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mélanomes [9-11] de €. Tartour et al.,
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Malheureusement

m/s n° 10 octobre
2011, page 833
I’utilisation de ces traitements entraine
I’apparition d’effets secondaires pou-
vant étre graves, notamment a la suite
de I’injection d’anti-CTLA-4 (cytotoxic
T-lymphocyte-associated protein 4)
[12]. Il est donc nécessaire d’améliorer
cette balance bénéfice-risque en iden-
tifiant des biomarqueurs d’efficacité et
de toxicité. Nous avons donc également
étudié I'expression de ces récepteurs
de chimiokines sur les lymphocytes T
circulants avant et pendant le trai-
tement par anti-CTLA-4. Nous avons
montré que I"augmentation en périphé-
rie, dans la circulation, des effecteurs
mémoires T CD8* exprimant la glyco-
protéine CLA au cours du traitement,
3 semaines aprés la premiere injec-
tion d’anti-CTLA-4, prédit un contrdle
de la maladie a trois mois, avec des
patients stables et des patients mon-
trant une réponse partielle ou complete
au traitement [5].

Ces résultats permettent d’ouvrir la
voie vers Iétude de I'expression de ces

récepteurs de chimiokines a la surface
des lymphocytes T comme agents dia-
gnostiques dans le mélanome. Par ail-
leurs, I'investigation de I’expression de
ces molécules au cours des nouvelles thé-
rapies ciblées et immunothérapies pour-
raient permettre de guider plus précisé-
ment 'utilisation de ces médicaments
afin d’accroitre les bénéfices tout en
réduisant les risques chez les patients. ¢
Chemokine receptors expression

on T cells: contribution

to diagnosis of melanoma

metastasis dissemination status
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Addiction par stimulation
des neurones dopaminergiques
mésolimbiques

Vincent Pascolil, Jean Terrier?, Christian Lischer™2

Dopamine : nécessaire ou suffisante
pour induire I’addiction ?

Les substances addictives ont en commun
la propriété d’augmenter la concentration
extracellulaire en dopamine (DA) dans le
noyau accumbens (NAc), une structure
cérébrale faisant partie du systeme de la
récompense et jouant un rdle important
pour la motivation et le renforcement de
comportements bénéfiques a la survie.
Les cibles moléculaires des substances
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Ces substances ont donc des modes
différents
d’augmenter la concentration en dopa-
mine : soit par inhibition de sa recap-

d’action permettant

ture, soit par activation directe des
neurones dopaminergiques, soit par
inhibition d’interneurones inhibiteurs
des neurones a DA.

’augmentation de DA est-elle suffi-
sante pour induire les effets molécu-
laires, cellulaires et comportementaux
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Figure 1. Auto-stimula-
tion des neurones dopa-
minergiques, plasticité
synaptique et rechute. Les
neurones dopaminergiques
de I'aire tegmentale ven-
trale (ATV) sont infectés
spécifiquement (virus
adéno-associé [AAV] pos-
sédant un cadre de lecture
ouvert inversé doublement
floxé, flanqué de sites
loxP®, [DIO] contenant la
ChR2 [channelrhodopsin]
fusionnée avec la pro-
téine fluorescente [eyfp,
enhanced yellow fluores-
cent protein] est injecté
dans des souris DAT-Cre)
et expriment I'effecteur

optogénétique permettant
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d’acquisition (une ses-
sion quotidienne pendant
12 jours), les souris sont
maintenues en abstinence
pendant 1 mois. Apres cette
période, une potentialisa-
tion des synapses excita-
trices au niveau des neu-
rones du noyau accumbens
(NAc) associée a un com-
portement de recherche

intense de la stimulation

T
0 10 20
Temps (min)

Désir induit par e contexte

3'0 dopaminergique est obser-

vée. Le comportement se
manifeste par un nombre

d’appuis sur le levier actif

(ampoule verte) important chez les souris DAT-Cre+. D1-MSN : neurone épineux de taille moyenne

exprimant de récepteur D1 de la dopamine ; OFC:

caractérisant I"addiction ? Cette ques-
tion a fait I'objet d’intenses débats
depuis plusieurs décennies. Lutilisa-
tion de souris transgéniques dépour-
vues du transporteur soit de la dopa-
mine, soit de la sérotonine, soit de la
noradrénaline, n'a que partiellement
permis de répondre a cette question
en raison de phénomenes complexes de
compensation. De fagon remarquable,

m/s n®° 8-9, vol. 32, aolit-septembre 2016

cortex orbitofrontal.

I’auto-administration® de cocaine par
la souris est bloquée par la mutation
du site de liaison de la drogue sur le
transporteur de la DA (DAT) [1]. Néan-
moins, la question de la suffisance de

¥ paradigme comportemental permettant de mettre en évi-
dence les phénomenes d’addiction : les animaux sont libres
de réaliser un comportement entrainant la délivrance d’une
drogue ; il est alors possible de mesurer la fréquence de ce
comportement.

la dopamine pour induire 'addiction,
notamment pour toutes les autres dro-
gues ne se liant pas au transporteur
DAT, reste d’actualité. €n agissant spé-
cifiquement sur Iactivité des neurones
dopaminergiques de I'aire tegmentale
ventrale (ATV) grdce a I'utilisation com-
binée de vecteurs viraux, de souris trans-
géniques et d’outils optogénétiques, il
semble enfin possible de réévaluer cette
question de fagon contrdlée.

Pour controler Iactivité des neurones
dopaminergiques, un virus codant une
opsine (channelrhodopsin®, ChR2) de
facon Cre® dépendante est injecté dans
I’ATV de souris exprimant la Cre recom-
binase uniquement dans les neurones
dopaminergiques (souris DAT-Cre).
Ce systéme assure I’expression spé-
cifique de la ChR2 dans les neurones
dopaminergiques. Une fibre optique
dirigée vers I’ATV permet de stimuler
Iopsine et ainsi de contrdler 'activité
des neurones de I’ATV avec une forte
résolution temporelle. Ces souris sont
ensuite placées dans une enceinte de
conditionnement opérant® et appuient
sur un levier pour déclencher la sti-
mulation optogénétique au niveau de
leurs neurones dopaminergiques de la
méme facon qu’elles le feraient pour
recevoir une injection intraveineuse de
cocaine (Figure 1). Chaque stimulation
consiste en une série d’impulsions a
20 Hz pendant 15 secondes, mimant
I’activité phasique des neurones dopa-
minergiques. Aprés quelques sessions
journaliéres, les souris se stimulent de
fagon réguliere, presque deux fois par
minute, discriminent parfaitement un
levier actif d’un levier inactif et s’ac-

4 Une opsine est une protéine sensible a la lumiére. La
channelrhodopsine est un canal ionique activé par la lumiére
bleue. Lorsqu’elle est activée, I"opsine laisse entrer les
ions Na* dans le neurone, et ainsi déclenche un potentiel
d’action.

® Le systeme de recombinaison Cre-lox utilise I’enzyme
recombinase Cre, une tyrosine recombinase issue du bacté-
riophage P1, afin de cibler des séquences loxP (également
issues du bactériophage P1), permettant ainsi d’activer,
réprimer, voire méme échanger, les genes situés entre les
séquences |ox.

¢ Protocole d’apprentissage par association entre un com-
portement et sa conséquence, a savoir un renforcement ou
une punition.
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Figure 2. Auto-stimulation en dépit des
conséquences négatives. Apres 15 sessions
quotidiennes d’auto-stimulation, un choc
électrique de faible intensité, annoncé par
un signal lumineux, est délivré immédia-
tement apres le second appui sur le levier
actif (ampoule verte). Le troisiéme appui
déclenche la stimulation optogénétique
des neurones a DA. Environ 70 % des souris
choisissent de poursuivre le comportement
d’auto-stimulation malgré le désagrément.
Dans le cortex orbitofrontal (OFC) de ces
souris «résistantes », le marqueur d’activité

neuronale (c-Fos) est détecté dans un plus

grand nombre de neurones et le nombre de potentiels d’action évoqués par une faible dépolarisation est supérieur. L'inhibition pharmacogénétique

de I"OFC favorise la résignation lorsque I"auto-stimulation requiert d’endurer un choc électrique.

commodent facilement d’'une augmen-
tation (jusqu’a 250) du nombre d’appuis
nécessaires pour déclencher la stimu-
lation optogénétique. Ce comportement
d’auto-stimulation est atténué de fagon
dose-dépendante par une administra-
tion systémique de cocaine, suggérant
que les mémes circuits sont impliqués. |l
apparait ainsi clairement que la stimu-
lation des neurones a DA permet un ren-
forcement comportemental. Mais est-ce
suffisant pour induire I"addiction ?

Modéle comportemental de transition
vers I’addiction

L'addiction est une maladie qui évo-
lue en suivant plusieurs étapes. Le
diagnostic d’addiction est posé chez
un patient lorsque sa consommation
récréative devient compulsive et per-
siste en dépit de conséquences néga-
tives. Ces stades avancés de la maladie
ne sont observés que chez une fraction
des consommateurs de drogues, y com-
pris pour les drogues les plus addic-
tives. Chez les patients « addicts »,
la consommation, malgré des consé-
quences négatives, réfere typiquement
a des échecs psychologiques ou sociaux,
différés par rapport a la prise de drogue
en elle-méme. Cette prise de drogue
associée a des conséquences négatives
peut étre modélisée chez la souris par un
test de persévération de I’auto-admi-
nistration de cocaine malgré un stimulus

m/s n®° 8-9, vol. 32, aolit-septembre 2016

aversif, généralement un choc électrique
(Figure 2). Comme chez "humain, ce
comportement de persévération n’est
observé que chez un rongeur sur cing
[2], démontrant la pertinence de ce
modele pour ’étude de la transition vers
I’addiction. De fagon similaire a ce qui
est observé avec la cocaine, seule une
fraction des souris résistent au choc
électrique et continuent Iauto-stimu-
lation des neurones a DA. Ceci constitue
une preuve expérimentale qu’une mani-
pulation spécifique visant a augmenter
la concentration extracellulaire de DA
est suffisante pour induire un com-
portement compulsif caractéristique
des stades avancés de I'addiction. Ce
modéle peut étre désormais utilisé pour
étudier les raisons pour lesquelles seuls
certains individus parmi une population
de consommateurs abusifs de drogues
deviennent réellement addicts.

Vulnérabilité individuelle a ’addiction
Les facteurs génétiques de vulnérabi-
lité a I'addiction ont été étudiés mais
le gene de I'addiction n’existe pas.
Des polymorphismes des génes codant
NF-kB (nuclear factor-kappa B) ou du
gene codant le récepteur de la neu-
rotensine’ ont été détectés chez des

T Neuropeptide exprimé dans le systeme digestif et le
systéme nerveux central, la neurotensine peut induire de
multiples effets et réguler la production de dopamine.

patients addicts et représentent des
facteurs de risque [3, 4] (=9).

Une diminution

(=») Voir la Synthese
de N. Ramoz et

P. Gorwood, m/s n° 4
avril 2015, page 432

de I'expression du
récepteur de la
dopamine de type
D2/3® dans le striatum est aussi obser-
vée chez les consommateurs de drogue
[5]. Ceci pourrait expliquer des traits
de caractere tels que I'impulsivité ou
la susceptibilité au stress qui sont éga-
lement associés @ une augmentation
de vulnérabilité a 'addiction [6, 7].
Les rongeurs utilisés en laboratoire ont
une faible variabilité génétique mais ils
ne présentent cependant pas la méme
vulnérabilité a I’addiction, suggérant
I’influence de parameétres autres que
génétiques dans cette vulnérabilité.
Chez "homme, de nombreux facteurs
environnementaux liés aux conditions
socio-économiques, aux conditions psy-
chologiques/psychiatriques ou aux fac-
teurs de stress influencent I'initiation et
la transition vers des stades avancés de
consommation de drogues [8] (=).

La fréquence de
consommation

(=») Voir la série
Addictions, m/s n° 4,
avril 2015 a m/s

n° 10, octobre 2015

pourrait égale-
ment jouer un réle

déclencheur dans cette transition. Dans

8 Les récepteurs de la dopamine sont couplés a des protéines
G et sont sous-divisé en 5 classes : la famille D1 incluant D1
et D5, et la famille D2 incluant D2, D3 et D4.



notre étude, les souris résistantes a la
punition pour obtenir la stimulation
dopaminergique avaient développé, au
cours de leur exposition initiale, une
fagon de se stimuler légerement plus
rapide et plus impulsive. Ces observa-
tions suggerent que la transition vers
Iaddiction pourrait €tre influencée
directement par le développement d’ha-
bitudes de consommation.

Plasticité neuronale associée

a ’addiction

Il a été démontré que la plasticité
des synapses induite par la cocaine,
en particulier au niveau du noyau
accumbens (NAc), participait a I'ex-
pression d’altérations comporte-
mentales chez la souris telles que la
sensibilisation locomotrice’, les phé-
nomenes de désirs irrépressibles de
consommer ou encore de rechute asso-
ciée au contexte apres une période
d’abstinence forcée [9, 10]. Comme
pour la cocaine, I"auto-stimulation des
neurones a DA provoque une potentia-
lisation des synapses excitatrices des
neurones épineux du NAc, exprimant le
récepteur de la dopamine de type DI.
Ceci constitue une preuve cellulaire
que Iexcés de dopamine est suffisant
pour induire la plasticité synaptique
associée a la recherche compulsive de
drogue. Il a ainsi été proposé que la
plasticité synaptique observée dans le
NAc, induite par les drogues ou par la
stimulation optogénétique des neu-
rones a DA, participe au détournement
du fonctionnement physiologique du
systeme de récompense pour conduire a
I’addiction. Certaines formes de plasti-
cité synaptique, comme une altération
de la capacité d’induction de dépres-
sion synaptique!®, ont été observées
dans le NAc de souris classifiées comme
addict [11]. Cependant, dans une vaste
majorité des études, des altérations

9 Augmentation progressive de la réponse locomotrice lors
d’administrations répétées d’une méme dose de psychos-
timulant.
10 Diminution de I"amplitude du signal transmis entre deux
neurones.
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synaptiques dans le NAc sont enregis-
trées dans toutes les souris exposées
a la cocaine, y compris lors d’admi-
nistrations aigués faites par I'expéri-
mentateur [12]. Il n’est pas clairement
établi que le substrat cellulaire de la
transition vers les stades avancés de
I’addiction réside dans le NAc.

Consommation compulsive :

réle du cortex orbitofrontal

De nouvelles pistes pour identifier le
substrat cellulaire et les circuits impli-
qués dans la transition vers I’addiction
ont été dévoilées en utilisant le modele
murin précédemment décrit (c’est-
a-dire le modéle d’auto-stimulation
optogénétique des neurones a DA
jusqu’a 'observation de la persévération
ou de la renonciation a s’auto-stimuler
en présence d’un stimulus aversif). €n
effet, des différences d’activité neuro-
nale ont été détectées entre les souris
résistantes et les souris sensibles a la
punition. Des mesures électrophysiolo-
giques et des marquages immunohisto-
chimiques réalisés dans une quinzaine
de structures cérébrales d’intérét, ont
indiqué une corrélation entre I'acti-
vité neuronale du cortex orbitofrontal
(OFC) et le comportement compulsif.
Des contrdles appropriés ont prouvé que
ces changements n’étaient pas directe-
ment liés a la punition mais plutdt au
choix réalisé par I'individu. Confirmant
ces observations, I'inhibition optogéné-
tique de I’OFC lors des sessions d’auto-
stimulation avec punition réduit signi-
ficativement la proportion d’individus
compulsifs par rapport a des sessions
sans inhibition de ’OFC'! (Figure 2). Ces
résultats confirment que I’activité neu-
ronale dans I’OFC contribue a la transi-
tion vers une consommation compulsive
en dépit des conséquences négatives,
donc dans le développement de I'ad-
diction [13, 14]. Toutefois, de futures
recherches devront déterminer si ces

11 Cette étude a été réalisée chez des souris exprimant le
récepteur modifié DREADD (designer receptors exclusively
activated by designer drugs) sensible au ligand CNO (cloza-
pine-nitric oxide).

différences individuelles d’activité neu-
ronale corticale sont innées ou acquises,
et le cas échéant, comment les drogues
induisent cette forme de plasticité uni-
quement chez certains consommateurs.

Conclusions et perspectives

€n démontrant que la dopamine est suf-
fisante pour induire les effets cellulaires
et comportementaux caractéristiques
de I'addiction chez la souris, un modeéle
d’étude simplifié a été proposé. Il a
permis d’identifier le role de I'OFC dans
la transition vers I"addiction. Cependant
les mécanismes moléculaires et cellu-
laires d’induction et d’expression du
changement d’activité neuronale dans
I’OFC restent a découvrir. Cette ligne de
recherche est cruciale dans I'optique de
proposer des cibles thérapeutiques de
facon rationnelle. ¢

Mesolimbic dopamine neuron
stimulation is sufficient for the
progression to addiction
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Coronavirus respiratoires
humains neurotropes

Une relation ambigué entre neurovirulence

et clivage protéique

Pierre J. Talbot, Marc Desforges, Mathieu Dubé, Alain Le Coupanec

> Le systeme nerveux central (SNC) est
un systeme biologique complexe respon-
sable de la coordination des interactions
avec I’environnement extérieur et de la
communication rapide entre les diffé-
rentes parties du corps afin d’assurer
le maintien de I’homéostasie. Bien qu’il
soit tres bien protégé par divers méca-
nismes, le SNC n’est toutefois pas a I’abri
d’infections microbiennes (aigués ou
persistantes), en particulier d’origine
virale. Les virus qui atteignent le SNC
vont pouvoir infecter diverses cellules et
participer au développement ou a I’exa-
cerbation de maladies neurologiques.
Les coronavirus humains (HCoV) font
partie de ces virus.

Les coronavirus : pathogénes
respiratoires opportunistes

Parmi les divers virus respiratoires,
les HCoV sont ubiquitaires et circulent
constamment dans différentes régions du
monde. Aujourd’hui, quatre souches dif-
férentes ont été identifiées : HCoV-0C43,
HCoV-229€, HCoV-NL63 et HCoV-HKUL.
Ces virus sont des pathogénes des voies
respiratoires supérieures associés au
développement de rhinites, de laryngites
et d’otites. Dans certaines situations,
ces virus adoptent un comportement
opportuniste et peuvent infecter les voies
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respiratoires inférieures. Ils causent alors
des bronchites, des bronchiolites ou des
pneumopathies diverses, incluant I'exa-
cerbation d’asthme et la pneumonie,
principalement chez les nouveau-nés, les
jeunes enfants, les personnes dgées et
les individus immunodéprimés [1]. Deux
autres coronavirus émergents peuvent
aussi infecter "humain et causer des syn-
dromes de détresse respiratoire graves :
le SARS-CoV, agent étiologique du syn-
drome respiratoire aigu sévére (SRAS)
ayant causé la premiere épidémie du XXI¢
siecle en 2002-2003 [2] (=) et le MERS-
CoV (Middle East
respiratory syn-
drome), découvert

(=) Voir la Perspective
de I. Tratner, m/s

n° 8-9, aoit-
septembre 2003,

page 885

en septembre 2012
dans la péninsule
arabique [3].

Des virus respiratoires neuro-

invasifs et neurotropes a potentiel
neurovirulent

Les HCoV ne sont pas confinés qu’aux
voies respiratoires. Ils peuvent atteindre
le SNC [4] possiblement via des nerfs
connectant les voies respiratoires a
I’encéphale, comme le nerf olfactif.
En effet, suite a une infection par la
voie intranasale, nous avons pu mettre
en évidence, en utilisant un modele

murin, que la souche HCoV-0C43 atteint
I’encéphale ol il se dissémine, d’abord
au niveau du bulbe olfactif puis dans
plusieurs régions du cerveau et de la
moelle épiniere [5] (Figure 1). 'asso-
ciation directe entre les HCoV et les
neuropathologies n’est pas établie a
grande échelle. Mais le potentiel neuro-
invasif de HCoV-0C43, I'une des souches
les plus prévalentes, étant a I'origine
du tiers des infections des voies res-
piratoires supérieures, a été souligné
par de récents cas d’encéphalites [6].
Les capacités neuro-invasives natu-
relles des HCoV ont été confirmées, sans
doute possible, par la détection dans
les cerveaux humains de I’ARN viral des
souches HCoV-0C43 (de facon plus signi-
ficative chez les personnes atteintes
de sclérose en plaques comparées aux
témoins) et HCoV-229€, et de I’ARN du
virus infectieux du SARS-CoV [7, 8].

La glycoprotéine S : un facteur de
neurovirulence

La glycoprotéine virale S (spike), I’un
des acteurs principaux de Ientrée des
coronavirus, est un facteur important
de neurovirulence de ces virus, en par-
ticulier pour HCoV-0C43 [3, 9]. Il est
donc plausible que des mutations dans
certains domaines importants de cette
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