-382 permet de relier cet effet aux
récepteurs a GHB. Cet effet ne s'obtient qu’en période de lumiére, phase du cycle
circadien ol la propension au sommeil paradoxal est forte. La cause exacte de cet effet
demeure indéterminée. Une étiologie dopaminergique semble pouvoir étre retenue. En
effet, le GHB modifie sélectivement lactivité cérébrale des neurones du cortex

préfrontal qui regoit des afférences dopaminergiques de l'aire tegmentaire ventrale.
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L’étude future des effets du GHB sur le sommeil a un niveau micro-architectural

et la compréhension de ses propriétés nootropes et thermiques, nous permettra de

mieux juger de son utilité fonctionnelle.
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' Introduction
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Introduction

1. L'organisation du sommeil chez le rat

Le sommeil occupe une place prépondérante dans le rythme circadien du cycle
activité-repos de tous les mammiféres. Il existe une forte corrélation entre le cycle
veille-sommeil et I'alternance lumiére-obscurité. Chez le rat, rongeur a activité nocturne,
la période principale de sommeil coincide avec la période de lumiere; son sommeil
occupe environ 80% du temps en période de lumiére et 20% des heures d'obscurité
(Alfoldi et al., 1990; Borbély et Neuhaus, 1978a, 1978b; Trachsel etal., 1988). Et
comme le sommeil de cet animal est polyphasique, plusieurs périodes de sommeil et
périodes d’éveil se succédent au cours d'un méme nycthéemere (Timo-laria et al.,
1970).

Trois procédés électrophysiologiques sont utilisés pour étudier les états de
vigilance: I'électroencéphalogramme (EEG), I'électromyogramme (EMG) et I'électro-
oculogramme (EOG). lls enregistrent respectivement lactivité cérébro-corticale,
l'activité des muscles posturaux et celle des mouvements oculaires. Les
caractéristiques de ces enregistrements (Timo-laria et al, 1970; Rechtschaffen et
Kales, 1968) permettent de mesurer les temps d'éveil et de sommeil et de differencier
deux types de sommeil, le sommeil lent (SL) et le sommeil paradoxal (SP). Le SL se
subdivise en SL léger et en SL profond selon la présence plus ou moins riche des

ondes delta sur le tracé de I'EEG.

Dans les paragraphes ci-dessous, nous allons revoir brievement la séquence
normale du déroulement des stades de sommeil chez le rat. A souligner la difficulté a
déterminer chez le rat, comme chez tout animal présentant un cycle veille-sommeil
polyphasique, le délai d’endormissement. Cette difficulté peut étre surmontee dans le
cas des études pharmacologiques par I'administration-contrdle de solution saline. Ce
procédé retarde le délai d’endormissement permettant alors d’étre comparé au délai
obtenu suite a Padministration d’'une solution active. Le critere le plus souvent retenu
pour déterminer le délai d’'endormissement chez le rat est celui de l'apparition du

premier fuseau de sommeil (Timo-laria et al., 1970).

A réveil, les ondes béta (>14Hz) et les ondes alpha (8 & 13Hz) prédominent sur le

tracé de 'EEG. Le SL léger se reconnait par la disparition de ces mémes ondes et par
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I'apparition d'ondes plus lentes de type théta (5-8Hz) et d'une activité fusiforme de 8 a
12Hz (Alf6ldi et al., 1990; Borbély et Neuhaus, 1978a, 1978b; Traschel et al., 1988). Le
passage au stade SL profond se caractérise par un tracé comprenant plus de 50%
d'activité delta (1-4Hz). Pendant le SL, le rat se tient immobile, la téte parfois en partie
redressée malgré une réactivité comportementale trés reduite par rapport a l'éveil; les
paupiéres peuvent étre entrouvertes; les pupilles sont en myosis; le pouls et la
respiration sont ralentis et réguliers. LEOG est généralement stable et 'EMG montre

une faible activité. Le SL est un état physiologique ol le metabolisme est réduit.

Le SP survient aprés 10 a 15 minutes de SL. L'émergence du SP s'annonce par
une bouffée intense de fuseaux de sommeil entrecoupée par des d'ondes théta de
basse fréquence (Gottesman, 1992). Ce type de tracé de sommeil, parfois qualifie de
sommeil intermédiaire, est toutefois considéré comme faisant encore partie du SL
(Pilliat et Gottesmann, 1995) et ne dépasse guére 1% du temps de I'ensemble du
sommeil. Le SP qui suit se caractérise par I'apparition d’'une activité théta de fréquence
plus rapide (7-8Hz) et de moindre amplitude que l'activité théta enregistrée au stade du
SL 1éger. Ce stade du sommeil s'accompagne d'une atonie musculaire compléte hormis
quelques secousses trés bréves de type clonique. L'EOG montre des bouffées de
mouvements oculaires rapides. Sur le plan comportemental, I'animal adopte pendant le
SP une posture particuliére: il se recroqueville complétement et replie sa téte en
ventroflexion contre I'abdomen pour, possiblement, limiter la déperdition de chaleur ce
qui suggére une modification de la thermorégulation au cours des différents stades de

vigilance.

La fin d'un épisode de SP est souvent marquée d'un bref réveil suivi d'un
nouveau cycle SL-SP. Le SP occupe environ 20% de la duree de chaque cycle. Le SL
occupe prés de 50% de la durée de chaque cycle (Vivaldi et al., 1994b). La durée
moyenne de ces cycles est de 10 a 15 minutes. Chez le rat, le temps d’éveil représente
donc moins de 30% de la période de lumiére. En période d’'obscurité, le sommeil du rat
est beaucoup plus fragmenté. Chez le rat comme chez I'humain, le SL et le SP se
succédent de fagon prévisible mais inégale au cours de la période principale de
sommeil: le SL et une prédominance des ondes delta s'observent en début de période

alors que le SP est plus abondant en fin de période (Vivaldi ef al., 1994b). Voir figure 1.



Figure 1 — Hypnogramme de 4 heures de sommeil chez le rat en début de période de
lumiere
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2. Fonctions du sommeil lent et du sommeil
paradoxal

L'importante activation des systémes nerveux central (SNC) et périphérique
pendant le SP fait de ce stade de sommeil un état de vigilance plus proche de I'eveil
que le SL. En dépit de multiples recherches, les fonctions du sommeil restent encore
énigmatiques. Cependant, les hypothéses ne manquent pas. Elles tendent
généralement a préter des fonctions surtout d’ordre somatique au SL et des fonctions

plutét neurocognitives au SP.

2.1 Fonctions du sommeil lent

Bien que I'on ne connaisse pas de fonctions propres au SL léger, diverses
hypothéses ont été avancées sur les fonctions du SL profond. Une premiére hypothése
accorde au SL profond une fonction de conservation d’énergie (Berger, 1984; Heller
etal, 1988). En effet, au cours du SL profond, le métabolisme est reduit et la
température corporelle chute. A noter que I'hibernation s’enclenche au cours d’une

période de SL profonde (Krilowicz et al., 1988).

Selon wune autre hypothese, le SL profond aurait une fonction
neuroendocrinienne. Et de fait, le SL profond s’accompagne d’une libération d’hormone
de croissance (Born et al., 1988). D'ailleurs le sommeil de I'enfant, étre en croissance,
compte plus de SL profond que le sommeil de l'adulte et du vieillard (Roffwarg et al.,
1966).

Le SL profond semble aussi avoir un réle de récupération physiologique (Adam et
Oswald, 1983, Berger et Philips, 1988; Berger et Philips, 1990). La quantité de SL
profond augmente en proportion du manque de sommeil global. On observe également
une intensification du SL quand le sommeil suit une période d'exercices physiques
(Shépiro etal, 1981). Les avis different sur la signification du fait observé.
L'intensification du SL profond pourrait résulter de l'augmentation de la température
corporelle que produit l'activité physique (Horne, 1988; Taylor et Driver, 19895;
Youngstedt et al., 1997). Si I'on privilégie cette explication, la production de chaleur
serait donc plus importante que le refroidissement dans la genése du SL profond. En
effet, on remarque que lapplication de chaleur sur les neurones de I'hypothalamus
provoque plus souvent un endormissement qu'un réveil. De plus, on sait que la

production de chaleur et l'appariton du SL se font simultanément au cours du
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développement d’un organisme dit altriacal (i.e. né avec un SNC encore immature).

Enfin, il a été constaté qu'une période de profonde hypothermie précédait la mort des

rats que I'on prive de sommeil.

Horne (1992a), estime que le rdle du SL est primordial et prioritaire sur celui du
SP. Son jugement s'appuie sur le fait que, dans l'ordre d'apparition des stades du
sommeil, le SL survient avant le SP, qu'il y a plus de SL dans la premiere moitié de la
période de sommeil et plus de SP dans la deuxieme moitié, et qu'aprés une privation de
sommeil, le rebond de SL précéde toujours celui du SP. Lors du sommeil réparateur qui
suit la privation, le déficit en SL sera corrigé alors que celui du SP ne le sera qu'a 50%.
De plus, on remarque que le sommeil des petits dormeurs (< 6 heures) contient le
méme nombre de minutes de SL profond que celui des grands dormeurs (>9 heures).
Des deux types de sommeil, le premier semble pouvoir étre qualifie d'essentiel et le

second d'optionnel (Horne, 1992b).

2.2 Fonctions du sommeil paradoxal

Des diverses hypothéses sur le réle du SP, on retient surtout celle lui attribuant
une fonction de stimulation du développement cérébral. |l existe une corrélation positive
entre la quantité de SP et le degré de maturité du SNC (Roffwarg et al.,1966). Cette
stimulation endogéne est nécessaire a la maturation de la synaptogénese et a la
différenciation du cerveau. Pour appuyer cette hypothése, on observe que le sommeil
du nouveau-né compte plus de SP que celui du jeune adulte (Roffwarg et al., 1966). De
plus, au niveau phylogénétique, les organismes dont le SNC est le plus immature a la
naissance montrent davantage de SP durant le sommeil que les organismes dont le

SNC arrive pres de la pleine maturité (Zepelin, 1980).

Selon Snyder (1966), le SP agirait comme «sentinelle». Le SP veillerait a
maintenir une certaine activation corticale périodique propice a un éventuel éveil. Cet
état d'activation corticale est nécessaire a l'organisme pour assurer sa securité et
optimiser sa survie. Il a été effectivement observé que chaque période de SP était
suivie d’'un bref éveil. En outre, une interruption volontaire de sommeil aprés une
période de SP donne un état de plus grande vigilance qu'une interruption provoquée
pendant une période de SL (Fiss et al,, 1966). La vitesse de réaction de l'organisme
dépend du degré de vigilance et une meilleure vigilance entraine une réaction plus

rapide au danger.
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Ephron et Carrington (1966) attribuent au SP une fonction dite «d’homeostasie
corticale». Le cerveau doit en tout temps maintenir un niveau minimal de stimulation.
Durant le sommeil, et surtout pendant le SL, le cerveau est relativement coupé des
stimulations extérieures. Le SP compenserait la perte de stimulations extérieures par la
production de stimulations endogénes. Cette fonction faciliterait aussi la transition entre

le sommeil et I'état d'éveil.

On reconnait encore au SP une fonction de mise au point du systéeme
oculomoteur binoculaire. Le SP contribuerait a [I'établissement du réseau
neuromusculaire impliqué dans la coordination des mouvements oculaires volontaires,
coordination qui n'est pas acquise dés la naissance. Cette hypothése se vérifie sur les
plans ontogénique et phylogénique. Au cours des premiers mois de vie, il existe une
diplopie physiologique. Cette diplopie va spontanément se corriger par un ajustement
progressif des mouvements compensatoires binoculaires. Avec le temps, les
mouvements deviennent plus coordonnés et permettent l'acquisition d'une vision
stéréoscopique. Il existerait une corrélation positive entre la quantité de SP et le degré
de décussation du chiasma optique chez les différents organismes. Plus la décussation
est avancée, meilleure est la perception stéréoscopique. Les organismes ayant une
plus forte proportion de SP, montrent une meilleure aptitude a l'analyse stéréoscopique
(Berger, 1969).

Le SP aurait un role a jouer dans la genése des comportements instinctifs
(Jouvet, 1991). Par lésions des cellules du locus cceruleus alpha responsable de
latonie musculaire au cours du SP, on provoque, chez l'animal, des comportements
d'attaque, de fuite et d'hyperalimentation. Le trouble du comportement en SP chez
Fhumain pendant lequel I'individu exprime physiquement ses réves démontre que cette
activation de comportements agressifs se retrouve également au plan phylogénique
(Schench et al., 1986).

Le SP servirait de support physiologique aux réves. Quand le réveil suit une
période de SP, dans 85 a 90% des cas (Dement et Kleitman, 1957a, 1957b; Dement et
Wolpert, 1958a, 1958b), le souvenir des réves persiste. Le pourcentage tombe a 50%
quand le réveil se produit pendant une période de SL (Foulkes, 1962; Pivik et Foulkes,
1968; Molinari et Foulkes, 1969). Ce souvenir des réves dépendant du stade de
sommeil, semblerait indiquer que le SP est étroitement associé a une intensification de

lactivité mentale. Les réves du SP comportent plus d’éléments émotifs, ont un contenu
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plus fantaisiste et font davantage appel a des perceptions d’ordre visuel que les réves
du SL (Foulkes, 1962; Rechtschaffen et al., 1963).

Selon des hypothéses plus récentes, le SP aurait une fonction cognitive plus
particulierement nécessaire a I'acquisition et a la consolidation des apprentissages. Un
apprentissage diurne est suivi d’'une augmentation du SP. Une privation de SP diminue,
au réveil, le rendement de la mémoire des informations enregistrées avant le sommeil
(Smith 1985; 1995). Le SP servirait a trier les informations pertinentes des informations
anodines (Crick et Mitchison, 1995). Le dicton populaire «la nuit porte conseil» ne serait

donc pas sans fondement scientifique.

3. Modeles du controle de sommeil

3.1 Le contrdéle neurochimique du cycle veille-
sommeil

Jouvet (1982) propose des mécanismes neurochimiques permissifs qui contrlent
le cycle veille-sommeil. Il y aurait a I'état de veille une accumulation d'une substance
produite au niveau des parties ventrale et latérale de I'nypothalamus postérieur a partir
de la sérotonine (5-HT) libérée par les terminaisons issues du noyau raphe dorsal. Les
cellules sérotoninergiques sont particulierement actives durant I'éveil et Finjection
d’'agonistes sérotoninergiques favorise 'apparition du SL. L’observation d’'une sécrétion
de 5-HT durant I'éveil et la possibilité de faire apparaitre le SL laissent supposer
l'existence d'un effet permissif attribuable & un agent hypnogéne qui s'accumulerait au
cours de I'éveil. On observe une corrélation positive entre la durée d'un éveil et

lintensité du SL qui suit I'eveil.

Cespuglio et al. (1990) ont mis en évidence par une étude voltamétrique qu'il se
produisait, selon le moment du cycle veille-sommeil, deux types de libération de la 5-
HT. Au cours de l'état de veille, la libération de la 5-HT se fait au niveau des
terminaisons axonales aboutissant dans l'hypothalamus. Cette projection
sérotoninergique s’étend jusqu’au noyau suprachiasmatique, région ou siege I'horloge
biologique. Il semble se trouver dans I'hypothalamus un systeme capable de
transformer la 5-HT en peptides. Il pourrait s'agir d'un systeme a cellules APUD (i.e.
amine, précurseur, uptake, décarboxylase) apte a produire, entre autres substances, du
CLIP (i.e. corticotropin-like intermediate lobe peptide) et du POMC (ie. pro-

opiomelanocortin), peptides possiblement hypnogénes.
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Durant le sommeil, la libération de la 5-HT au niveau des dendrites exerce une
influence locale sur les mécanismes permissifs du sommeil, notamment du SL. Cette
influence par rétroaction négative sur l'activité du raphe dorsal s'exerce quand la
libération de 5-HT atteint un certain seuil. L'endormissement s'expliquerait par
linhibition progressive du systéme responsable de l'éveil situé au niveau de la
formation réticulée mésencéphalique et par la libération en quantité suffisante de la
substance hypnogéne au niveau hypothalamique. Celle-ci entrainerait I'apparition des
ondes lentes de type delta au moment ou la température centrale se trouve en phase
descendante. Cette observation s'inscrit trés bien dans le modéle de McCarley et
Hobson (1975) qui propose une alternance des influx neuronaux excitateurs et

inhibiteurs.

3.2 Le modele neurochimique de 1"alternance
sommeil lent/sommeil paradoxal

Le modéle de McCarley et Hobson (1975) tente d’expliquer non seulement la
modulation du cycle veille-sommeil mais I'alternance périodique du SL et du SP. Ce
modéle suppose l'existence de deux systémes neurochimigues entretenant entre eux
une relation cycligue d'inhibition et d'excitation réciproque. lis différencient deux
populations de neurones par l'appellation SP-off et SP-on. Les neurones SP-off sont
classiquement situés dans le noyau raphé dorsal (utilisant la 5-HT) et le locus coeruleus
(utilisant la noradrénaline [NA]). Plus récemment, ont été inclus dans cette population
les neurones utilisant I'histamine (Steinbusch et Mudler, 1984) de méme que ceux
utilisant I'adénosine (Radulovacki, 1985). Les neurones SP-on sont situés au niveau
des noyaux tegmentaires dorsolatéraux et pédonculopontiques  (utilisant
l'acétylcholine [ACh]) et au niveau des neurones cholinosensibles de la formation
réticulée qui en recoit les efférences. L'activité des neurones SP-off est tres grande
pendant I'éveil, réduite pendant le SL et nulle pendant le SP. Cette inactivation
progressive des neurones SP-off pendant le sommeil s'accompagne d'une levée de
linhibition tonique qu'ils exergaient sur les neurones SP-on, ce qui permet l'induction du
SP. Les neurones SP-on sont inactifs en SL et pendant I'éveil. La levée d'inhibition des
neurones SP-on lors du SP s'accompagne simultanément d'une excitation progressive
des neurones SP-off par 'ACh maintenant libérée. Quand cette excitation des neurones
SP-off dépasse un seuil critique, les neurones SP-on sont a nouveau inhibés par la 5-

HT et la NA ce qui relance un nouveau cycle SL-SP. Voir figure 2.
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Puisque linduction et le maintien du SL et du SP sont contrélés par des
mécanismes spécifiques de régulation et que le SL et le SP apparaissent
préférentiellement a des moments différents du cycle veille-sommeil, on peut supposer
qu'il sera plus facile d'influencer I'un ou l'autre type de sommeil selon le moment

circadien ou les expériences seront faites.
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Figure 2 — Représentation schématique du modeéle neurochimique de Palternance
sommeil lent/sommeil paradoxal (McCarley et Massaquoi, 1992)
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4. Le gamma-hydroxybutyrate

L’implication de la Na, 5-HT, de 'ACh et de nombreux autres neurotransmetteurs
dans les mécanismes du cycle veille-sommeil n’est plus & démontrer. Comme le GHB
est identifié comme neurotransmetteur (Maitre, 1997), il nous intéresse de savoir s'il
joue également un réle dans le cycle veille-sommeil. Le GHB est un acide gras
endogéne a chaine courte qui se retrouve a l'état naturel dans le cerveau des
mammiféres (Roth et Suhr, 1970; Roth et al, 1980; Walter et Roth, 1977). Les sites
anatomiques du cerveau ol I'on retrouve du GHB endogéne sont nommés dans le
tableau 1. Avant de présenter les multiples aspects du GHB, nous apporterons les
arguments qui ont permis de classer le GHB comme neurotransmetteur. Différents
critéres d’admissibilité sont couramment utilisés pour déterminer si une molécule est un

neurotransmetteur (Feldman et Quenzer, 1984).

4.1. Le gamma hydroxybutyrate comme
neurotransmetteur

» [ a molécule doit étre présente sous une forme séquestrée, préférablement sous
forme de vésicule du cété présynaptique. Par la technique de fractionnement, il a éte
possible de démontrer que le GHB se retrouve en forte concentration dans le cytosol et
en plus faible concentration dans la terminaison axonale (Snead, 1987). La
séquestration du GHB en vésicules a été mise en évidence par la technique de

microscopie fluorescente (Aghajanian et Roth, 1970).

* [ ‘application exogene de la molécule dans la région synaptique doit reproduire
l'effet dun phénoméne synaptique de neurotransmission. Plusieurs procédes
d’expérimentation, in vivo et in vitro, permettent de vérifier I'effet recherche. Lorsque
Pon met en culture des neurones prélevés dans le cervelet, la moelle épiniére et le
mésencéphale, on observe une hyperpolarisation de ces neurones suite a
'administration d’'une quantité élevée de GHB. Dans une expérience, in vivo,
lapplication par iontophorése de 0.5M de GHB au voisinage immediat de cellules
nigrales, préalablement identifiées comme dopaminergiques par stimulation ipsilaterale
du striatum, provoque une diminution significative du taux de décharge de ces cellules
(Olpe et Koella, 1979). Dans une autre expérience, I'addition d'une petite concentration

de GHB (300-600 #M) dans le bain d'une culture de tissus prélevés au niveau de
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I'hippocampe augmente considérablement (jusqua 300%) les niveaux in vitro de

guanine monophosphate cyclique dans le milieu de culture. (Vayer et Maitre, 1989).

* /| doit y avoir un mécanisme de synthese pour la molécule; les précurseurs et
les enzymes doivent étre présents présynaptiquement. L'enzyme spécifique necessaire
a la formation du GHB, la semi-aldéhyde succinique réductase, a été localisée dans le
cytosol et dans les terminaisons nerveuses (Rumigny et al. 1981). L'enzyme est
présente dans I'hypothalamus, le septum et le cervelet (Tabakoff et Von Wartburg,
1975; Anderson et Salmon, 1977; Vayer et al., 1987, Maitre et Mandel, 1984; Rumigny
et al., 1981).

e |l doit y avoir un mécanisme d’inactivation de la molécule, sous la forme d’une
enzyme de dégradation, d’un systéme de recapture au niveau présynaptique, ou d'une
interaction avec des éléments gliaux adjacents. Un systeme de recapture a haute

affinité spécifique au GHB a été identifié (Hechler et al., 1985; Benavides et al., 1982).

* La présence de sites de liaisons spécifiques a la molécule doit étre observée.
On a identifié des sites de liaisons a haute et faible affinité spécifiques au GHB. Ces
sites de liaisons se situent principalement au niveau des terminaisons axonales chez le
rat (Maitre et al., 1983a, 1983b; Maitre et Mandel, 1984; Hechler et al, 1991; Vayer

et al., 1987) comme chez I'humain (Snead et Liu, 1984).

e La disponibilité de la molécule doit étre régie par un systeme de libération
électrosensible contrdlé par le calcium. On a identifié un mécanisme de libération du
GHB lié a l'activation de canaux calciques par une stimulation électrique (Maitre et al.,
1983b; Maitre et Mandel, 1984).

Finalement, le GHB satisfait a tous les critéres requis pour étre classé comme
neurotransmetteur. Le tableau 1 résume la distribution des sites de la présence

endogéne, de synthese, de liaisons et de recapture du GHB dans le cerveau.
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Tableau 1 Sites de la présence endogéne du GHB et distribution des sites de
synthése, de liaison et de recapture du GHB dans le cerveau des

mammiféres

Présence endogéne

Roth (1970)
Roth et al. (1980)

Maitre et al. (1983a)

Vayer et al. (1987)
Sites de synthése

Rumigny et al. (1981)
Maitre et Mandel (1984)
Vayer et al. (1987)

Sites de liaison

Maitre et Mandel (1984)

Snead et Liu (1984)
Vayer et al. (1987)

Hechler et al. (1991)

Sites de recapture

Bernavides et al. (1982)

Hechler et al. (1985)

Régions par ordre d’importance

Hippocampe, cervelet

Substance noire, noyau caudé, bulbe
olfactif, aire tegmentaire ventrale et cortex
cérébral

Striatum

Cervelet, septum et hypothalamus

Cervelet, septum et hypothalamus
Hypothalamus

Cervelet, septum et hypothalamus

Bulbe olfactif, striatum, hippocampe et
cortex préfrontal

Hippocampe et cortex

Hippocampe, cortex fronto-pariétal et
septum

Hippocampe, cortex et striatum

Striatum, hypothalamus, cortex frontal et
cervelet

Striatum
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4.2. Récepteurs spécifiques au gamma-
hydroxybutyrate

Selon les principes de base de la pharmacologie, les récepteurs peuvent étre
classés en fonction de leur sensibilité aux concentrations d’'un neurotransmetteur. Si
une faible concentration suffit pour que le neurotransmetteur se lie au récepteur, c'est
un récepteur de haute affinité. Si une forte concentration est necessaire, c'est un

récepteur a basse affinité. (Feldman et Quenzer, 1984).

Les études ont montré gu'il se trouvait dans le cerveau deux types de liaison aux
récepteurs & GHB (Bernavides et al., 1982; Maitre et al., 1983b; Snead et Liu, 1984) et
qu'il s'agissait de récepteurs & GHB a haute affinité et basse affinité. Dans le SNC, les
sites de liaison & haute affinité semblent présents uniquement dans les neurones, et

plus précisément au niveau synaptique terminal (Maitre, 1997).

Les sites de liaison a haute affinité pour le GHB se retrouvent en différents
endroits du cerveau (Snead et Liu, 1984; Hechler et al,, 1987, 1992). Une grande part
se localise dans I'hippocampe, le cortex (préfrontal, frontal, pariétal, temporal, cortex
cingulaire et entorhinal), le septum, I'hypothalamus, le cervelet, la protubérance et le
bulbe rachidien. Une autre partie relativement importante loge dans le thalamus et
lamygdale. De trés nombreux sites correspondant aux régions riches en terminaisons
dopaminergiques, notamment le systéme olfactif, le noyau accumbens, le noyau caude
et le putamen, détiennent également une grande proportion de sites de liaison a haute
affinité. Des sites sont enfin présents dans les aires principales dopaminergigues,
substance noire (Sn), aire tegmentaire ventrale (ATV) et systémes tuberoinfundibulaire

et tuberohypophysaire.

En bref, les sites de liaison a haute affinité pour le GHB sont en grand nombre,
s'étendent largement & l'intérieur du cerveau et se retrouvent souvent sur les parcours

d’innervation dopaminergique.

4.3 Effets physiologiques du gamma-
hydroxybutyrate

Le GHB a été synthétisé pour la premiere fois par Laborit etal (1960) qui
cherchaient & obtenir un dérivé de I'acide gamma-aminobutyrique (GABA) susceptible
de traverser la barriere hémato-encéphalique. Comme le GABA, le GHB posséde des

propriétés dépressives sur le SNC. On a cru a tord qu'il pourrait servir en anesthesie
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pour deux raisons essentielles. Il cause, d'une part, une discordance entre I'EEG et le
comportement. En effet, bien qu'apparaissent sur le tracé des ondes lentes,
normalement associées au SL profond ou au coma, le patient est capable de répondre
aux stimulations extérieures (Laborit et al., 1960; Hayashi, 1967; Metcalf et al., 1966).
D’autre part, bien que l'effet soit rapide, la durée d'action est trés breve. Chez le rat,
une modification du comportement survient dans les 4 a 6 minutes qui suivent l'injection
(Walters et Roth, 1972). La demi-vie plasmatique est seulement de 60 a 90 minutes
chez le rat (Roth et Giarman, 1966) et chez Phumain (Ferrara et al, 1992). En
conséquence, l'utilisation du GHB se limite aux chirurgies ou les réflexes doivent étre
présents, accouchements ou interventions ophtalmiques par exemple (Vickers, 1969;
Smith et al., 1972).

Dans la chaine de production du GHB, le gamma-butyrolactone (GBL) se
présente comme l'un des précurseurs du GHB. Bien que proches et dorigine
commune, ces deux substances possédent néanmoins des effets physiologiques qui
leur sont propres. L'absorption du GBL est plus rapide que celle du GHB (Arena et
Fung, 1980). Le GBL augmente la concentration plasmatique du dioxyde de carbone
lors de son administration et produit un état d’acidose métabolique persistant durant
toute la période d’exposition du sujet au GBL, effets que I'on n'observe pas avec le
GHB (MacMillan, 1978). Finalement, |'action épileptogéne de GBL est plus importante
que celle du GHB (Snead, 1991).

Les effets du GHB sont différents selon la dose utilisee. Les faibles doses
n'agissent que sur les récepteurs de liaison a haute affinité. Les fortes doses agissent
sur les récepteurs & haute et basse affinité. Les effets physiologiques obtenus different
donc en fonction du site d'action. D'une étude a l'autre, les doses utilisées varient
considérablement. Ce que certaines études désignent par faibles doses peut
s’échelonner entre 50 et 100 mg/kg; par fortes doses, entre 500 & 1000mg/kg. Selon la
dose utilisée, le GHB produit non seulement des effets différents mais parfois des effets
opposés. Kaufman (1990) a montré qu'une dose de 5-10mg/kg n’avait pas les mémes
effets qu'une dose de 300-500mg/kg. La petite dose entraine une hypothermie tandis
que la haute dose induit de hypothermie. Godbout et al. (1993) sont arrivés aux méme
résultats thermiques en comparant une dose de 5-10 mg/kg avec une dose de 160-
320mg/kg.
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4.4 Effets biochimiques du gamma-hydroxybutyrate

4.4.1 Effets du gamma-hydroxybutyrate sur le
systeme dopaminergique

Le GHB possede la proprieté dinhiber sélectivement les neurones
dopaminergiques. On l'a souvent utilisé, toujours & fortes doses (>= 500mg/kg), pour
créer des lésions chimiques réversibles dans la neurotransmission dopaminergique du
systéme nigro-strié au cours des études expérimentales sur la maladie de Parkinson
(Roth, 1987).

Chez I'animal, les études biochimiques montrent que I'administration périphérique
de GHB & forte dose produit d'abord une inhibition générale de la libération de la
dopamine (DA) (Murrin et Roth, 1976) qui s'accompagne d'une augmentation de sa
synthése au niveau d'au moins trois champs terminaux dopaminergiques, le striatum, le
noyau accumbens et le cortex frontal (Chrapusta et al., 1992; Gessa et al., 1966). La
DA emmagasinée aprés administration de GHB pourrait éventuellement, une fois

libérée (Hechler et al., 1991) avoir un impact fonctionnel supplémentaire indirect.

4.4.2 Effets du gamma-hydroxybutyrate sur les autres
systemes de neurotransmission

Les études biochimiques montrent aussi que I'administration aigué d’une quantité
de GHB n'affecte pas ou peu la neurotransmission dans les autres grands systemes
utilisant la 5-HT ou la NA (Gessa et al., 1966).

Certaines études ont toutefois montré une augmentation des niveaux de 5-HT
dans le striatum et le systeme mésolimbique apres administration d'une forte dose de
GHB (400-500 mg/kg) (Spano et Przegalinski, 1973; Waldmeier et Fehr, 1978; Hedner
et Lundborg, 1983; Miguez et al., 1988). Les niveaux absolus de 5-HT ne sont pas
significativement augmentés, mais l'accumulation tissulaire du 5-hydroxytryptophan,
précurseur de la 5-HT, et les niveaux de I'acide 5-hydroxyindolacétique, le métabolite
principal de la 5-HT, sont fortement accrus lors de l'administration de GHB. Ce
phénoméne résulte possiblement de la modification du taux de renouvellement du 5-HT
par le GHB. La stimulation du taux de renouvellement de la 5-HT peut étre la
conséquence de deux phénomeénes. Selon Maitre (1997) cette augmentation

s'expliquerait par une plus grande disponibilité du tryptophane, autre précurseur de la
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5-HT. Mais il pourrait bien s'agir d'un effet indirect et non spécifique car les doses

utilisées sont élevées.

Les résultats des études sur les effets du GHB sur FACh sont a premiére vue
contradictoires. Dans une premiére étude chez le rat, une dose de 750 mg/kg de GHB
donne une augmentation de 44% des niveaux d’ACh dans le cortex et le mésencéphale
(Giarman et Schmidt, 1963). Dans une autre étude, c’est le GBL et non le GHB qui
produit des effets dépressifs sur les niveaux d’ACh dans le striatum, le cortex et
hippocampe (Ladinsky et al., 1963). Le GHB pourrait ne pas provoquer directement
une augmentation des niveaux d’ACh, mais semblerait avoir la capacité de potentialiser
l'augmentation résultant de 'administration de neuroleptiques comme la clozapine et la
chlorpromazine (Stadler et al., 1974; Laborit et al., 1960).

4.5 Effets électrophysiologiques du GHB

En dépit d’une augmentation de la synthese de DA, 'administration chez le rat
d’'une forte dose de GHB (150-400 mg/kg) inhibe I'activité spontanée des neurones
dopaminergiques dans la Sn et ATV (Walters et Roth, 1972; Roth et al., 1973, 1980;
Roth,1987). Une étude de Diana et al. (1991) mentionne un effet contraire. Dans cette
étude, les rats utilisés n'étaient pas anesthésiés et c'est conscients, et donc en état de
stress, gu'ils étaient mis sous contention. On sait que le stress stimule Factivité des
neurones dopaminergiques (Thierry etal, 1968), d'ou possiblement les résultats

contradictoires obtenus par Diana et al. (1991).

Encore une fois, toutes ces études mentionnées plus t6t utilisent des fortes
doses. Selon la dose utilisée le GHB agit différemment. Une étude de Godbout et al.
(1995) a pris soin d'utiliser différentes doses pour différencier les effets du GHB. Les
résultats de cette étude ont démontré qu'une forte dose de GHB (160 a 320 mg/kg)
induit une inhibition réversible de l'activité de décharge des neurones du cortex
préfrontal tandis qu’'une faible dose (5-10 mg/kg) induit une excitation. De plus, cette
étude a prouvé que laction du GHB a faibles doses peut étre bloquée par
I'administration du NCS-382, I'antagoniste sélectif des récepteurs a GHB. Cet effet de
blocage n'est pas obtenu pour les fortes doses de GHB. On sait que le NCS-382 n'a
pas d'effet propre, ni sur l'activité métabolique de la DA, ni sur son activité neuronale
(Godbout et al., 1995; Hechler et al,, 1991; Murrin et Roth, 1976; Maitre et al., 1990).
On peut donc en déduire que les effets des faibles doses de GHB résultent d'une

activation de récepteurs qui lui sont spécifiques. Par contre, les effets des fortes doses
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semblent nécessiter la contribution additionnelle d'un systéeme hétérologue. Puisque les
récepteurs & GHB se retrouvent surtout sur les terminaisons axonales dans les champs
terminaux dopaminergigues, on peut penser que le GHB module la libération de DA en
agissant d'abord sur les mécanismes terminaux d'exocytose de la DA. Par ailleurs,
d’aprés Godbout et al. (1995), il est possible que le mode d'action impliqué dans la
modulation de la libération de DA par des fortes doses de GHB implique des récepteurs
GABAg, eux aussi situés sur des terminaisons hétérologues (i.e., non-GABA) ou sur
des interneurones locaux homologues (Engberg et Nissbrandt, 1993; Banerjee et al,
1995; William et af., 1995).

Les neurones des autres systémes de neurotransmission sont peu sensibles a
Fadministration du GHB. Les cellules noradrénergiques du locus cceruleus ne diminuent
pas ou trés peu leur activité aprés administration d’'une dose aussi élevée que 1200
mg/kg de GHB (Roth et al., 1973).

Le GHB semblerait donc modifier de fagon préférentielle l'activité des cellules

dopaminergiques quelle que soit la dose utilisée.

4.6 Effets du gamma-hydroxybutyrate sur le cycle
veille-sommeil

Dans I'enchainement des états de vigilance, le GHB exerce différents effets qui

vont de la simple relaxation a la compléte sédation.

On attribue au GHB un effet anxiolytique. Une étude ou les auteurs utilisent un
test de performance sensible aux anxiolytiques (e. g. le critical flicker frequency),
montre que le GHB (10mg/kg) diminue significativement la frequence a laquelle se
détecte un stimulus clignotant. (Grove-White et Kelman, 1971). Dans une autre étude,
cependant, 'administration de NCS-382 échoue a renverser I'effet anxiolytique d'une
forte dose de GHB (50-250mg/kg) (Schmidt-Mutter et al.,, 1998), ce qui remet en cause

le role spécifique des récepteurs a GHB pour 'effet obtenu.

A forte dose (250-1000 mg/kg) le GHB entraine un état de torpeur chez le rat
(Laborit et al., 1960; Marcus et al., 1967; Hayashi, 1967; Metcalf et al., 1966), le chat
(Jouvet et al., 1961; Winters et Spooner, 1965), le lapin (Godbout et Pivik,1982), le
singe (Snead, 1978), et 'humain (Laborit, 1964; Hayashi, 1967; Metcalf et al., 1966).
Chez le rat, cet état de torpeur se traduit par une diminution de Pactivité motrice

spontanée, la disparition du réflexe de redressement et par une perte de sensibilité aux
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stimuli auditifs et tactiles. Les enregistrements électroencéphalographiques durant cette
torpeur montrent une progression allant d’'une hypersynchronisation intermittente a la
formation de pointes épileptiques et méme au silence électrique. Chez I'humain, une
dose de GHB excédant 100 mg/kg peut entrainer une perte de conscience (Meltcalf
et al., 1966).

On a observé a maintes reprises que le GHB exergait une influence sur le
sommeil (Borenstein et al., 1969; Roth et Suhr, 1970; Yamada et al, 1967; Mamelak
et al., 1977; Hoes et al., 1980; Montplaisir et Barbezieux, 1980; Lapierre et al., 1990;
Scrima et al., 1990; Matsuzaki, 1967). Chez I'humain, 'administration d’une faible dose
de GHB (25 & 50 mg/kg, p.o.) au coucher provoque une diminution du delai d’apparition

du SP et une augmentation de la quantité du SL profond au détriment du SL leger.

L’augmentation du SL profond par le GHB est sujet de controverses. Certains
scientifiques croient que l'augmentation résulte d’'une activation des mécanismes de
contréle du SL profond (Montplaisir et Barbezieux, 1980). Pour d'autres, 'augmentation
n‘est que le reflet de la stimulation des générateurs d’ondes EEG lentes (Borenstein ef
al., 1969). L'apparition d’'ondes lentes pendant I'état de veille aprés 'administration de

GHB supporte la derniere hypothése (Metcalf et al.,. 1966).

L'effet le plus spectaculaire du GHB est de faire apparaitre rapidement le SP. A
faible dose (30-50 mg/kg), il diminue la latence du SP chez 'humain (Lapierre et al.,
1990; Scrima et al., 1990; Mamelak et al., 1977) et chez le chat (Matsuzaki, 1967). Cet
effet s'obtiendrait surtout chez les individus présentant des conditions physiologiques
ou pathologiques facilitant I'induction du SP: narcolepsie (Broughton et Mamelak, 1979;
Mamelak et a./, 1977), dépression (Mamelak et al., 1977), personnes agees, et en fin
de nuit chez le sujet sain, moment du cycle nycthéméral le plus favorable a I'émergence
du SP (Delorme et al., 1966; Lapierre et al., 1990). A forte dose, le GHB (> 250 mg/kg)
entraine une augmentation de la durée de SL profond au détriment du SP (Mamelak
etal., 1977).

4.7 Autres effets du gamma-hydroxybutyrate

Le GHB exerce une action endocrinienne, notamment en agissant sur 'hormone
de croissance (Van Cauter et al., 1997) et sur la prolactine (Takahara et al., 1977).
Chez I'humain, I'administration intraveineuse de 2,5 g de GHB (environ 40-50 mg/kg)

donne une augmentation de la concentration plasmatique d’hormone de croissance et
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de prolactine. Puisque la sécrétion de prolactine est directement inhibée par les
neurones dopaminergiques (MacLeod, 1969; Kamberi et al., 1971 et Takahara et al.,
1974), le GHB semblerait agir par I'entremise de la DA. Au niveau de I'hormone de
croissance, le GHB agirait également par l'entremise de la DA mais de maniére
indirecte. L’inhibition de la transmission dopaminergique par le GHB entraine une
désinhibition du GABA, ce qui provoque la libération de I'hormone de croissance
(Racagni et al., 1982).

Le GHB agit par ailleurs sur le comportement. Redgrave et al. (1982) ont observe
une augmentation de comportements dopamino-dependants tel que le comportement
alimentaire environ 90 minutes aprés linjection de GHB. Ce temps de latence
correspond a la demi-vie du GHB (Redgrave et al., 1982) et au délai de libération de la

dopamine accumulée.

En raison de son action rapide, le GHB est actuellement une substance tres
convoitée par les consommateurs de drogues. On lui préte des propriétés
euphorisantes et aphrodisiaques. Ses effets sont dangereusement potentialisés par
labsorption d’alcool. Par ailleurs, le GHB utilisé dans ce contexte de consommation est
souvent utilisé a forte dose et est de fabrication douteuse en raison de son origine

clandestine (Galloway et al., 1997).

La corrélation entre les effets du GHB a fortes doses (>100 mg/kg) et les
modifications de DA au niveau central (Gessa et al., 1966) a été assez bien étudiée.
Par contre, peu d'études se sont attardées & comparer les effets physiologiques et
comportementaux du GHB a faibles et a fortes doses. La température centrale est la
seule variable qui a fait 'objet d'une étude dose-réponse (Kaufman etal, 1990,
Godbout et al., 1993). Ces deux études ont montré que le GHB injecté a faible dose (5-
10 mg/kg, i.p.) augmente la température centrale alors qu'a fortes doses (300-500

mg/kg, i.p.), il 'abaisse.

4.8 Effets thérapeutiques du gamma-
hydroxybutyrate

On a récemment découvert que le GHB était efficace dans le traitement de
lalcoolisme. Chez humain et chez le rat il réduit considérablement la consommation
volontaire d’alcool (Biggio et al, 1992; Fadda et al., 1989) et contrble les effets du
sevrage (Gallimberti et al., 1992; Fadda et al.,, 1983, 1989). Il contréle également le
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sevrage des opiacés (Gallimberti et al., 1993), probablement via 'action du GHB sur les
systéemes dopaminergiques innervant le noyau accumbens, structure responsable du
phénoméne de récompense des drogues favorisant la toxicomanie (Di Chiara et
Imperato, 1988).

Actuellement, le GHB est surtout utilisé dans le traitement de la narcolepsie.
Cette maladie se caractérise par l'invasion d'épisodes de SP durant I'éveil (Broughton
et Mamelak, 1980). Selon certains auteurs (Broughton et Mamelak, 1980; Scharf et al.,
1985), l'action thérapeutique du GHB est étroitement liée a son effet sur I'organisation
du sommeil des personnes narcoleptiques. Une faible dose de GHB (25-50 mg/kg)
prise par la bouche au coucher diminue les éveils et les changements de stades qui
fragmentent de fagon caractéristique le SP nocturne des patients narcoleptiques, ce qui

réduirait le besoin de sommeil compensateur des malades pendant le jour.

De fagon surprenante, il ne se trouve qu'un nombre réduit d'études sur le mode
d'action du GHB dans la narcolepsie. Dans une étude de Delorme et al. (1966),
I'administration chez le chat de GHB fait apparaitre le SP. Dans une autre etude,
Godbout et Pivik (1982) ne réussissent pas a obtenir ce méme effet chez le lapin. Il se
peut que le SP du lapin soit de nature différente et, de ce fait, insensible aux
mécanismes de contréle habituels. Chez le lapin, contrairement a ce qui s'observe dans
les autres espéces, I'atonie du SP n'est pas complete (Pivik et al., 1981). Godbout et
Pivik (1982) sont les seuls chercheurs & avoir étudié les effets du GHB sur 'EEG et sur
le sommeil en utilisant une large gamme de différentes doses (25 a 1250 mg/kg i.v.) et

a avoir obtenu un effet hypnotique a faibles et fortes doses chez le lapin.

5. Retour sur les concepts importants

En conclusion, le GHB est un neurotransmetteur encore peu connu dont l'action
sur le sommeil mérite d’étre explorée de fagon plus exhaustive. Il agit différemment
selon la dose administrée en sollicitant des récepteurs a GHB de basse ou haute
affinité. Ses effets semblent plus marqués dans des situations propices au SP d'ou
lintérét de I'étudier en fonction du rythme circadien des stades du sommeil. Puisque le
GHB intervient surtout au niveau du systéme dopaminergique, certains sites
anatomiques semblent mieux se préter & I'étude de son réle fonctionnel et de son utilité

clinique.
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Hypotheses

Il semble que le GHB ait des effets hypnotiques et électrophysiologiques

différents selon la dose utilisée. Il est possible que ces effets soient également modulés

par des facteurs chronobiologiques puisque le sommeil est soumis a des variations

circadiennes. Notre étude veut éclaircir ces aspects et la recension des écrits nous

permet d'émettre les hypothéses suivantes.

1

Hypothéses du gamma-hydroxybutyrate sur e sommeil

* Puisque le GHB est un hypnotique chez 'humain, le chat et le lapin, et ceci a été
démontré sur une large gamme de doses, le GHB induirait I'endormissement

plus rapidement que le sérum physiologique, toutes doses confondues;

* Puisque le GHB réduit la latence au SP chez 'humain, le GHB réduirait la

latence au SP chez le rat;

* Puisque le GHB augmente la durée du SL profond chez 'humain, le GHB

augmenterait la durée du SL profond chez le rat;
» Conséquemment la durée de I’éveil et du SL Iéger devrait étre réduite.

* Puisque le rat est un animal a activité nocturne et que sa période principale de
sommeil survient le jour, tous les effets du GHB sur le sommeil seraient plus
prononcés en période de lumiére (CT2), moment nycthémeéral le plus favorable
& I'émergence du SL profond, qu’en période d’obscurité (CT14), moment ou le

sommeil est moins susceptible de survenir; de plus,

* Puisque le GHB agit plus efficacement dans des conditions physiologiques
facilitant 'induction du SP, les effets du GHB sur le SP seront plus prononcés
durant la deuxiéme partie de la période principale de sommeil (CT8),

moment nycthéméral le plus favorable & '’émergence du SP.
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Hypothése sur I'application de I'antagoniste sélectif des récepteurs GHB, le NCS-

382, sur les effets du GHB

* Puisque le NCS-382 blogue uniquement les effets neuronaux induits par de
faibles doses de GHB, NCS-382 bloquerait les effets du GHB a faible dose
mais n'affecterait pas les changements induits par la forte dose de GHB.
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Méthodologie

7. Déroulement de la recherche, matériel et
conditions générales

7.1 Enregistrement des stades de vigilance

Des rats males Sprague-Dawley pesant 250-300 mg ont subi une chirurgie
pendant laguelle nous avons installé les électrodes EOG, EMG et EEG (fronto-parietal)
nécessaires a la détermination des états de vigilance. Les rats ont éte logés dans des
pieces illuminées de 06:00 & 18:00 avec un accés ad libitum a la nourriture. La
température ambiante de la piéce abritant les rats était constamment maintenue entre

22-25 °C.

Deux jours aprés la chirurgie, on a familiarisé les animaux & l'équipement
expérimental en les logeant individuellement dans des cages d'enregistrement et en les
connectant aux fils souples destinés a transmettre les signaux électrophysiologiques
vers les appareils. Les expériences ont débuté au septieme jour suivant la chirurgie.
Les signaux électrophysiologiques étaient filtrés par des amplificateurs Grass 8A5 ou
8P511 de la fagon suivante: EOG, 0.5-30.0Hz; EEG, 0.01-200Hz; EMG, 5-100Hz, et le
résultat final fut transmis & un micro-ordinateur de type PC 486-33 afin d'étre

échantillonné a une fréquence de 128Hz et entreposé sur disques optiques.

7.2 Administration des traitements
pharmacologiques

Des flacons de GHB (Sigma Chem., St.Louis, MO) et de véhicule (sérum
physiologique: solution NaCl 0.9%) ont été préparés et codés; les codes n'ont eté
révélés qu'une fois l'analyse des données terminée. Sur la base des résultats
précédemment obtenus concernant l'action électrophysiologique du GHB (Godbout et
Pivik, 1982; Godbout et al., 1993), trois niveaux de traitements ont été utilisés, soit: le
sérum physiologique, 10 mg/kg de GHB (faible dose) et 160 mg/kg de GHB (forte
dose). Pour s'assurer que les effets du GHB observes étaient speécifiques aux
récepteurs & GHB, les trois niveaux de traitements ont été injectés seuls ou en méme

temps que le NCS-382. Les solutions ont été administrées i.p. dans un volume de
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1 ml/kg. Compte tenu de la demi-vie du GHB (Snead, 1991; Whitehead et Virtue, 1971)

48 heures s'écoulaient entre chaque traitement.

Puisqu'il était possible que les effets du GHB soient modulés par des facteurs
chronobiologiques, les injections ont été données a trois moments prévus: a) a 8:00,
c'est-a-dire au moment ol la probabilité d'apparition du SL est & son maximum, b) a
14:00, c’est-a-dire au moment ol la probabilité d’apparition du SP est & son maximum
et ¢) & 20:00, soit au moment ou le sommeil est moins susceptible de survenir chez le
rat (Alfédi et al., 1990; Borbély et Neuhaus, 1978a, 1978b; Traschel et al., 1988).

Au départ, il été convenu que les rats recevraient tous les traitements selon une
séquence déterminée par une table de hasard et que les resultats pour chacun des
traitements seraient comparés a ceux obtenus lors de linjection du sérum
physiologique chez le méme rat. Cette procédure a été entierement appliquée pour la
premiére étude d’'ou l'utilisation d'un test paramétrique pairé. Cependant, en raison
d’'une augmentation de traitements dans la deuxiéme étude et la troisieme étude, la
période d’expérimentation a été considérablement prolongée, de sorte que plusieurs
rats ont été perdus en cours d’expérience. Dés lors, des tests statistiques pour groupes

indépendants ont éte utilisés.

En se basant sur la durée des effets comportementaux du GHB, y compris I'effet
rebond induit par la libération de la DA accumulée (Redgrave et al., 1982), nous avons

analysé les états de vigilance pendant les quatre heures qui ont suivi l'injection.

7.3 Aspects déontologiques

Ce projet est conforme aux directives du Conseil Canadien de la Protection des

Animaux et a été approuvé par le comité bioéthique animal de I'hdpital du Sacré Coeur.
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Abstract

Gamma-hydroxybutyrate (GHB) is an endogenous fatty acid with sedative-
hypnotic properties. GHB has been shown to induce REM sleep in humans and cats,
but not in rats. We recorded the sleep of rats immediately after a low (10 mg/kg, i.p.)
and a high (160 mg/kg, i.p.) dose of GHB. Compared to saline, only the low dose of
GHB shortened the delay to the onset of REM sleep. The same dose also increased the
duration of light slow-wave sleep (SWS) at the expense of deep SWS. On the other
hand the high GHB dose increased sleep latency and shortened deep SWS onset
latency. These results show that the acute effects of GHB on REM sleep are dose-

specific and that REM sleep is selectively triggered by low doses in the rat.

Keywords:

sleep disorders, paradoxical sleep, narcolepsy, cataplexy, abuse, dopamine.
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Introduction

Gamma-hydroxybutyrate (GHB) is a endogenous fatty acid thought to act as a
neurotransmitter in the central nervous system.[9,11] lts administration produces a
cessation of impulse flow in mesencephalic dopaminergic (DA) neurons and is
accompanied by a rapid and selective increase in intracellular dopamine at the terminal
level.[17] GHB has sedative-hypnotic properties and its nocturnal administration is used
to treat cataplexy in patients with narcolepsy. This symptom is related to the
inappropriate daytime triggering of rapid eye movement (REM) sleep muscle atonia,
particularly when strong emotions are induced. It has been proposed that the
therapeutic effect of GHB in narcolepsy is achieved by facilitating nocturnal REM sleep,

thus decreasing daytime pressure for this state.[12]

GHB readily crosses the blood-brain barrier and it is short-acting, with a plasmatic
half-life ranging between 60 and 90 minutes in the rat using doses of 90 to 600 mg/kg,
i.p.[9,16,18] At the present time, peripheral administration of GHB has been shown to
facilitate REM sleep without rebounds in humans [1,10,12] and cats [6,8,14], but not in
rats.[4,9,13] The lack of evidence for the REM sleep inducing property of GHB in the rat
may be attributable to differences in methodology, including dosage and the sleep

variables analysed.

The issue of dosage relies on the fact that one of the main characteristics of GHB
as a neurotransmitter is the presence of low and high affinity states of the central GHB
receptor;[11] therefore, it may be possible that different doses of GHB are bound to
have different physiological effects. Indeed, low GHB doses (5-10 mg/kg, i.p.) were
shown to increase firing activity in prefrontal cortex output neurons and in presumed DA
neurons of the ventral tegmental area whereas higher doses (160-250 mg/kg, i.p.) were
shown to decrease it;[2,19] moreover, low GHB doses were also shown to increase
core body temperature while high GHB doses were shown to decrease it.[7] Finally,
higher doses of GHB can induce generalised absence-like seizures, which has lead to

its use as an experimental model for petit mal epilepsy. [18]

The lack of evidence for a facilitatory effect of GHB on REM sleep in the rat may
also be due to incomplete data description. Indeed, previous reports on the effects of

GHB on sleep in the rat did only analyse the total duration of REM sleep, not the
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latency to its onset, even though this variable was consistently reported to be the most
sensitive to GHB administration in cats and humans. Onset latency and duration are
both important as they point out to different neurophysiological mechanisms of REM

sleep control, i.e., triggering versus maintenance of REM sleep.[5]

The present research was undertaken to further characterize the effects of GHB
on the sleep-wake cycle of the rat by adding methodological controls to previous

studies, namely dosage used and dependant variable analysed.

Methods

Six male Sprague-Dawley rats (300 g) were implanted with chronic electrodes for
electroencephalography, electro-oculography and electromyography at least seven
days before recordings began. Animals were housed individually with food and water ad
libitum. Lights were turned on at 06:00 for 12 hours. Based on published results [2,19]
each rat was treated on separate occasions with a low (10 mg /kg, i.p.) and a high (160
mg/kg, i.p.) dose of GHB, or with saline; treatments were counterbalanced. Injections
were done 2 hours after lights were turned on. Recordings started at the time of
injection and lasted 4 hours; at least 48 hours elapsed between treatments. Recordings
were visually scored by 2 judges unaware of the experimental condition, using 10 s
epochs at a recording paper speed of 15 mm/s. Variables were defined as follows:

sleep onset latency: time elapsed between the moment injection and the first

occurrence of any sleep stage; latency to light Slow Wave Sleep (SWS): time elapsed

between sleep onset and the appearance of the first sleep spindle (8-14 Hz, 0.5-1.5 s);

latency to deep SWS: the time elapsed between sleep onset and the first epoch

containing more than 50% of delta waves (0.5-4.0 Hz); latency to REM sleep: the time

elapsed between sleep onset and the first concomitant occurrence of desynchronized
electroencephalogram, atonic electromyogram, and rapid eye movements; REM sleep
fragment: a sequence of uninterrupted REM sleep epochs; sleep period: interval
between sleep onset and the last epoch of sleep before the end of the recording. Total

sleep time: the total time spent in any of the sleep stages. Duration of sleep stages is

expressed as a percentage of total sleep time. Waking after sleep onset: time

awakened during the sleep period. Results are expressed as means + S.E.M.

Comparisons between saline and each GHB dose were made using paired t-tests.
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Results are presented in Table 1. Sleep always started with an epoch of light
SWS. At 10 mg/kg, REM sleep latency was significantly and selectively shortened,
while REM sleep duration and the number of REM sleep fragments were not affected;
GHB 10 mg/kg also increased light SWS duration. On the other hand, GHB 160 mg/kg
increased sleep onset latency and reduced the latency to deep SWS. There were no
differences between thirds of recording time for any measures of duration neither for
REM sleep fragmentation at any dose, showing that no rebound effect took place during

the four hours of recording.

Table 1. Effects of gamma-hydroxybutyrate on sleep in the rat
(mean + S.E.M.)

Saline GHB 10 mg/kg  GHB 160 mg/kg
Sleep latency (min) 37.5+14.8 37.0+7.8 57.9 +9.9*
SWS-2 latency (min) 27.6 £11.7 21.4+13.0 81 =x1.7"
REMS latency (min) 535+10.2 24.0 +4.8" 32.6+10.5
SWS-1duration (%) 42075 51.9+1.9* 46.8 +5.8
SWS-2 duration (%) 41.3+£8.3 31.9x0.9 39.2 £ 5.1
REMS duration (%) 16.7 +1.8 16.1 2.0 14.0+0.8
REMS fragments/min 0.07 £0.6 0.08 £0.4 0.07 £ 0.06
WASO (%) 13.0+4.5 13.7x+24 9.4+3.0
Total sleep time (min) 194.8 + 9.6 1923+ 8.9 154.5+13.2

* p < .05, paired t-tests versus saline. SWS-1: light Slow Wave Sleep; SWS-2: deep
Slow Wave Sleep; REMS: REM sleep; WASO: Waking After Sleep Onset.
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Discussion

These results show for the first time that GHB can facilitate the triggering of REM
sleep in the rat; no effects were found on REM sleep duration, as previously reported
[4,13]. The two other studies that tested the effects of GHB on sleep in the rat may have
failed to observe a shortening of REM sleep latency for various methodological issues,
including the obvious fact that latencies were not computed [4] or because doses only
ranged in the high levels (100-850 mg/kg). [13] Low-dose GHB also facilitated light
SWS at the expense of deep SWS. At high doses, GHB significantly increased sleep
latency and decreased deep SWS latency. We think that this may reflect a facilitation of
EEG desynchrony by low doses of GHB while EEG delta waves would be facilitated by
high doses of GHB. This has to be further analysed using quantitative EEG analysis.

It has been shown that only the central effects of low (5-10 mg/kg), not high,
doses of GHB on neuronal activity and core body temperature are reversed by the GHB
receptor antagonist NCS-382. [2,3,19] Moreover, it has been shown that other
mechanisms, possibly involving gamma-aminobutyric acid or glutamate-aspartate
neurotransmission, contribute to the effects of higher (160-320 mg/kg) doses. [20]
Therefore it is possible that the facilitation of REM sleep by a low dose of GHB as
shown by the present results is due to a selective activation of high affinity GHB
receptors. Experiments with the GHB receptor antagonist NCS-382 are required to
further document this possibility; this equally applies to the dose-dependant eftects of
GHB on SWS and EEG slow-wave activity .

The present results suggest the possibility that the mechanisms involved in the
therapeutic action of GHB in narcolepsy include a selective activation of GHB receptors
since comparable low doses (25-50 mg/kg, p.o.) are used. [12] This therapeutic action
of GHB would not involve REM sleep maintenance mechanism or consolidation of REM
sleep per se since REM sleep duration and fragmentation were not affected in the
present experiments. Rather, this therapeutic effect could be related to the activation of
a pathway common to the triggering REM sleep and the limbic system, the latter being

both involved in the pathophysiology of cataplexy [15] and rich in GHB receptors. [11]
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Abstract

Gamma-hydroxybutyrate (GHB) is an endogenous sedative-hypnotic used in the
treatment of narcolepsy, a sleep disorder characterized by abnormal nocturnal and
diurnal manifestations of Rapid Eye Movement (REM) sleep. The mechanism by which
GHB achieves its therapeutic effects is thought to involve a facilitation of nocturnal REM
sleep. At the present time, GHB has been shown to induce REM sleep in humans and
cats, but not in rats, rabbits and dogs. The present study analysed the effect of different
doses of GHB on sleep in the rat by using a co-treatment with a GHB receptor

antagonist.

Rats were injected two hours after the onset of the light period with a low (10
mg/kg, ip.; n=19) and a high (160 mg/kg, i.p.; n = 16) dose of GHB with and without
the co-administration of the GHB receptor antagonist NCS-382. Polysomnographic

recordings lasted four hours.

Compared to a saline treatment, REM sleep latency was decreased by the low
GHB dose; other REM sleep parameters including duration (total as well as for the first
third of the sleep period), efficiency, and number of REM sleep periods were not
affected. Sleep was not affected otherwise. The GHB receptor antagonist NCS-382
blocked the effect of GHB on REM sleep latency. At the high dose, GHB was only

associated with a non-significant increase of slow-wave sleep.

These results suggest that the selective activation of high affinity GHB receptors
activates REM sleep triggering mechanisms without affecting REM sleep maintenance.

The clinical effects of GHB in narcolepsy are discussed.

Keywords:

gamma-hydroxybutyrate, NCS-382, paradoxical sleep, narcolepsy, dopamine
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Introduction

Gamma-hydroxybutyrate (GHB) is a endogenous fatty acid thought to act as a
neurotransmitter in the central nervous system (Vayer et al., 1987; Maitre, 1997). GHB
readily crosses the blood-brain barrier and its administration is reported to produce a
cessation of dopamine (DA) release, accompanied by a rapid and selective increase in
intracellular dopamine at the terminal level (Roth, 1987). GHB is used as a sedative-
hypnotic both in animals and humans; taken at bedtime it is an efficient treatment for
cataplexy, a symptom related to the inappropriate daytime triggering of REM sleep
muscle atonia in narcoleptic patients (Broughton and Mamelak, 1979); some have also
reported the efficacy of GHB against excessive daytime somnolence (Lammers et al.,
1993; Scharf et al, 1985). It has been proposed that the therapeutic effect of this
compound is achieved by consolidating nocturnal REM sleep, thus decreasing daytime
pressure for REM sleep (Broughton and Mamelak, 1979). More recently, GHB has been
used to treat alcohol (Biggio et al., 1992) and opiate abuse (Gallimberti et al., 1993). In
both animals and humans, GHB has been shown to decrease intake (Biggio et al.,
1992; Fadda et al., 1989), craving upon withdrawal (Gallimberti et al., 1992; Fadda et
al., 1983, 1989) and anxiety (Schmidt-Muller et al., 1998). Using the animal model,
some authors have proposed that GHB itself may have a potential for abuse (Colombo
et al., 1995, Galloway et al., 1997).

GHB receptors are found throughout the central nervous system, mainly in the
limbic system and the striatum (Maitre,1997). Binding studies in rats (Maitre et al.,
1983a, 1983b; Maitre and Mandel, 1984; Hechler et al., 1987; Vayer et al., 1987) and
humans (Snead and Liu, 1984) have shown that GHB receptors reside principally on
axon terminals, where they can be found in a high- and a low- affinity state (Maitre
et al., 1983). The fact that GHB receptors have a high- and low- affinity state makes it
plausible that different doses of GHB will yield different physiological effects. Indeed,
recent results have shown that low GHB doses (5-10 mg/kg, i.p.) increase neuronal unit
activity in prefrontal cortex output neurons and in dopaminergic ventral tegmental area
neurons (Godbout et al., 1995; Tremblay et al., 1998) whereas higher doses (160-250
mg/kg, i.p.) were shown to decrease it; moreover, low GHB doses were also shown to
increase core body temperature while high GHB doses were shown to decrease it
(Kaufman et al., 1990).
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The peripheral administration of GHB has been shown to induce REM sleep in
cats (Delorme et al., 1966; Jouvet et al., 1961; Knuepfer et al., 1986; Matsuzaki et al.,
1964; Matsuzaki and Tagaki, 1967) and humans (Broughton and Mamelak, 1979; 1980;
Lapierre et al., 1990; Mamelak et al., 1973) but not in rabbits (Godbout and Pivik, 1982;
Laborit, 1973) nor in dogs (Laborit, 1973). While some have shown a facilitation of REM
sleep in the rat (Girodias and Godbout, 1999, submitted) others have not succeeded
(Godschalk et al., 1977; Marcus et al., 1967) . The present research was undertaken to
further elucidate the mechanism by which GHB can induce REM sleep by using
different doses as well as pre-treatments with the GHB receptor antagonist NCS-382
(6,7,8,9-tetrahydro-5[H]-benzocycloheptene-5-o/-4-ylidene acetic acid sodium salt:
Cy3H4303Na.1H,0, molecular weight = 240.25). We now report that low doses of GHB

can induce REM sleep in rats and that NCS-382 reverses this effect.

Methods

Adult male Sprague-Dawley rats (300 g) were implanted with chronic frontal and
parietal EEG, EOG, and nuchal EMG electrodes. Recordings were performed at least
seven days after surgery and at least five days after they were connected to the
recording apparatus. Animals were housed individually with food and water ad libiturn.
Lights were turned on at 06:00 for 12 hours. Based on the literature (see above) rats
were treated with either a low (10 mg /kg, i.p.; n = 19) or a high (160 mg/kg, i.p.; n = 16)
dose of GHB, with and without a co-administration of the GHB receptor antagonist
NCS-382 (Maitre etal, 1990); all rats also received a saline control injection.
Treatments were given in random order; at least 48 hours elapsed between
experiments and rats were always kept connected to the recording apparatus
throughout completion of the protocol. Injections were done two hours after lights were
turned on. Recordings started at the time of injection and lasted four hours, using a

computer-assisted system (Eclipse™, Stellate Systems, Montreal, Canada).

Recordings were visually scored on-screen by two judges unaware of the
experimental condition, using 10 s epochs (50 4V = 75 mm; 1 sec = 3.0cm screen
width). Discrepancies were resolved by mutual agreement. Variables were defined as

follows: Sleep onset latency: time elapsed between the moment of injection and the first

occurrence of any sleep stage. Latency to light Slow Wave Sleep (SWS-1): time

elapsed between sleep onset and the appearance of the first sleep spindle (8-14 Hz,
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0.5-1.5 s). Latency to deep Slow Wave Sleep (SWS-2): the time elapsed between sleep

onset and the first epoch containing more than 50% of delta waves (0.5-4.0 Hz).

Latency to REM sleep (REMS): the time elapsed between sleep onset and the first

concomitant occurrence of desynchronized EEG, atonic EMG, and rapid eye

movements. REMS periods: sequence of REMS epochs not interrupted by more than

one minute of another state; REMS efficiency: based on REMS periods, it is the ratio of

REMS time to time in another state, multiplied by 100. Sleep period: interval between
sleep onset and the last epoch of sleep before the end of the recording. Total sleep

time: the total time spent in any of the sleep stages. Duration of sleep stages is

expressed as a percentage of total sleep time. Waking after sleep onset (WASQO): time

awakened during the sleep period, i.e. following sleep onset. Results are expressed as
means + S.E.M. Each GHB dose was compared to a saline treatment, using

independant t-tests.

Results

Results are presented in Table 1. Sleep always started with an epoch of SWS-1.
At 10 mg/kg, GHB significantly and selectively shortened REMS latency; no sleep onset
REMS (REMS latency < 1 min.) was noted. REMS duration (for the total as well as for
the first third of the sleep period), the number of REMS periods, and REMS efficiency
were not affected. Other sleep parameters, including SWS-2 and WASO were not
affected either. The effect of GHB on REMS latency was no longer observed when rats
were pre-treated with NCS-382 (45.4 £ 6.4 min. vs. 36.1+ 6.5 min., t =-1.02; p < .32).

At the high dose of 160 mg/kg, GHB did not affect REMS whatsoever. There was
a 31.2% increase in SWS-2 duration for the first third of the sleep period, but this was

non-significant (p < .13).



Table 1. Effects of gamma-hydroxybutyrate on the sleep in the rat (mean = S.E.M)

Saline GHB 10 mg/kg p GHB 160 mg/kg P
N n=13 n=19 n=18
Sleep onset latency (min) 2774 7.7 22.0£3.9 A7 34.0+6.8 55
SWS-2 latency (min) 23.6+7.4 16.8 £4.6 42 13.6 4.2 23
REMS latency (min) 454 +6.4 27.6 5.5 .04~ 37.0+45 .28
SWS-1 duration (%) 35.6 +3.9 38.6 £4.0 .61 42.3+4.5 .28
SWS-2 duration (%) 453+ 3.4 42.4 +3.8 .61 40.5 £4.1 40
REMS duration (%) 191 1.3 19.0 £ 1.1 91 172 +11 .25
SWS-1_1T (%) 32.3+34 34.0+25 BT 30.8+3.4 i
SWS-2_1T (%) 26.9+3.6 30.9+3.0 42 35.3+3.8 o8
REMS_1T (%) 15.8 +2.8 21.9+£29 A7 18.1+2.6 .56
REM sleep periods 11.4+£2.0 13.1+1.8 .54 12.3+1.8 73
REM sleep efficiency 71.0£9.6 775172 .58 79.8 £ 8.0 48
Total sleep time (min) 178.7 £ 6.6 165.8+7.5 .24 162.3£9.6 20
WASO (min) 35.9+6.8 52.7+£8.0 .15 37.0£6.7 92
WASO_1T (%) 51.1+£82 40.7 £ 4.5 .23 44.0 + 6.8 .51

“p < .05, ttests versus saline; n: number of rats.

SWS-1: light Slow Wave Sleep; SWS-2: deep Slow Wave Sleep; REMS: REM sleep;
_1T: distribution of the amount of a sleep stage during the first third of the total sleep time; WASO: Waking After Sleep Onset.

1744
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Discussion

This report shows that a low dose, not a high dose of GHB facilitates the
triggering of REMS in the rat. This effect had already been shown in our previous
research (Girodias and Godbout, submitted). This might help to understand why the
therapeutic mechanisms of GHB are still unclear: doses used in fundamental research
and clinical practice are usually many folds apart. Most fundamental papers either in
vitro or in vivo used high GHB doses ranging from 100 mg/kg up to 1000 mg/kg,
including the petit mal epilepsy model of Snead (1988; 1991). On the other hand,
narcoleptic patients (Mamelak et al., 1986), opiates abusers (Gallimberti et al., 1993)
and alcohol abusers (Biggio et al, 1992) are treated with doses as low as 25-50

mg/kg, p.o..

Many reasons may explain the fact that the two previous reports failed to show
this effect in the rat. In the first of these reports (Marcus et al., 1967) high doses were
used (100-850mg/kg), not to mention that EOG and EMG were not recorded, that no
information was given as to the time of injection and that only three rats were tested. In
the second and more complete report (Godschalk et al., 1977), many discrepancies can
be found with the present study the first and most important of which being that no

latencies were reported.

More generally, discrepancies in the litterature should take into account the issue
of age differences. Indeed, according to Snead (1978; 1990) GHB effects on the EEG,
at least with high doses (50 mg/kg i.v. and up) are age-related: for comparable EEG
effects, smaller doses are needed and effects are more rapid in younger rats. As a
matter of fact, Snead (1994) has shown that [SH]JGHB binding does not appear until
postnatal day 17 and then shows a steady increase until adult levels were reached by
postnatal day 40. Moreover, Nelson and Kaufman (1994) have shown that the two
enzymes that oxidize GHB, ie., GHB dehydrogenase (GHB-D) and GHB-oxoacid
transhydrogenase (GHB-T) show an age-related activity. At 20 days of age for example,
the maximal oxidative capacity of GHB-D in the brain reaches a rate that is
approximately 50% greater than adult values. The maximal oxidative capacity of GHB-T
in the brain is negligible at 18 days of gestation but increase 40- fold by 20 days and
100-fold by 70 days after birth.
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Other methodological reasons may modulate effects of GHB on sleep in the rat. In
our study, injections were made exactly two hours after lights on and results obtained
with GHB were compared to a full saline session (see methods). Preliminary data
published in an abstract form suggest that effects of GHB on REMS in the rat are not
present when injections are made 6 hours after lights on (Godbout et al. 1995). In some
studies such as the one of Godschalk et al. (1977), rats were adapted for only 16 hours
to the recording environment and they were connected to the recording equipment just
one hour before recording; a baseline recording was then performed for one hour
(between 10:30 and 11:30), followed by GHB treatment and five hours of recording.

This is bound to affect baseline measures.

We propose that the effect of low-dose GHB on REMS latency is achieved by
selectively activating high affinity GHB receptors since it was prevented by a pre-
treatment with the GHB receptor antagonist NCS-382. Other reports have also shown
that NCS-382 selectively blocked the effect of low dose of GHB (5-10 mg/kg) on central
temperature (Godbout et al, 1994), firing activity of prefrontal cortex output neurons
(Godbout et al, 1995), and firing activity of dopaminergic ventral tegmental area
neurons (Tremblay et al., 1998). NCS-382 also reverses GHB-induced DA-dependant
release inhibition/tissue accumulation of met-enkephalin (Gobaille etal, 1994),
decreased DA-release (Hechler etal, 1991), and sedative and neuroleptic-like
behavioral effects of GHB (Schmidt et al., 1991). Conversely, it has been suggested
that a different mechanism possibly involving GABAg or glutamate-aspartate
neurotransmission contributes to the physiological effect of higher (160-320 mg/kg)
GHB doses (Banerjee et al., 1995; Engberg and Nissbrandt, 1993; Hechler et al., 1997,
Williams et al., 1995). It is noteworthy that in our research a high GHB dose had no
significant effect on sleep macro-structure. This dose (160 mg/kg) may not be sufficient

to activate GABAg receptors (Gauthier et al., 1997; Puigcerver et al., 1996).

The sites through which GHB effects are produced are still unknown. Basically,
such sites could be either where GHB receptors are found and/or where they project.
Given that the main biochemical effect of GHB is to decrease DA release (Roth, 1987),
dopaminergic nuclei or their targets are the most likely candidates to mediate GHB
effects on sleep. Recent results have suggested that low doses of GHB can increase

DA neurons firing activity, or decrease it through depolarization inactivation of VTA cells
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(Tremblay et al., 1998). We propose that a modification of DA input onto cholinergic
REM-on cells could desinhibit REM triggering mechanism. First, there is a host of
pharmacological evidence showing that postsynaptic DA receptor blockade and
presynaptic receptor agonists interfere with REM sleep in the rat (Ongini and Trampus,
1992). Moreover there are more direct evidence to suggest that DA may regulate
cholinergic lateral dorsal tegmentum (LDT) neurons, an area which is part of the REM-
on system (Jones, 1991), via DA-1 receptors (Robertson and Staines, 1994). Second,
there are suggestions that a DA input exists in the LDT. Using DA-specific antibodies,
Maeda et al. (1994) have observed terminal synapses in “the dendritic area" of the
locus coeruleus, on elements with large mitochondria; this could well be cholinergic
LDT elements, although it is not specifically mentioned. Moreover, this DA input does
not necessarily comes from the VTA but it could also originate from the hypothalamus,
particularly the A11 and A13 subgroups (Maeda et al., 1994). Indeed, the possibility that
GHB may act on REM sleep and narcolepsy have already been discussed elsewhere
(Bédard et al., 1989; Lapierre et al., 1990). In situ injections of GHB should bring at

least a partial answer to this question.
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Abstract

Gamma-hydroxybutyrate (GHB) is an endogenous sedative-hypnotic used in the
treatment of human narcolepsy, a sleep disorder characterized by abnormal nocturnal
and diurnal manifestations of Rapid Eye Movement (REM) sleep. The mechanism by
which GHB given at bedtime achieves its therapeutic effects is thought to involve a
facilitation of nocturnal REM sleep. It has been shown that GHB facilitates REM sleep in
various mammals species, including the rat. The present study investigated whether
this effect was stable throughout the circadian period. Rats were injected with GHB (10
mg/kg, i.p.) and saline at three different circadian times: two hours after the light onset
(CT2: 19 rats), eight hours after light onset (CT8: 6 rats), or two hours after lights off
(CT14: 12 rats). Recordings began at injection time and lasted four hours. It was found
that REM sleep latency was shortened by GHB at CT2; other REM sleep parameters,
including duration and number of REM sleep cycles, were not affected. GHB had no
effects on other sleep variables. GHB had no significant effects on sleep at CT8 and
CT14. These results show that the acute effect of GHB on sleep is circadian time-

dependant in the rat and that only REM sleep triggering mechanisms are affected.

Keywords:

Sleep, REM sleep, sleep disorders, circadian rhythm, gamma-hydroxybutyrate
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Introduction

Gamma-hydroxybutyrate (GHB) is an endogenous fatty acid thought to act as a
neurotransmitter in the central nervous system (Maitre, 1997). GHB interferes with
dopaminergic neurotransmission (Roth, 1987) and it is endowed with sedative-hypnotic
properties (Laborit, 1973; Mamelak et al., 1973). Taken at bedtime, GHB is an efficient
treatment for cataplexy, a symptom related to the inappropriate daytime triggering of
REM sleep muscle atonia in narcoleptics patients (Broughton and Mamelak, 1979;
1980); some have also reported the efficiency of GHB against excessive daytime
somnolence (Lammers et al., 1993; Scharf et al., 1985). It has been proposed that the
therapeutic effect of this compound is achieved by consolidating nocturnal REM sleep,
thus decreasing daytime pressure for REM sleep (Broughton and Mamelak, 1979;
Mamelak et al., 1986).

At the present time, GHB has been shown to facilitate REM sleep in humans
(Bédard et al.,, 1989; Broughton and Mamelak, 1980; Lapierre et al,, 1990; Mamelak
et al., 1986), cats (Jouvet et al., 1961; Matsuzaki et al., 1964), and rats (Girodias et al.,
1995; submitted) but not in rabbits (Godbout and Pivik, 1982) nor in dogs (Laborit,
1973). These discrepancies may be attributable to differences in methodology,
including: a) the sleep variables analyzed, b) the doses used, and c) the time of GHB
administration. The first two issues were recently resolved as it was shown that GHB
facilitated REM sleep in the rat by shortening selectively its latency and that only low
doses (10 mg/kg, i.p.) were effective (Girodias et al., 1999; submitted). The present
paper is concerned by the fact that the facilitatory effect of GHB on sleep may also be
dependent upon the spontaneous probability of REM sleep to appear at the moment of
recording. Indeed, it has been shown that GHB only induced REM sleep in the cat when
it was administered at a time close enough to the onset of the next expected REM sleep
period (Delorme et al.,, 1966). Accordingly, GHB was also shown to potentiate REM
sleep in humans more particularly when REM sleep was already facilitated such as in
patients with depression or narcolepsy (Mamelak et al., 1977; Bédard et al., 1989) or in
older subjects upon morning naps (Lapierre et al., 1990). In the rat, REM sleep has a
greater probability to appear in the second half of the main sleep period (Vivaldi et al.,
1994). For these reasons, it is possible that the time of administration may also

determine the potency of GHB to facilitate REM sleep in rats.
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The present research was undertaken to further characterize the effects of GHB
on the electrophysiologically recorded sleep-wake cycle of the rat by controlling some of
the confounding variables present in previous literature, including the circadian time at

which it is administrated.

Methods

Adult male Sprague-Dawley rats (300 g) were implanted with chronic frontal and
parietal EEG, EOG, and nuchal EMG electrodes. Recordings were performed at least
seven days after surgery and at least five days after they were connected to the
recording apparatus. Animals were housed individually with food and water ad libitum.
Lights were turned on at 06:00 for 12 hours. Separate groups of rats were treated with
GHB (10 mg /kg, i.p.) and saline (in random order) at different time of the circadian
period: two hours after light onset (CT2: n = 19), eight hours after light onset (CT8: n =
6) and two hours after lights were turned off (CT14: n = 12).

Recordings started at the time of injection and lasted four hours; at least 48 hours
elapsed between GHB and saline treatments and rats were always kept connected to
the recording apparatus throughout the protocol, using a computer-assisted system

(Eclipse™, Stellate Systems, Montreal, Canada).

Recordings were visually scored on-screen by two judges unaware of the
experimental condition, using 10 s epochs (50 x4V = 75 mm; 1 sec = 3.0cm screen
width). Discrepancies were resolved by mutual agreement. Variables were defined as

follows: Sleep onset latency: time elapsed between the moment of injection and the first

occurrence of any sleep stage. Latency to light Slow Wave Sleep (SWS-1): time

elapsed between sleep onset and the appearance of the first sieep spindle (8-14 Hz,

0.5-1.5 s). Latency to deep Slow Wave Sleep (SWS-2): the time elapsed between sleep

onset and the first epoch containing more than 50% of delta waves (0.5-4.0 Hz).

Latency to REM sleep (REMS): the time elapsed between sleep onset and the first

concomitant occurrence of desynchronized EEG, atonic EMG, and rapid eye

movements. REMS periods: sequence of REMS epochs not interrupted by more than

one minute of another state; REMS efficiency: based on REMS periods, it is the ratio of

REMS time to time in another state, multiplied by 100. Sleep period: interval between
sleep onset and the last epoch of sleep before the end of the recording. Total sleep
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time: the total time spent in any of the sleep stages. Duration of sleep stages is

expressed as a percentage of total sleep time. Waking after sleep onset (WASQ): time

awakened during the sleep period, i.e. following sleep onset. Results are expressed as
means + S.E.M. Results were analyzed for the total recording time and for the first third

of the sleep period. Comparisons were made using independant f-tests.

Results

Results are presented in Table 1. Sleep always started with an epoch of SWS-1.
At CT2, GHB selectively shortened REM sleep latency; this was the circadian time at
which REM sleep latency was the longest upon the saline injection. Total REM sleep
was not affected, although its amount in the first third of the sleep period time was non-
significantly increased by 36.8%; the number of REM sleep periods and REM sleep

efficiency did not vary between saline and GHB.

GHB given at CT8 and CT14 did not shortened REM sleep latency; if anything, it
was rather non-significantly increased by 46.2% and 37.3%, respectively. The number
of REM sleep periods and REM sieep efficiency were not affected whatsoever. No other
effects of GHB on sleep were found at CT8. At CT14, GHB decreased SWS-2 duration
and increased WASO in the first third of the sleep period, close to statistical significancy

(p < .06 and p < .10, respectively).



Table 1:Effects of Gamma-hydroxybutyrate 10 mg/kg, i.p. on sleep at different circadian times

(Mean = S.E.M.).

Saline at CT2

GHB atCT2 |p [SalineatCT8 |GHBatCT8 |p {Saline at CT14 (GHB at CT14 |p
n=12 n=19 n=6 n=6 n=8 n=12
Sleep latency (min.) 271+ TT 22 +3.9 47 282149 2233 .33 452+6.6 87.7 £ 5.5 .39
SWS-2 latency (min.) 236174 16.8 £ 4.6 42 4417 13.2+6.3 21 [7.0+£4.3 10.2+3.7 .58
REMSs latency (min.) 45.4 £ 6.4 27.6 £ 5.5* .04*199+27 29.1+£7.2 .26 25.1+6.3 40.0 £ 8.5 .19
SWS-1 duration (%) 35.6+3.9 38.6 +4.0 61 54.9+4.2 60.1 + 3.6 .38 45.0£6.0 44.2 + 4.5 .91
SWS-2 duration (%) 45.3 £ 3.4 42.4 + 3.8 .61 284129 251+ 3.1 47 [39.7+54 39.5+4.3 .97
REMS duration (%) 19.1+£1.3 19.0 £ 1.1 91 16.7+2.2 148+ 0.8 44 153 +15 16.3+1.1 .56
SWS-1_1T (%) 32.3+3.4 34.0+2.5 67 34115 37.5+3.6 43 345+30 31.6+3.6 57
SWS-2_1T (%) 26.9+ 3.6 30.9+ 3.0 42 [30.7 £ 4.3 349+9.6 71 1521277 34.7+4.8 .06
REMSs_1T (%) 1581238 21.9+2.9 .17 25.8+8.0 33.4+6.9 50 [32.2+5.0 24.7+4.4 .28
Total Sleep Time (min.) [178.7 £6.6 165.8+7.5 .24 162.3+120 [(167.3+6.0 |72 [110.8+4.38 101.8+3.8 |16
REMs periods 11.4+2.0 13.124.8 54 11.4+20 13.1+1.8 54 129+1.2 10.6 £ 1.0 .16
REMs efficiency (%) 71.0£9.6 77.5% £7.2 .58 [71.0+£9.6 775172 58 934115 940+1.9 .82
WASO (min.) 35.9+6.8 52.7 £ 8.0 16 38.2+11.8 |50.1 8.5 44 189.4 £87 104.0+59 |16
WASO_1T (%) 51.1+8.2 40.7 £ 4.5 .23 34.0+£8.9 219+7.2 33 246144 34.0+3.3 10

*p < .05, t-tests versus saline; n: number of rats.
SWS-1: light Slow Wave Sleep; SWS-2: deep Slow Wave Sleep; REMS: REM sleep;
1T. distribution of the amount of a sleep stage during the first third of the total sleep time; WASO: Waking After Sleep Onset.
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Discussion

This report shows that GHB facilitates the triggering of REM sleep in rats only
when a low dose is administered at the beginning of the light period (CT2). This
circumscribed effect in circadian terms may be explained by the fact that CT2, which is
during the main sleep period, bears an increased probability for REM sleep appearance
(Vivaldi et al., 1994). Indeed, this correspond to what was found in cats (Delorme et al.,
1966). On the other hand, despite the fact that REM sleep time is peaking in the second
half of the ma