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Lexique
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potentialisation)

Test de reconnaissance d’'objet (object recognition
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| INTRODUCTION



nombreux tests précliniques, définis dans des lignes directrices. Ainsi, I'évaluation standard de

la sécurité d’un nouveau médicament comprend des études de génotoxicité, de toxicité aigué et
de tolérance locale, suivies de celles de pharmacologie de sécurité et de pharmaco-toxicocinétique, et
enfin des études de toxicité subchronique et chronique, de reprotoxicité et de cancérogenése.

A u cours du développement des médicaments, les nouvelles molécules sont soumises a de

Ces lignes directrices sont en évolution constante, afin de prendre en compte les nouvelles
découvertes de pharmacovigilance ou les tendances sociétales. Ainsi, 'un des derniers textes entrés
en vigueur en mars 2006 est la ligne directrice du CHMP (Committee For Human Medicinal Products) :
« Guideline on the non-clinical investigation of the dependence potential of medicinal product » 9. Elle
définit les études de recherche d’un potentiel addictif qui doivent étre réalisées pour toute nouvelle
molécule active sur le systeme nerveux central ou pour toute molécule dont les métabolites sont
susceptibles d’avoir une action sur le systeme nerveux central.

Une substance active possédant un potentiel de dépendance peut entrainer un syndrome de

dépendance, qui a été défini par 'OMS dans I'lCD-10 (International Statistical Classification of

Diseases and Related Health Problems, Tenth Revision, 2" edition) comme un ensemble de

phénoménes comportementaux, cognitifs, et physiologiques qui se développent aprés usage répété

d’une substance (%4, tels :

. La perte de controle sur la consommation (fort désir de reprendre la drogue, difficultés a controler
son usage, persistance malgré des conséquences graves pour la santé, grande priorité pour
l'usage de la drogue plutot que pour les autres activités et obligations),

. L’adaptation de I'organisme (augmentation de la tolérance, état de sevrage physique).

Le potentiel addictif d'un médicament peut étre évalué en plusieurs étapes, avec tout d'abord la
pharmacologie in vitro (études des liaisons aux récepteurs, effet agoniste antagoniste) puis la
pharmacologie in vivo (microdialyse, activité locomotrice, antinociception).

Le choix ou l'obligation de pratiquer des études spécifiques sera décidé en fonction des résultats
obtenus au cours du développement. Notamment, il ne sera pas nécessaire d'effectuer des études
d'évaluation du potentiel de dépendance si celui-ci apparait évident d'aprés les études
pharmacologiques (agoniste  complet par exemple) ou si les trois conditions suivantes sont réunies:

. Aucune interaction avec les cibles moléculaires considérées comme responsables de I'activité de
dépendance n'est observée aux concentrations significatives ou quand cette interaction est
observée, elle n'implique pas d’effets fonctionnels,

. Les investigations in vivo ne mettent pas en évidence de potentiel addictif,

. La substance active n’a pas un mécanisme d’action « nouveau ».

Si par contre, le potentiel de dépendance ne peut pas étre formellement écarté, il faudra I'évaluer dans
des études comportementales spécifiques. Plusieurs aspects de la dépendance sont alors évalués et
plusieurs types d’études sont réalisées.

. L’évaluation du syndrome de sevrage et utilisation des données de tolérance,

. L’évaluation des effets de renforcement de la substance active,

. Les études de discrimination.



La ligne directrice mentionne pour ces études quelques spécificités a prendre en compte. L’accent est
mis sur le choix des doses a évaluer, qui différe des habitudes des autres études précliniques, puisque
deux doses peuvent s’avérer suffisantes:

. Une trés faible dose a laquelle aucun effet comportemental n’est observé,

. Une dose trés élevée (plusieurs fois la dose thérapeutique attendue chez 'homme), qui doit
également étre supérieure a la dose maximale tolérée dans I'espéce animale choisie (en tenant
compte du bien-étre de I'animal et des interférences possibles avec l'interprétation des résultats).

Dans ces études, il est clairement fait mention de I'utilisation de témoins positifs et négatifs.

Ces études d'évaluation du potentiel de dépendance sont généralement effectuées en paralléle
d’autres études comportementales, telles que 'évaluation de la mémoire, de 'activité locomotrice, de la
motivation, de fagon a potentialiser les résultats observés. Lors du développement du médicament, ces
tests sont réalisés pendant les études de Pharmacologie de Sécurité (174),
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Figure 1: Arbre décisionnel de I'évaluation préclinique du potentiel de dépendance
d’'une substance active sur le SNC.

L'objectif de cette thése est de considérer d’'un point de vue bibliographique différents tests
comportementaux destinés a évaluer la dépendance et la mémoire chez l'animal, tel que le
recommande la ligne directrice du CHMP (9. Nous détaillerons successivement le principe, le
déroulement et les paramétres fondamentaux de différents tests, puis leurs avantages et inconvénients
respectifs.






I LADEPENDANCE



La toxicomanie regroupe les notions de dépendance psychologique, de dépendance physique et de
tolérance. Les deux phénomenes de la tolérance et de la dépendance physique se développent trés
souvent en paralléle ; en revanche, ils sont relativement disjoints de la dépendance psychologique.

Les animaux sont sujets aux mémes phénomeénes de dépendance que 'humain. La dépendance chez
I'animal peut étre modélisée et évaluée et le modele animal s’avére trés utile pour prévoir le potentiel
de dépendance de substances.

Certaines composantes de la dépendance psychologique sont approchées par les tests dérivant des
techniques de conditionnement, alors que la dépendance physique peut étre approchée par
I'évaluation du syndrome de sevrage.

Les différents modéles expérimentaux permettent ainsi de cerner le profil de dépendance des
substances testées. Par contre, ces études ne sauraient étre raisonnablement séparées de l'analyse
des facteurs environnementaux, affectifs et psychologiques qui poussent l'individu a consommer des
drogues (578),

I.1 Le renforcement
11.1.1 Les deux types de conditionnement et les tests associés

Le conditionnement est une forme d’'apprentissage par association. Deux principaux types de
conditionnement peuvent étre définis : le conditionnement de Pavlov (type 1) et le conditionnement de
Skinner (type Il). Dans le premier cas le stimulus conditionnant est un évenement extérieur; dans le
second il s'agit d'une action de I'animal lui-méme. Ces deux conditionnements présentent les mémes
caractéristiques (57).

. Les effets du conditionnement sont acquis, individuels et temporaires.

. lls s'atténuent et disparaissent s'ils ne sont pas entretenus (extinction).
. La réponse attendue est stéréotypée (involontaire, prévisible, reproductible).
. lls nécessitent la création d'une nouvelle liaison nerveuse fonctionnelle entre organes récepteurs

et effecteurs intervenant dans la réponse conditionnée.

Toute réaction conditionnée installée chez un sujet peut disparaitre (phénomeéne d’extinction) et
réapparaitre (phénomene de réinstallation) (figure 2).
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Figure 2 : Conditionnement et extinction (S9).




Pour rendre compte de la force d'une réaction conditionnelle, trois paramétres sont a considérer :

. La fréquence : Aprés un certain nombre de présentations du stimulus neutre et du stimulus
inconditionnel apparait le stimulus conditionnel,

. L'amplitude : Paramétre qui rend compte de la quantité de réponses. L'amplitude s'accroit en
fonction du nombre de renforcements jusqu'a devenir stable,

. La latence : Délai entre la présentation du stimulus conditionnel et la réaction conditionnelle. La
latence diminue en fonction du nombre de renforcements.

Il est alors possible d'utiliser cette réaction conditionnée pour I'évaluation des fonctions cognitives par
exemple I'apprentissage ou la mémoire court terme.



a. Conditionnement de type |

Le conditionnement de type |, appelé aussi classique, physiologique, répondant ou de Pavlov, a été
rendu célebre par les expériences sur des chiens d'un physiologiste russe, Yvan Paviov (1849-1936).

Il consiste en l'association en contingence de deux stimuli. Par le couplage d'un stimulus neutre (SN)
n'ayant au départ aucune propriété particuliére de conditionnement et d'un stimulus inconditionnel (SI)
qui déclenche de fagon physiologique une réponse inconditionnelle (RI), le stimulus neutre arrivera a
provoquer, par sa présence seule, la réponse de départ (alors nommée réponse conditionnelle RC). A
cette étape, le stimulus neutre se nommera stimulus conditionnel (SC).

Le conditionnement de type | peut donc se décomposer en trois phases (figure 3): les exemples utilisés

correspondent a ceux de I'expérience de Pavlov (737, 138, S11) ;

. Avant conditionnement : le stimulus inconditionnel (apport de nourriture) entraine une réponse
inconditionnelle (augmentation de la salivation) alors qu’un stimulus neutre (son d’'une clochette)
n’entraine aucune réaction.

. Conditionnement : le stimulus inconditionnel est associé au stimulus neutre (son de la clochette)
qui devient alors stimulus conditionnel.

. Aprés conditionnement : Le stimulus conditionnel seul (son de la clochette) entraine la réponse
conditionnée (salivation).
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Figure 3 : Principe du conditionnement pavlovien, exemple de I'expérience de
Pavlov. Avant conditionnement, le son de la clochette n'entraine aucune

salivation. Apres conditionnement, le chien salive au seul son de la clochette
(S11),




Plusieurs conditions doivent étre réunies pour permettre ['établissement d’un conditionnement
pavlovien :

le stimulus conditionnel (le son) doit étre neutre et nouveau (pour ne pas déja étre associé a un
autre stimulus).

le stimulus conditionnel doit servir de signal et doit créer une réaction d'alerte.

le stimulus conditionnel doit précéder ou accompagner (mais en aucun cas suivre) le stimulus
inconditionné (nourriture).

Il faut faire également attention a ce que d'autres stimuli (ex : inhérents au manipulateur lui-
méme) ne servent pas involontairement de stimulus conditionné.

Sur la base de ce type de conditionnement, plusieurs tests ont été développés et sont maintenant
utilisés dans I'évaluation du potentiel de conditionnement :

Test de préférence de place : L'animal est conditionné a associer I'administration de la substance
(SI) @ un premier environnement (neutre) et I'administration du véhicule (SI) a un second
environnement (neutre). Chaque compartiment différe par les couleurs et motifs des parois, la
texture des sols, les odeurs... L’animal est ensuite testé pour déterminer sa préférence de place
(RC). Il choisira I'environnement selon I'effet appétitif ou aversif de la substance testée.

Test d’'aversion gustative/olfactive conditionnée : Dans ce test d’évaluation de la mémoire,
I'animal associe une sensation désagréable (SI) (malaise digestif d0 a du LiCl ou léger choc
électrique) a un comportement (SC) (consommation d’eau sucrée par exemple). Dans ce test
d’évaluation des fonctions mnésiques, I'animal va spontanément diminuer sa consommation
d’eau sucrée. L'administration d’'une substance amnésiante va abolir cette diminution.

Test de tolérance conditionnée : Il s’agit de la diminution de leffet d’'un produit aprés
administration répétée en présence d'un stimulus. Par exemple, l'installation d’une tolérance de
la morphine chez le rat est plus rapide si les injections de morphine et les tests d’analgésie sont
réalisés dans un seul et unique environnement (S76),

D’autres méthodes deérivant du conditionnement de Pavlov sont utilisées, telles que le syndrome
de sevrage conditionné, la sensibilisation conditionnée, la réponse émotionnelle conditionnée...



b. Conditionnement de type Il

Le conditionnement de type II, appelé aussi opérant, instrumental ou de Skinner est un concept élaboré
par I'américain B.F. Skinner (1904-1990) en 1938 (768) et est issu de I'apprentissage par essais et
erreurs de Thorndike (1874-1949).

Thorndike a réalisé ses expériences sur “des boites a problémes”, dans lesquelles un chat mis a jeun
est placé dans une cage avec de la nourriture disposée a I'extérieur (57. 578, Le chat a acces a la
nourriture s'il manceuvre correctement le loquet de la porte. Placé dans cette situation I'animal
manifeste des comportements divers dits exploratoires puis, par hasard, il manceuvre le loquet ce qui
lui donne acces a la nourriture (figure 4).

Au cours d’essais successifs, on constate que le temps mis par I'animal pour sortir diminue

régulierement. La courbe d’acquisition ainsi obtenue démontre qu’un comportement efficace s’acquiert
progressivement, par essais et erreurs, lorsqu'il est recompenseé par ses conséquences.

Thorndike en tire notamment la loi de I'effet et la loi de I'exercice :

« les réponses a une situation qui sont suivies par une récompense seront conservées »

« Le renforcement des connexions entre une situation (la cage dans laquelle se trouve I'animal) et la
réponse (la manipulation adéquate du loquet) conduit a une augmentation de la fréquence d'apparition
de la réponse correcte ».

Temps en seconde

100

0 5 10 15 20 Essais successifs
Figure 4: Temps pour sortir de la boite de
Thorndike. Le temps mis par I'animal diminue au fur
et @ mesure des essais successifs (57,

Skinner se repose sur les travaux de Thorndike pour développer le conditionnement opérant. Le
conditionnement de type Il est un processus de modification du comportement résultant de I'association
d'un comportement et d'un stimulus.

Dans le conditionnement de type Il, 'animal se conditionne lui-méme par association entre stimuli et
réponses. Les stimuli peuvent correspondre a des renforcements positifs, des renforcements négatifs,
des punitions positives ou des punitions négatives.

Les conséquences du comportement de I'animal auront un effet sur la probabilité que ce comportement
se reproduise ou non. Ce conditionnement vise donc a contréler un comportement (réponse) en le
faisant suivre de fagon systématique par un renforcement.
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Ici également, les principes exposés ont conduit & la mise en place de tests dérivant du
conditionnement de type Il :

. Auto-administration : Skinner, en 1968 (769, a développé une méthode d'évaluation de
I'apprentissage qui consistait en une cage comportant un levier susceptible de délivrer lors d’une
pression, de la nourriture & I'animal. Celui-ci appuie d’abord de fagon fortuite sur le levier, mais
trés vite il découvre que des pressions répétées entrainent systématiquement la délivrance de
nourriture, qui constitue une récompense, un renforcement positif. Aujourd’hui, ['auto-
administration parentérale est une méthode de référence pour I'évaluation du potentiel de
dépendance des substances actives. Elle consiste en I'implantation chez 'animal d’un cathéter
intracardiaque ou intraveineux qui lui permet lors de pressions sur un levier de s'injecter des
doses de la substance a tester (197),

. Discrimination de substances : La méthode de discrimination implique un entrainement de
I'animal a effectuer une réponse différente lors de I'administration de différentes substances.
L’animal est par exemple conditionné a associer la pression du levier gauche avec
I'administration d’'une substance présentant des propriétés de renforcement et le levier droit avec
I'administration du véhicule. Le test d’une nouvelle substance entrainera une réponse différente
selon la nature du pré-traitement. Elle permet de différencier et/ou de quantifier les effets des
substances.

c. Différences entre ces types de conditionnement

Les auteurs ont des avis tres partagés sur ce sujet. Certains, comme Richelle, écrivent que «la
distinction entre les deux types [de conditionnement] n’existe pas au niveau des mécanismes, elle ne
se justifie qu’au niveau des procédures. Elle n'existe pas dans le comportement du sujet, elle n’existe
que dans celui de I'expérimentateur » (150,

D’autres sont plus mitigés et mettent en évidence une distinction entre conditionnement de type | et
conditionnement de type |I.

Dans le conditionnement de type |, la présentation du stimulus inconditionnel, qui permet de renforcer
la réponse, dépend de I'expérimentateur, alors qu'elle dépend de la réponse du sujet dans le
conditionnement de type Il.

La plupart des substances inductrices de dépendance (excepté le LSD et le delta-9-
tetrahydrocannabinol) sont des renforgateurs de comportement. L'effet induit par la drogue peut donc
étre conditionné (stimulus inconditionnel) selon le modéle de Pavlov ou de Skinner (137, 136, 168),

11



11.1.2 Préférence de place conditionnée

La technique de préférence de place conditionnée évalue I'apprentissage associatif engendré par la

prise d’'une substance.

a. Principe du test

La technique peut se décomposer en trois phases :
. Le préconditionnement, qui a pour but I'évaluation de la préférence de base des animaux pour

les deux environnements.

. Le conditionnement, pendant lequel I'animal est traité et est placé dans le compartiment associé

au traitement.

. La phase de test, qui détermine la préférence de place de I'animal aprés conditionnement. Dans
le cas d’une substance a effet renforgant, le temps passé dans le compartiment associé a la
drogue est significativement augmenté par rapport au temps passé dans le compartiment

associé au véhicule (figures 5 et 6).
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Figure 5: Effet de la morphine sur le

développement de la préférence de place
conditionnée chez le rat. Aprés administration de
la morphine par voie intrapéritonéale aux doses
de 1, 2, 4, 10 mg/kg 5 min avant conditionnement
(n=14-16), le temps passé dans le compartiment
associé a la  morphine  augmente
significativement en fonction de la dose.
(*P<0,05 ; **P<0,01) (1)
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Figure 6: Effet de la nalbuphine sur le
développement de la préférence de place induite
par la morphine. La préférence de place des
animaux a été évaluée aux jours 1, 8 et 13 aprés
traitement au véhicule, a la nalbuphine, a la
morphine ou a une combinaison de morphine et
de nalbuphine. La combinaison
morphine/nalbuphine inhibe la préférence de
place induite par le traitement a la morphine
seule. (**P<0,01 ; n>8) (176),

Lors d’un test de préférence de place conditionnée sont mesureés:

. les temps passés dans chacun des compartiments, paramétre indiquant la préférence de place

des animaux,

. le nombre d’entrés et sorties dans les compartiments,
. et I'activité locomotrice (dont les modifications peuvent biaiser I'interprétation).
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b. Réalisation du test
Il existe deux types de préférence de place selon la préférence de base de I'animal (28. 36. 729) (figure 7).

Si les deux compartiments sont de méme « attractivité », la méthode est dite « balancée » et les
animaux peuvent étre « contre-balancés » dans I'un ou l'autre des compartiments (c'est-a-dire la
premiere moitié des animaux associera I'administration de la substance au compartiment A et l'autre
moitié des animaux associera I'administration de la substance au compartiment B).

Si les deux compartiments n'ont pas la méme « attractivité intrinseéque » et que les animaux ont une
préférence de base marquée pour I'un des deux compartiments, il s’agit d’associer le compartiment le
moins appétant a la substance active et d’analyser enfin la différence de temps passés dans ce
compartiment avant et aprés conditionnement. La méthode est alors dite « non-balancée ». Il faut dans
ce cas prouver que I'augmentation du temps passé dans le compartiment associé a 'administration de
substance active (c'est-a-dire le moins appétant) est significative par rapport a 'augmentation de temps
passé dans ce méme compartiment chez les animaux contréle.

La sensibilité des deux méthodes n’est pas identique selon les molécules testées; par exemple, les
aversions conditionnées dues a I'administration de la naloxone ne sont généralement pas mises en
évidence par la méthode non-balancée (29,
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Figure 7 : Cage de préférence de place avec motifs
muraux et sols texturés.

c. Parametres

De nombreuses publications ou méta-analyses ont été réalisées. Ici est présentée une synthese de ces
articles (13 28, 35, 58, 179, 180)

Plusieurs souches de rats peuvent étre utilisées mais aucune différence n’est significative n’est notée
dans les réponses a ce test. Les deux sexes peuvent étre utilisés invariablement (28),

La morphine est la molécule la plus citée dans ce type de test, car son pouvoir addictif est reconnu et
qu’une large gamme de doses peut étre utilisé (%6 724 139, 149 D’autres molécules induisent des
réponses positives en préférence de place : héroine (28, nicotine (19 23 67 76, 111)  cocaine (23 37),
amphétamine (3. 78, clonidine (162, diazépam (173

De nombreux paramétres doivent étre pris en compte lors de la mise au point du test. Chacun de ces
paramétres peut faire varier la réponse issue du conditionnement (28 36, 129, 179),
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Le nombre de préconditionnements : Le stimulus neutre (présentation de I'environnement visuel
et tactile) doit répondre a différents impératifs pour permettre I'établissement du conditionnement,
notamment étre nouveau. Le nombre de phases de préconditionnement doit donc étre limité pour
éviter d’en faire un stimulus conditionnel déja associé pour I'animal a une période de tests. La
plupart des auteurs considérent qu'une seule session de préconditionnement est nécessaire a
I'animal. Celle-ci a pour but de déterminer la préférence de base que I'animal a pour les
compartiments, ainsi que son activité locomotrice.

La durée de préconditionnement : Elle doit étre aussi importante que la durée de test, ainsi les
résultats peuvent-ils étre comparés temps a temps. Elle n’excéde pas la durée de
conditionnement.

Le nombre de conditionnements : La force du conditionnement dépend du nombre d’associations
entre la substance a tester (morphine) et I'environnement visuel et tactile. Il est le plus souvent
fait mention de trois ou quatre sessions de conditionnement a la substance. Selon M.A.
Bozarth (28, qui a réalisé une étude paramétrique de la préférence de place, «les sujets
conditionnés pendant trois essais semblent montrer une préférence de place supérieure a ceux
conditionnés une seule fois». De la méme fagon, «une augmentation du nombre de
conditionnements - supérieur a trois - n'a que peu d’effets sur la préférence de place » (figure 8).

300

g

b

T 7 -
il Wil

one-trial theee-trial Ten-Trial

o

MEAN ($SEM) SECONDS CHANGE

g

NUMBER OF CONDITIONING TRIALS

Figure 8: Effet du nombre dessais de
conditionnement sur la force de la préférence de
place conditionnée. La figure présente les moyennes
(+SEM) des différences de temps passés dans les
compartiments avant et aprés conditionnement
(barres rayées : conditionnement a I'néroine ; barres
vides : conditionnement au véhicule) (28).

Le temps de conditionnement : Celui-ci dépendra des caractéristiques pharmacocinétiques et
pharmacodynamiques de la substance a tester ainsi que de la voie d’administration et de la
forme galénique. La plupart des articles font état de temps de conditionnement entre 15 et 30
minutes. Seuls quelques-uns utilisent des temps plus longs et les résultats ne sont pas forcément
meilleurs. Dans son étude paramétrique utilisant de I'héroine par voie intraveineuse (28, M.A.
Bozarth a testé les temps 10, 30 et 100 minutes, et a remarqué qu’'une réponse maximale était
observée pour une durée de conditionnement de 30 minutes. Une durée trop importante de
conditionnement peut engendrer la création d’'un sentiment de répulsion pour I'environnement et
donc diminuer la force de I'association (figure 9).
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Figure 9: Influence de la durée des essais de
conditionnement sur la force de la réponse.

La figure présente les moyennes (+tESM) des différences
de temps passes dans les compartiments avant et aprés
conditionnement (barres rayées: conditionnement a
I'héroine, barres vides : conditionnement au véhicule) (28),

Le type de conditionnement : Les protocoles de conditionnement rencontrés lors de la recherche
bibliographique peuvent en général étre classés en deux types principaux. En effet, les sessions
de conditionnement avec la substance puis avec le véhicule peuvent se dérouler soit dans la
méme journée (conditionnement matin puis aprés midi) soit sur trois jours. Les deux types de
conditionnement sont trés employés mais la pharmacocinétique et la pharmacodynamie des
molécules a tester sont des facteurs primordiaux dans le choix du protocole.

Temps de test : Celui-ci n’excéde pas la durée de conditionnement. M.A. Bozarth a analysé la
préférence de place des animaux minute par minute pendant 15 minutes au total et observe que
« la réponse des animaux est significative pendant les 10 premiéres minutes » (28, Cependant la
plupart des auteurs utilisent des durées de test supérieures a 10 minutes (figure 10).

50|-
40 F

30

MEAN (*SEM) SECONDS ON MONPREFERRED SIDE

MINUTES OF TESTING

Figure 10 : Changement de préférence de place pendant
une période de 15 minutes. Chaque point représente la
moyenne (+ESM) de temps passé du coté le moins
appétant. Les cercles représentent les rats conditionnés
a [I'héroine et les carrés représentent les rats
conditionnés au véhicule. Un changement dans la
préférence de place des animaux est noté a partir du
temps 10min (28),
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d. Avantages
La technique de préférence de place présente plusieurs avantages :
. Le rat est testé sans drogue, ce qui évite les biais dus aux effets de la drogue sur la mémoire, sur
I'activité locomotrice, ou sur la perception de I'animal de son environnement (28 780),

. La technique est non invasive, contrairement a la technique d’auto-administration, et provoque
un moindre stress a I'animal (28. 35, 96, 141, 160),

. La technique permet de caractériser a la fois les effets renforgants et les effets aversifs (28 39),

. L’activité locomotrice peut étre quantifiée simultanément par enregistrement du parcours de
I'animal dans la cage de préférence de place.

. Une courbe dose-réponse peut étre obtenue (28 39, permettant la mise en évidence d'un effet
seuil.

. Elle permet de caractériser les propriétés d'associations des drogues (26, 35. 58),

. Elle permet aussi dans certaines conditions d'apprécier I'aspect modulateur que peuvent avoir

certaines substances pharmacologiques (6. 129. 146, 209) oy certaines conditions expérimentales (7.
174).

. La réponse est prédictive du comportement humain. Le méme principe peut étre réalisé sur
'homme (58),
e. Inconvénients

. Compte tenu d’'une variabilité plus importante, le nombre d’animaux a tester plus important que
pour les techniques d’auto-administration.

. Des effets de la substance sur la mémoire ou sur I'activité locomotrice peuvent entrainer un biais
important dans les résultats.

. Un comportement d’exploration trés important peut diminuer la sensibilité du test.

. Les contrbles doivent étre bien établis avant le conditionnement car |'animal peut présenter une
préférence spontanée pour 'un des deux contextes.
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[1.1.3 Auto-administration

Dans I'évaluation du potentiel de dépendance, les techniques d’auto-administration sont les plus
couramment utilisées car elles mettent en évidence le comportement spontané de consommation de la
substance.

Ces techniques voient le jour dans les années 1960 (177. 189, 190) grace au développement des cathéters
intraveineux permettant une administration chronique (733 202),

En 1962, Weeks (189 réalise la premiere expérience d’auto-administration chez le rat. Sa méthode fut
alors modifiée et adaptée pour le singe rhésus (62 177), e singe écureuil 0. 779, |e cochon (76, le chien
(102), le babouin (8385, 117) e chat (10, et la souris (53 133, 202),

Le modele est tres documenté et de nombreuses substances ont fait et font encore aujourd’hui I'objet
d’expérimentation sur ce modéle (tableau 1).

a. Principe du test

Ce test découle du conditionnement de type II. L'animal va apprendre que I'appui sur une pédale/levier
entraine la distribution d’'un agent présentant des propriétés de renforcement.

L’animal est placé dans un boite de Skinner et lors des premiéres séances il découvre la cage. Il
activera fortuitement la pédale et recevra une injection de drogue (figures 11 et 12).

Si les effets de celle-ci sont agréables, le rat va augmenter ses réponses afin de s'injecter de plus en
plus de substance (177, 518),
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Figure 11 : Photographie d'un rat dans une cage Figure 12: Schéma dune cage de

d'auto-administration. Une pression sur le levier conditionnement opérant. Une pression sur le

délivre une dose de nourriture ou de drogue. levier délivre une dose d'agent renforgant
(nourriture).
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Tableau 1 : Substances et espéces utilisées dans des tests d’autoadministration (202)

Exemples de substances maintenant une auto-
administration intraveineuse chez I'animal

Exemples de substances ne manitenant pas d'auto-
administration intraveineuse chez I'animal

Substance Espéce Reference Substance Espéce Reference
Babouin Griffiths et al., 1975 Amitriptyline Singe Rhésus Hoffmeister, 1977
Chien Risner & Jones, 1975 Aspirine Singe Rhésus Hoffmeister & Wuttke, 1973
d-Amphetamine Rat Pickens, 1968 Buspirone Singe Rhésus Balster & Woolverton, 1982
Singe Rhésus Deneau et al., 1969 Caféine Singe Rhésus Hoffmeister & Wuttke, 1973
Singe-écureuil Stretch & Gerber, 1970 Chlordiazepoxide Singe Rhésus Balster & Woolverton, 1982
Barbital Singe Rhésus Winger et al., 1975 Rat van Ree et al., 1978
Buprenorphine Singe Rhésus Lukas et al., 1984 Chlorpromazine Singe Rhésus Deneau et al., 1969
Caféine Rat Atkinson & Enslen, 1976 Singe-écureuil Gillet al., 1973
Singe Rhésus Deneau et al., 1969 Clonazépam Babouin Griffith et al., 1981
Chlordiazepoxide Singe Rhésus Yanagita & Takahashi, 1973 Clorazépate Babouin Criffith et al., 1981
Clonidine Rat Shearman et al., 1977 Singe Rhésus Balster & Woolverton, 1982
Babouin Griffiths et al., 1975 . Rat Collins et al., 1984
Cyclazocine X i .
Chat Balster et al., 1976 Singe Rhésus Aigner & Balster, 1979
Cocaine Porc Bedford, 1973 Diazépam Babouin Griffiths et al., 1981
Rat Pickens, 1968 Ethanol Rat Collins et al., 1984
Singe Rhésus Deneau et al., 1969 Babouin Griffiths et al., 1976
Singe-écureuil Goldberg, 1973 Chien Risner & Silcox, 1981
Codéine Rat Collins & Weeks, 1965 Fenfluramine Rat Baxter et al., 1973
Singe Rhésus Deneau et al., 1969 Singe Rhésus Woods & Tessel, 1974
Diazépam Singe Rhésus Yanagita & Takahashi, 1973 Singe-écureuil Gilletal., 1973
Ethanol Rat Smith & Davis, 1974 Flurazépam Babouin Griffiths et al., 1981
Singe Rhésus Deneau et al., 1969 Haloperidol Singe Rhésus Hoffmeister, 1977
Fentanyl Rat Shearman et al., 1977 Imipramine Singe Rhésus Yanagita et al., 1972
Haloperidol Rat Glick & Cox, 1975a Mescaline Singe Rhésus Deneau et al., 1969
Héroine Rat Blakesley et al., 1972 |-Methamphetamine Singe-écureuil Gill etal., 1973
Singe Rhésus Harrigan & Downs, 1978 Midazolam Babouin Griffiths et al., 1981
Babouin Lukas et al., 1984b Morphine Porc Bedford, 1973
Ketamine Chien Risner, 1982 Nalorphine Singe Rhésus Deneau et al., 1969
Singe Rhésus Moreton et al., 1977 Naloxone Rat van Ree et al., 1978
Méthadone Rat Collins & Weeks, 1965 Singe Rhésus Goldberg et al., 1971a
Singe Rhésus Harrigan & Downs, 1978 Phénobarbital Rat Collins et al., 1984
Chat Balster et al., 1976 Scopolamine Rat Glick & Cox, 1975b
. Rat Pickens et al., 1967 Singe Rhésus Aigner & Balster, 1979
d-Methamphetamine X 3 X i :
Singe Rhésus Deneau et al., 1969 Delta 9 THC Singe Rhésus Harris et al., 1974
Singe-écureuil Gill etal., 1973
Babouin Griffiths et al., 1975
Methylphenidate Chien Risner & Jones, 1975
Singe Rhésus Wilson et al., 1971
Chien Jones & Prada, 1973
Souris Criswell & Ridings, 1983
Morphine Rat Weeks, 1962
Singe Rhésus Thompson & Schuster, 1964
Singe-écureuil Goldberg et al., 1979
Babouin Ator & Griffiths, 1983
Chien Risner & Goldberg, 1981
Nicotine Rat Lang etal., 1977
Singe Rhésus Deneau & Inoki, 1967
Singe-écureuil Goldberg et al., 1981
Babouin Griffiths et al., 1981
Pentobarbital Rat Collins et al., 1984
Singe Rhésus Deneau et al., 1969
Babouin Lukas et al., 1984
- Chien Risner, 1982
Phencyciidine (PCP) Rat Carroll et al., 1979
Singe Rhésus Balster et al., 1973
Rat Takahashi & Singer, 1979
Defta 9 THC Singe Rhésus Pickens et al., 1973
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b. Reéalisation du test

La technique se décompose en plusieurs phases:

. Chirurgie : un cathéter est tout d’abord implanté dans [I'animal par voie intracardiaque,
intraveineuse (veine jugulaire, veine fémorale), intragastrique (22 ou intracérébrale (29 ; la voie
orale est possible et d’'une réalisation plus aisée mais moins fréquemment utilisée a cause de la
variabilit¢ dans l'absorption (2 133 156) En général les drogues sont introduites par voie
intraveineuse a l'aide d’un cathéter implanté pour s'assurer d’une biodisponibilité de 100%. Les
administrations se réalisent alors par la veine jugulaire externe.

. Conditionnement opérant : I'animal naif est ensuite placé dans une boite de Skinner et relié a un
systéme d'injection qu'il déclenchera par I'appui sur une pédale ou par la pression sur un bouton
avec le museau (figure 13).

Deux procédures d’auto-administration sont couramment utilisées:

o  Continue ou directe : 'animal a immédiatement accés a la substance. Elle correspond a la
procédure de base permettant de déterminer si un animal va s'auto-injecter la substance.
Si oui, elle permet d’évaluer comment la réponse varie au cours du temps.

0  Substitution: le comportement d’auto-administration est tout d’abord établi avec un
composé de référence (morphine, cocaine) connu pour avoir des propriétés de
renforcement. Lorsque son auto-administration est comme stabilisée, l'animal est
considéré physiquement dépendant ; la substance-test est alors substituée a la substance
de référence. On mesure alors I'absorption, le temps de réponse et la stabilité de la
réponse.
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Figure 13 : Développement et phase d’extinction
d’'une addiction chez un modéle animal. Dans la
premiere phase, les animaux sont entrainés a
s'autoadminister la cocaine en pressant sur le
levier. Dans la seconde phase, une pression sur le
levier n'entraine pas de libération de substance
(phase d’extinction). En vert véhicule, en orange,
cocaine (109),
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Selon les procédures, le potentiel de dépendance est représenté par différents parametres (732 133, 171) ;

Procédure « Ratio Progressif » : Tout d’abord, I'animal acquiert la performance opérante gréace a
l'aide de la substance aux propriétés renforgante. Ensuite le nombre de réponses nécessaires
pour la délivrance de la substance aux propriétés renfor¢antes augmente progressivement. Le
plus haut rapport a laquelle la performance est maintenue est nommé « point de rupture ».
Hodos (89 90 a démontré que plus la concentration ou le volume de substance de renforcement
était important, plus le point de rupture était élevé. Par conséquent, le point de rupture peut étre
utilisé pour représenter la force de renforcement de la substance.

Analyse du taux de réponse : La force relative de chaque substance peut étre mesurée par
rapport a la ligne de base d’auto-administration de chaque animal. Si une corrélation négative est
démontrée entre la dose de drogue et le taux de réponse (64 0. 743) il faut utiliser une procédure
continue ou a low fixed ratio. Si une corrélation positive est observée entre I'augmentation de la
dose et le taux de réponse, I'utilisation de procédures a intervalle fixé (fixed-interval schedule) (17
combinée avec une période réfractaire aprés chaque injection s'impose. Une procédure a
intervalle fixé (fixed-ratio schedule) avec une longue période réfractaire peut aussi étre
utilisée (89, Pour des hautes doses, le taux de réponse va diminuer pendant leffet
pharmacodynamique de la drogue.

Procédure de choix : Il est possible de laisser le choix a I'animal entre plusieurs doses ou
différentes drogues. Par exemple, des couleurs différentes sont associées a différents dosages
ou différentes drogues. Aprés une exposition initiale a une seule ¢ ou a deux drogues (107),
I'animal a la possibilité d’effectuer un choix en activant un troisiéme levier. La disponibilité de la
drogue peut étre indiquée par l'illumination d’une diode ou par un stimulus auditif. Un seul choix
est possible en méme temps.

Le pourcentage de choix d'une drogue ou d’une dose par rapport a une autre ainsi que le taux de
réponse déterminent la force de renforcement. Les deux drogues ou les deux doses peuvent étre
disponibles de fagon simultanée (concurrence).
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C.

Parameétres (15, 112, 132)

Rapport fixe « fixed ratio » (FR) : il correspond au nombre de réponses nécessaires pour obtenir
le renforcement (délivrance d’'une dose de substance). Une augmentation du FR augmente la
sensibilité de la procédure, mais peut parfois entrainer une diminution de la réponse de
I'animal (202),

La dose administrée et la voie d’administration (79, qui conditionnent la biodisponibilité.

La durée de session par jour est un paramétre qui a un impact direct sur les effets déléteres de
la substance testée.

Temps de réfraction « time out » (TO) : il correspond au temps pendant lequel les réponses sur
le levier actif n‘auront plus de conséquences. L'animal peut alors profiter de son renforcement
sans que ceux ci ne soient délivrés trop rapidement. L’augmentation de ce TO doit étre
progressive.

Les modéles de consommation spontanée (36, 178, 132),

Quand l'auto-administration est instaurée, des modéles de prise de substance sont souvent mis
en évidence. Le comportement de prise de drogue perdure pendant quelques jours, puis I'animal
s'impose spontanément une période d’abstinence de quelques heures a quelques jours, période
pendant laquelle peuvent apparaitre des signes de sevrage. Une nouvelle période de
consommation de drogue peut alors débuter.

Si la drogue est disponible ad libitum, cette alternance peut étre observée pendant des semaines
voire des mois. Pendant les périodes de prise de drogue, les signes comportementaux peuvent
augmenter (mouvements stéréotypiques avec hypoactivité), associés a une diminution de la
consommation de nourriture et d’eau.

Ces modéles d’'alternance entre des phases de prise de drogue et d’abstinence ont été reportés
pour I'amphétamine, la methamphétamine (62 142 201) |3 cocaine (62 9, |a caféine (62, la
fencamphamine et SPA (70, le méthylphénidate, la phenmetrazine (152 153), le diéthylpropion (700),
le mazindol (%4 et I'éthanol (199,

L’auto-administration de pentobarbital est caractérisée par I'absence de période d’abstinence.
Les primates consomment le maximum de substance qulils peuvent le supporter
physiquement (62 799,

L’auto-administration intraveineuse d'opioides présente des résultats plus réguliers avec une
consommation pendant le jour et une consommation diminuée en soirée. Les animaux ne
présentent pas d’abstinence volontaire aux opioides (62 86),

L’auto-administration de phencyclidine, si disponible ad libitum, résulte en des périodes de
severe intoxication en alternance avec des périodes d'intoxication moyenne pendant lesquelles
I'animal se nourrit (4 12,

Presque toutes les drogues auto-administrées par voie intraveineuse présentent le risque
d’induire une intoxication aigué voire de mort pendant ces phases d’acces illimité. Des
convulsions et automutilations ont pu étre observées avec les stimulants (62 207 ; de sévéres
intoxications et des dépressions respiratoires ont été observées avec I'éthanol, les barbituriques
et les opioides (38 62 86 199 Des convulsions ont été observées avec la codéine (62, L'accés ad
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libitum aux stimulants et aux dépresseurs entraine une augmentation de la mortalité. Pour ces
raisons, et a cause des risques de toxicité chroniques et sub-chroniques, la disponibilité de la
substance active peut et doit étre limitée.

Par conséquent, Les doses sont choisies de fagon pertinente en fonction de leur
pharmacocinétique et de leur pharmacodynamie. Typiquement, la drogue peut étre disponible
pour seulement quelques heures (de 1 a 6 heures) pendant les sessions journalieres ou pendant
les sessions moins fréquentes (drogues a longue durée d’action) (733,

d. Avantages

Ce modeéle se rapproche le plus du modéle de prise compulsive par 'homme (723 159 || permet la
mise en évidence des abstinences spontanées (110,

Les propriétés de renforcement des drogues traduites par un comportement actif de I'animal
augmentant ainsi la prédictibilité des résultats.

La technique est sensibilité, méme a de trés faibles doses.

Possibilité de travailler sur les composantes neuro-anatomiques et de prédisposition de 'auto-
administration.

Aprés cette expérience de la drogue, les animaux développeront un comportement d’auto-
administration compulsif méme pour de trés faibles doses, qui sont inefficaces chez les témoains.
Par ailleurs, ils manifesteront cette vulnérabilité de fagon définitive.

Les substances peuvent étre classées selon leur potentiel de dépendance.

Ce modéle est trés documenté.

e. Inconvénients (18

La variabilité inter-laboratoire est importante ; il est donc nécessaire de témoins positif et négatif
(recommandés par la ligne directrice de toute fagon). Les témoins positifs correspondent aux
substances de référence de la classe chimique ou pharmacologique de la substance a tester. Une
procédure standardisée doit systématiquement étre mise en place.

Une gamme de dose étendue est nécessaire pour mettre en évidence les effets.

La procédure chirurgicale nécessite des compétences spécifiques et un suivi clinique approprié.
Une substance induisant une dépression du SNC diminuera le taux de réponse perturbant ainsi
linterprétation.

Dans le cas de la procédure de substitution, les effets de la drogue d’entrainement doivent étre pris
en considération lors de l'interprétation.
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[1.1.4 Discrimination

Les procédures de discrimination ont apporté des informations trés utiles aux techniques d’auto-
administration (733 202), Elles sont créées spécialement pour utiliser les altérations physiologiques et
intéroceptives induites par les drogues comme des signaux d’une réponse appropriée pour obtenir de
la nourriture ou pour éviter un choc électrique (136). Et peuvent donc étre trés proche des réactions chez
les humains (731, 133, 147),

Les especes animales communément utilisées sont les primates (€. 8 127) et les rongeurs (6 67. 202) mais
les oiseaux peuvent aussi étre utilisés (7. 92, 151),

De nombreuses molécules sont couramment utilisées, telles que les benzodiazépines (€ 8 121, 202) |g
morphine (67. 189, les stimulants du SNC (796) ou d’autres substances neuro-actives (727, 160),

a. Principe du test

Pendant une période d’entrainement, I'animal associe I'administration de la drogue avec une pression
sur le levier A et 'administration du véhicule avec une pression sur le levier B. Le renforcement peut
étre positif et se réalise alors par distribution de nourriture dans le cas d’'une association correcte. |l
peut étre négatif et se réalise alors par une décharge électrique de faible intensité (figure 14).

La procédure basique implique I'entrainement d’animaux a répondre différemment selon la nature du
pré traitement soit dans un labyrinthe en T (ou T maze) (a droite si drogue, a gauche si véhicule) ou
dans une cage a double choix (levier droit délivre de la nourriture ou pas de choc électrique si drogue
et levier gauche délivre nourriture ou pas de choc si véhicule).

b Traitement a la substance C Traitement a la

Traitement au véhicule , -
d'entrainement substance test

_ 1

FOOD ‘
oOD

/

Figure 14 : Principe du test de discrimination :
(a,b) Pendant I'entrainement, un levier délivre de la nourriture lorsque le rat a été traité par le véhicule.
L’autre levier délivre de la nourriture lorsque le rat a été traité par la substance d’entrainement.

(c) Pendant les sessions de test, le rat recoit une substance-test seule (test de généralisation) ou en
association avec la substance d’entrainement (test de blocage) afin de déterminer quel levier il va
presser. Afin de diminuer les biais, les deux leviers distribuent de la nourriture pendant les sessions de

test (172),
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Plusieurs concepts basiques peuvent étre suivis (43 137, 133, 172) ;

. Test de généralisation (figure 15) : détection des effets similaires & ceux d’une drogue
d’entrainement. Si le rat répond par le levier correspondant a la drogue d’entrainement, on dit
qu'il généralise la substance test a la drogue d’entrainement. On peut utiliser d’autres drogues de
méme classe pharmacologique pour prouver la spécificité pharmacologique de la réponse. Tous
les résultats doivent étre interprétés en tenant compte de la drogue d’entrainement, car celle ci
peut affecter les résultats obtenus (188, On peut également utiliser des molécules tests de
classes pharmacologiques différentes. Généralement, les drogues de méme classe
pharmacologique que la drogue d’essai entrainent une réponse similaire a celle de la substance
d’entrainement alors que des drogues de classe pharmacologique différente entrainent une
réponse différente (46).

Pentobarbital -trained Rats Diazepam-trained Rats Lorazepam-rained Hats
00 ® apapapam 100~ Ay —CI 100 4 a o a0 00°
= ]
& o
2 80+ 80 801
-
=
g o
& 60 60 607
@
]
= i N 404
a 40 40
g
O 204 o 204 20 A
A e °
- e ap oo O CMBym 2 B A 0- i) &0 @ &% ©
hon el S p S e S e — a—— | b el e s e S e S e | LU B R A I R B R
Vol 032 10 32 1018 V.ol .32 0.1 032 1.0 32 10 vor o3 10 32 1018

U-78875 (marka, i.0.)
Figure 15: Généralisation de la substance U-78875 chez les rats entrainés a discriminer le
pentobarbital (n=6), le diazépam (n=12) ou le lorazépam (n=10) du véhicule (ND). Les graphiques
présentent les pourcentages de réponses sur le levier associé a I'anxiolytique d’entrainement. Les
symboles pleins représentent les moyennes et les symboles vides représentent les données
individuelles. Les triangles représentent les données des animaux sans historique de traitement ).

. Test de blocage (figure 16) : détection des altérations d’un traitement induites par la substance
test. La substance test peut étre administrée avec la drogue d’entrainement afin de détecter des
substances qui pourraient avoir des effets antagonistes ou synergiques. Ce type de test apporte
des informations sur les sites d’action primaires des substances.
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Figure 16 : Blocage de la discrimination du diazépam par des doses croissantes de flumazénil.
L’administration de doses croissantes de flumazénil avant injection de diazépam produit un
antagonisme progressif de I'effet de la benzodiazépine, traduit par une diminution du pourcentage de
réponses sur le levier associé au diazépam. L'administration de doses croissantes de flumazénil
n'affect pas la réponse des rats traités au pentobarbital (574,
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. Etude des neurotransmetteurs impliqués dans les processus de discrimination par utilisation des
agonistes/antagonistes spécifiques (7. 789),

. Etude des influences pharmacocinétiques sur les effets de discrimination (comparaison de
différentes voies d’administration de différentes doses, modification du temps de prétraitement).
On peut démontrer le conditionnement de la réponse en utilisant d’autres doses de la drogue
d’essai (763 pour prouver la spécificité de la réponse a la drogue.

b. Réalisation du test

Le test se décompose en trois phases :

. Apprentissage de la réponse opérante.
Sans aucun traitement, le rat apprend a appuyer sur le levier pour obtenir le renforcement
(réponse opérante). Cette phase est critique et nécessite I'attention du manipulateur.

0  Les leviers sont retirés et la nourriture est délivrée automatiquement avec un signal sonore
(un granulé toutes les 60 sec environ), indépendamment du comportement de 'animal. Le
rat apprend ainsi ou se trouve le renforcement et associe le signal sonore a l'arrivée du
renforcement.

0  Les leviers sont alors replaceés et le renforcement (nourriture) est délivré a chaque pression
quel que soit le levier. En fonction des réponses de I'animal, le rapport de réponse ou FR
(fixed-ratio) et le temps de réfraction ou TO (time out) peuvent alors étre progressivement
augmentés. Le mieux est d'augmenter ces parametres pendant une méme session apres
que I'animal ait montré des réponses satisfaisantes.

0 Il'estimportant d’habituer le rat a ne pas presser toujours méme levier. Pour cela, un seul
levier peut étre mis a disposition pour délivrer la nourriture (retirer alternativement un levier
puis l'autre) et le renforcement peut venir aléatoirement de la pression sur un levier ou sur
lautre.

. Acquisition de la discrimination.
La substance d’entrainement ou le véhicule est injecté lorsque le conditionnement opérant a bien
été acquis et est stabilisé. Le véhicule et la substance doivent étre administrés a la méme
fréquence, pour ne pas entrainer de préférence pour I'un des leviers et 'administration doit alors
étre équivalente (simple alternance ou double alternance) en prenant garde aux phénomeénes de
tolérance et de sensibilisation. L'entrainement & la discrimination dure généralement 3-4 mois.
En cas d'échec aprés 4-5 mois, les animaux peuvent étre remplacés. L'acquisition de la
discrimination est déterminée par deux parametres constants pendant 8-10 sessions (43 172) ;
0 le pourcentage de réponses correctes pendant la session (>80%)
0 le nombre de pressions sur le levier incorrect pendant le premier essai (<50%)

. Test d’'une nouvelle substance et conservation de la discrimination.
Lorsque la discrimination est bien instaurée, il est possible de réaliser des tests de différentes
doses de la substance d’entrainement, afin d’obtenir une courbe dose-réponse. Le test de
nouvelle substance débute alors. Solinas (772 recommande des cycles basés sur deux semaines
(tableau 2).

A la fin des tests, il faut réaliser une nouvelle courbe dose-réponse afin de vérifier que le contréle de
discrimination n'a pas changé.
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Tableau 2 : exemple de planning de traitement
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D=drogue d’entrainement,
T=substance test, et
V/=véhicule

Interprétation des résultats : Quand une substance produit les mémes effets que la drogue
d’entrainement, les rats bien entrainés vont choisir le levier approprié. Ce phénoméne est appelé
« généralisation ». Quand la dose de la drogue d’entrainement varie au cours des sessions, le choix
sur le levier approprié est représenté par une courbe sigmoide en fonction de la dose (allant de 0 a
100%) (figure 17).

Les rats vont choisir le levier associé au véhicule si la substance de test produit des effets différents de
ceux de la drogue d'entrainement, si la dose est trop faible ou si la substance-test bloque les effets
discriminants de la drogue d’entrainement (« blocage »).

La généralisation est considérée comme totale si le taux de réponses sur le levier associé a la drogue
d’entrainement est supérieur a 80%. Si ce taux est inférieur a 20%, I'antagonisme ou blocage est
considéré comme total. Chaque animal est comparé a lui-méme.
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Figure 17 : Résultats du test de substitution (généralisation) avec
de I'apomorphine, (a gauche), de la quipazine (au centre), et du
pentylenetetrazol (& droite) chez des rats entrainés a discriminer
du LSD (0.08 mg/kg) du lisuride (0.04 mg/kg) et du sérum
physiologique. Les triangles représentent le pourcentage de
réponses sur le levier “LSD”. Les carrés représentent le
pourcentage de réponses sur le levier “lisuride”. Les cercles
représentent le pourcentage de réponses sur le levier “sérum
physiologique” (37).
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c. Méthodes
Deux méthodes basiques ont été employées :

. Punition négative = Evitement du choc (169 : L’animal doit apprendre & presser deux leviers, le
premier qui « débute », puis le deuxiéme approprié a 'autre bout de la cage pour éviter le choc
électrique. Le levier approprié est déterminé par le traitement (levier gauche si véhicule, levier
droit si drogue). Les autres substances sont alors testées sur une large gamme de doses.
L’entrainement continue jusqu’a un taux de réponse correcte de 90%.

. Renforcement positif = Présentation de nourriture (88 : Les animaux sont maintenus en restriction
alimentaire (80-90% du poids sans restriction) puis ensuite entrainés a presser un ou deux
leviers pour recevoir de la nourriture (68 19), e levier approprié dépend du traitement (droite pour
véhicule et gauche pour drogue). L'entrainement continue jusqu’a un taux de réussite de 90%.

d' Parame‘tres (43,131, 133, 151, 172, 202)

. Rapport fixe « Fixed-ratio » (FR)

C'est le nombre de réponses nécessaires pour obtenir une unité de renforcement (nourriture...).
Une augmentation du FR augmente la sensibilité de la procédure. Le FR est arbitraire mais la
plupart des études utilisent un FR10, c'est a dire que le renforcement est délivré aprés dix
pressions sur le levier approprié. Cette valeur est suffisamment élevée pour que la réponse
n'interfére pas avec les pressions involontaires ou hasardeuses mais assez basse pour que les
animaux puissent le réaliser rapidement. Pour réduire les erreurs de levier, quelques chercheurs
jugent utile de remettre & zéro le nombre de pressions nécessaires pour le renforcement si une
seule pression sur le mauvais levier est réalisée.

. Temps de réfraction « Time out » (TO)
C'est le temps pendant lequel les réponses sur le levier actif n’auront plus de conséquences.
L’animal peut alors profiter de son renforcement (nourriture) sans que ceux ci ne soient délivrés
trop rapidement. Des TO courts (5 s) sont utilisés pendant la formation puis une valeur plus
importante (30-60 s) est généralement utilisée pour les phases de test. L'augmentation de ce TO
doit étre progressive.

. Nombre d’essais par session
Un essai est une partie d’'une session qui se termine par la délivrance d’un granulé de nourriture.
Le nombre d’essai est arbitraire et peut étre choisi selon les exigences de I'étude. Généralement,
les auteurs utilisent vingt essais par session, ce qui permet au rat un nombre raisonnable
d’'essais avant la satiété. Il peut étre augmenté ou diminué sans impact sur la performance de
discrimination, mais il est habituellement maintenu constant de I'entrainement a la phase de test.

. Durées des sessions de discrimination
Elles se terminent quand le rat a réalisé le nombre maximal d’essais ou quand la durée maximale
est atteinte. Celle-ci doit étre déterminée a partir des caractéristiques pharmacocinétiques de la
substance d’entrainement, et ne doit pas varier entre les sessions d’entrainement et de test. La
durée de la session doit permettre une marge de temps confortable pour que le nombre d’essai
soit réalisé dans les mémes conditions que pour la ligne de base. Par exemple, vingt essais
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suivis de 45 s TO et si la durée maximale de la session est de 30 min, alors il y aura 15 min de
temps effectif de réponse. Une session trop courte trop est sensible a I'effet pharmacodynamique
de la drogue (benzodiazépine—> pas assez de réponse, animaux en dépression). Une session
trop longue sera insensible a I'effet des drogues a action courte, car les effets se seront dissipés
avant la fin de la session.

Choix des doses / Range de doses pour les substances-test

Dans les études de discrimination, les substances test sont évaluées sur un large éventail de
dose. Il faut éviter un maximum ['utilisation de doses qui entrainent une diminution du taux de
réponse. Les animaux entrainés représentent un investissement en temps considérable, ils
doivent par conséquent étre protégés contre les effets toxiques aigus des drogues. En cas
d’absence de donnée bibliographique sur les effets d’une dose importante de substance, il est
conseillé de tester la substance sur les animaux non entrainés d’abord.

Nombre de prétraitement
lls doivent étre choisis selon l'effet attendu pendant la session expérimentale. L'effet de la
substance doit étre présent tout au long de la session.

Augmentation de la dose de substance test
Elle doit se faire jusqu’a une diminution du taux de réponse.

Réponse quantitative/qualitative

La réponse qualitative correspond au « tout ou rien », la quantitative est présentée sous forme de
pourcentage (de 0 a 100%). Si la réponse est considérée comme qualitative, le paramétre a
surveiller est la sélection du levier pendant la premiére session. Le rat entrainé ne presse qu’un
levier donc il répéte généralement cette pression...

Premier choix de levier/pourcentage total de choix du levier

Les rats entrainés continuent généralement a presser sur le méme levier que celui sélectionné
pendant le premier essai. Dans ce cas, le premier choix de levier et le pourcentage total de choix
du levier ne différent pas. Mais parfois les rats peuvent changer de levier pendant la session.
Dans tous les cas, ces deux paramétres doivent étre enregistrés et analysés pendant la session
expérimentale, sachant que le premier levier choisi correspond a une meilleure mesure de I'effet
de discrimination.

Sessions multiples par jour et administration cumulée

La plupart des études de discrimination n’utilisent qu'une session par jour. Il est néanmoins
possible d'en effectuer plusieurs par exemple chez le primate avec des paradigmes
d’administration cumulée. Dans ce cas, les sessions multiples peuvent se réaliser
successivement ou étre séparées par courts intervalles (1 h). Une courbe dose-réponse peut
ainsi étre obtenue plus rapidement. Par contre, pour des raisons pharmacocinétiques, les effets
d’une substance peuvent perdurer d’'une session a l'autre. Les phénoménes d’accumulation et de
clairance rendent par conséquent difficile I'évaluation de la dose efficace a l'origine des
effets (133),

28



e. Avantages (131.172)

Spécificité d'action

La technique est hautement sensible et spécifique au niveau moléculaire (récepteur). Les
substances qui ont le méme site d’action auront le méme résultat en discrimination (par
exemple : les rats entrainés a discriminer le fentanyl répondront de la méme fagon a tous les
agonistes p-opioide). De plus, le potentiel d'une substance a produire des effets de
discrimination est proportionnel a I'affinité pour le récepteur et a son activité intrinséque (44 46),
Leurs classes ont pu étre déterminées (u, K, 0 ainsi que les agonistes/antagonistes). Les
procédures de discrimination ont été utilisées pour différencier les classe d'opioides morphine
antagonisés par naloxone ou naltrexone ; opioides généralisé par cyclazocine et difficiles a
antagoniser et opioides généralisé par cyclazocine et phencyclidine et non antagonisés 7).

Trés bonne prédictivité

Les résultats obtenus chez I'animal sont qualitativement et quantitativement trés prédictifs des
résultats observés chez 'lhomme (65 107, 147, 164) ||s sont aussi extrémement prédictifs des effets
chez I'animal par rapport a la technique d’auto-administration.

Simplicité de réalisation

La procédure de discrimination est généralement simple a réaliser et ne requiert pas de
compétences spécifiques. De plus, elle est non invasive et évite par conséquent tous les
problémes pratiques et éthiques liés a la chirurgie vétérinaire.

Mesure des effets mécanistiques in vivo

Les effets d’'une substance sur le comportement peuvent provenir de plusieurs origines : la
molécule (site d’action), la physiologie cellulaire (circuit neuronal) ou l'effet total (anxiété,
hallucination) (47). La discrimination permet l'investigation de I'effet total de la substance et ne se
limite pas a une ou peu de cibles.

Indépendance entre le choix et le taux de réponse
Les taux de réponse sont indépendants des effets discriminants (exemple de la substance
dépressante)

Possibilité de comparer quantitativement les effets des différentes drogues ou mélanges ou
doses

Les animaux peuvent étre entrainés a discriminer une drogue ou un mélange de son véhicule,
mais aussi une dose par rapport a une autre, les effets d'une drogue des effets d’'une autre
drogue, et les effets d'un mélange de deux drogues des effets de chacune des drogues
séparément.

Meilleure sensibilité que les tests d’auto-administration ou de préférence de place
Toutes les drogues ne sont pas auto-administrées chez I'animal alors qu’elles peuvent étre
discriminées. Par exemple, la discrimination est la méthode de choix pour les hallucinogénes.
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Inconvénients (131.172)

Expérimentation longue et intensive

C'est le principal désavantage de cette technique. L'animal doit étre entrainé trés longtemps
avant de pouvoir tester de nouvelles substances ; Habituellement, 50 sessions (soit 3 mois) sont
nécessaires.

La fréquence maximale des tests est de deux par semaine et I'animal doit continuer
I'entrainement pendant la phase de test. Si les animaux sont en bonne santé et si le contexte
éthique le permet, ils peuvent tester des substances jusqu’a I'age de 2 ans.

Le niveau basal est normalement atteint au bout de quelques mois d’entrainement. Les niveaux
de base de réponse chez I'animal doivent étre réguliérement comparés.

Colt de I'équipement

Il est généralement assez dispendieux, le matériel correspond a des cages de conditionnement
opérant reliées a une interface, et un logiciel d’analyse spécialisé. Solinas (772 évalue
linstallation & 50000-80000$ US, soit plus que la préférence de place (~25000$ US) mais
équivalent a 'auto-administration.

Les animaux ne sont pas « naifs »

L’animal qui va tester une nouvelle drogue aura déja été traité de fagon chronique a la drogue
d’'entrainement et parfois de fagcon aigué a une ou deux substances-test. Peuvent alors
apparaitre des phénomenes de tolérance ou de sensibilisation, ainsi que des phénomeénes de
tolérance croisée ou de sensibilisation croisée. Méme si cette situation est celle retrouvée chez
les consommateurs de drogues, il est important de considérer d’historique de I'animal pour une
interprétation pertinente.

Les effets de discrimination sont, au mieux, une mesure indirecte du renforcement

Méme si la drogue d’entrainement est connue pour présenter un potentiel de dépendance, il
n'est pas certain que la réponse de discrimination du rat provienne de I'effet de renforcement. La
technique de discrimination doit étre conduite parallélement a d’autres techniques (auto-
administration).

La discrimination est un modéle imparfait
Il ne permet pas d'étudier I'abus de drogue comme phénomene passager ou comme état
pathologique caractérisé par une perte de contrble. Cest un inconvénient important; la
discrimination ne peut pas mimer le principal symptome de 'addiction (défini dans le Diagnostic
and Statistical Manual of Mental Disorders, Fourth Edition DSM-IV) c'est a dire une perte de
controle sur la consommation de drogue.

Nécessité de multiplier les situations expérimentales et les substances positives testées pour
cerner le profil de la molécule testée de fagon adéquate.

Nécessité de plusieurs doses pour caractériser tout le spectre entier d’effet (7).
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I.2 Le syndrome de sevrage
11.2.1 Physiologie

Les mécanismes moléculaires a l'origine d’'une addiction long-terme peuvent étre séparés en deux
classes principales : I'apprentissage associatif et les adaptations homéostatiques.

L’apprentissage associatif correspond aux associations créées au cours de la prise d’'une substance. I
est mis en évidence par les techniques dérivant du conditionnement. Celles—ci permettent notamment
d’aborder I'aspect « affectif » d’'une prise de substance addictive.

Les adaptations homéostatiques sont mises en évidence par le syndrome de sevrage. Elles
correspondent a des réponses compensatoires de cellules ou de circuits a un bombardement excessif
par une substance ou a une stimulation excessive d’'un neurotransmetteur di a une substance (52,

La dépendance physique correspond a un état physiologique d’adaptation a une substance suite au
développement d’'une tolérance chronique qui résulte en la survenue de symptémes caractéristiques de
sevrage (ou d’abstinence) lors de I'arrét de 'administration.

Le sevrage physique est la révélation des changements neurophysiologiques et/ou biochimiques qui
apparaissent a I'arrét de I'administration d’une substance.

La réaction de sevrage se présente par un état hyperadrénergique, avec de I'anxiété, de I'agitation, de
la tachycardie, de I'hypertension modérée, de 'hyperacuité de tous les sens, de I'hyper-reflexie et une
diminution du seuil de crise. Ce syndrome de dépendance peut étre traité cliniuement par ré-
administration de la substance ou d’une substance aux mémes propriétés pharmacologiques ().

L'intensité des signes et symptomes de sevrage dépend de plusieurs facteurs :
- Les propriétés pharmacocinétiques de la substance utilisée;

- La dose quotidienne consommée;

- La fréquence d'administration;

- La durée d'utilisation;

- La santé et la personnalité du consommateur;

A cette dépendance physique s'ajoute la dépendance psychologique, qui explique les taux de rechute
élevés lors du sevrage aux anxiolytiques ou aux opiaces.

Les délais dapparition des symptdmes de sevrage dépendent essentiellement de la
pharmacocinétique de la substance. Ainsi, le syndrome de sevrage a I'héroine, qui a une demi-vie
courte, débute dés 3 et 12 heures suivant la derniere injection et devient maximum au 2éme et 3¢me jour.
Dans le cadre des produits de substitution a demi-vie plus longue (méthadone), les symptémes sont
souvent atténués mais le syndrome de sevrage est maximum au 7¢me jour et peut évoluer sur un
mois (157),
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11.2.2 Test de sevrage

a. Principe du test (133)

Les effets des drogues comportent des aspects aversifs (figure 18). A la fin de 'effet d’'une drogue se
produit un inconfort (état de manque) qui peut aboutir a une détresse pour deux raisons :

. Par homéostasie : I'organisme contrebalance les effets euphorisants de la drogue. Lorsque
I'action euphorisante disparait la réaction subsiste quelque temps et devient d’autant plus vive
que 'euphorie était intense.

. Par contraste, en raison de la réapparition du désagrément préexistant a la prise de drogue et
que celle-ci a permis d’annihiler (par exemple : détresse psychologique et alcoolisme, douleur et

morphine).
Opioides Malaise diffus, nervesité, frissons, myalgies, crampes abdominales,
hyperalgie diffuse, diarrhées, mydriase, piloérection, biillements
Stimulants Dépression aigué, apathie, prostration, anhédonie, bradycardie
Alcools Mervosité, anxiété, insomnie, tremor, sudations, hypertanie muscu-

laire, hyperthermie, tachycardie
— delirium tremens, convulsions

Hypnosédatifs Anxiété, nervosité, insomnie, intolérance au bruit, hypertonie muscu-
laire
— convulsions, delirium

Tabac Mervosité, troubles de la ation, bradycardie, constif
prise de poids, aggravation transitoire d'une bronchite ¢chronique

Cale | Fatigue, apathie, troubles de la concentration, céphalées
Antidépresseurs | Malaise diffus, état psevdogrippal, fléchissement de I'humeur
Antiépileptiques Reband de crises comitiales

Antimigraineux Rebond de céphalées, état de mal migraineux

Clonidine, méthyldopa Crise hypertensive de rebond, excitation

Béta-blogquants Angor, palpitations, infarctus myocardique

Corticostéroides Malaise, nausées, vomissements, choc, sensibilité aux infections

Hormenes thyroidiennes Fatigue, apathie, lrilosité

Laxatifs stimulants Constipation opinidtre, occlusion intestinale
{senné, bisacodyl]

Gouttes nasales Rhinite aqueuse de type vasomaotrice
{phenyléphrine

at apparentés)

Figure 18 : Substances dont l'interruption déclenche des
symptdmes de sevrage (52.

Le principe du test de sevrage est de créer une addiction puis de visualiser les signes cliniques et
comportementaux liés a I'arrét du traitement.

Chez I'animal, le syndrome de sevrage ne peut pas étre quantifié en un seul et unique test, mais passe
par I'évaluation de plusieurs caractéristiques de I'animal :

. I'anxiété : labyrinthe en croix surélevé (elevated plus maze) (7. 194 203,
. la réactivité sensori-motrice : réflexe de sursaut acoustique (acoustic startle reflex) (104 194),
. I'activité locomotrice et comportement général: aréne ouverte (open field) (798, 181, 162, 187),

. le seuil de crise (ou audiogenic seizure) (24),
. les symptdmes de sevrage spécifiques.
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b. L’évaluation du syndrome de sevrage
»  Chez 'homme,

Plusieurs systemes sont impliqués dans le syndrome de sevrage (tableau 3). De trés nombreuses
substances (médicaments et autres) peuvent en étre responsable. Comme cité plus haut, I'inconfort
produit par homéostasie ou par contraste se traduit difféeremment selon la substance. Le mécanisme
d’action de la substance joue un role prépondérant dans les caractéristiques du syndrome de sevrage.
Par exemple, le sevrage aux substances stimulantes (amphétamines, café) se traduira par des signes
cliniques tels que I'apathie, 'anhédonie ou des difficultés de concentration.

Tableau 3 : Systémes impliqués dans le syndrome de sevrage et signes cliniques associés chez

’lhomme.
Psychique Digestif Algique Neurovégétatif
Douleurs
Insomnie Nausées/Vomissements musculaires/"osseuses" Rhinorrhée
Angoisse Constipation Autres douleurs viscérales Dacryorhée
Signes dépressifs Diarrhée Frissons
Agitation/excitation Crampes d'estomac Sueurs
Envie de drogue Anorexie Chaud et froid
Fatigue/Faiblesse Baillements
Piloérection
Tremblements
Mydriase
Céphalées

Altération de la sensibilité
Bouffées de chaleurs ou sueurs
froides

Modification de la tension artérielle
Mydriase
Transpiration

Chez 'homme, des échelles permettant I'évaluation quantitative des symptomes de sevrage ont été
définies, et notamment pour le sevrage aux opiacés. L'échelle objective de sevrage aux opiacés
(Objective Opioid Withdrawal Scale) permet de quantifier le sevrage en caractérisant les signes
cliniques observés. Cette échelle permet une mesure objective de la sévérité des symptomes cliniques
du sevrage aux opiaces.

Pour chaque signe clinique proposé, I'examinateur comptabilise un score de 0 ou 1, pour 'absence ou
la présence (Baillement, rhinorrhée, piloérection, transpiration, lacrimation, tremblements des mains,
mydriase, bouffées de chaleur ou de froid, vomissement, crampes abdominales, anxiété, agitation,
convulsions musculaires).

L’échelle subjective de sevrage aux opiacés (Subjective Opioid Withdrawal Scale) adopte le méme

principe. Le patient attribue un score entre 0-4 selon les phrases proposées et qui caractérisent sont
état.
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e Chez l'animal

Dans les cas de I'expérimentation animale, I'expérimentateur doit quantifier les signes cliniques. Les
signes de sevrage qui apparaissent aprés exposition chronique a un opioide peuvent étre regroupés en
trois groupes, selon le systeme affecté (77. 103, 148, 178) . qutonome, somatomoteur, et comportemental

(tableau 4).

Tableau 4 : Les systémes impliqués dans le syndrome de sevrage et les signes cliniques associés chez

I'animal
Autonome Somatomoteur Comportementaux
Variation de la tension Nocicent Irritabilité (au toucher ou a la
ociception

artérielle manipulation)

Réflexes neuromusculaires divers

Diarrhée (mouvements involontaires de la patte
postérieure, mouvement de la téte...)

Altération du comportement de
« manger/boire »

« Straub tail » qui correspond a une queue
verticale ou quasi verticale et qui caractérise Altération du sommeil
une imprégnation morphinique
Variation du diamétre pupillaire Crises, convulsions Degré d'alerte
Variation de la température
corporelle
Allodynie
Piloerection
Ptosis
Perte de poids
Frissons « tremblements de
chien mouillé »
Claquement de dents

Variation de la fréquence
respiratoire

Mastication/léchage

Les procédures quantifiant les effets de sevrage aux opioides impliquent I'enregistrement des signes
autonomes, du seuil de crise, des réflexes, du poids corporel, et de [lactivité

électroencéphalographique.
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«  Echelles de score (figure 19)

Des échelles de score telle que celle de Gellert et Holtzman (77. 148) sont utilisées pour quantifier la
réponse de I'animal et pour pouvoir comparer les effets des substances (tableau 5).

Une autre échelle, I'etho-score d’Espejo (7. 72), permet également d’obtenir un score de servage global
mais est uniquement basée sur la fréquence de mastication et la perte de poids.
Etho-score = (MF/10) + WL
MF: fréquence de mastication; WL: perte de poids

La fréquence de mastication est une paramétre basé sur le comportement, auquel est attribué un
facteur 1/10 pour obtenir des valeurs comparables (chaque mastication est quantifiée par la valeur 1).
Le second parametre est un parametre physique, évaluée avant traitement et 1 heure aprés le test
(chaque perte de 1% est quantifiée par la valeur 1) (77.72),

Chez les rats, le poids corporel chute brutalement aprés interruption du traitement ou aprés
précipitation. Cette chute peut atteindre 10% du poids initial. Les changements maximaux sont notés
48 heures (selon la demi-vie) aprés arrét du traitement.

Signe Nombre Factgur Qe
pondération
Perte de poidsen2h 1 (par 1% par rapport
30 aux rats controle)
. 2-4 1
Nombre de tentative
de fuite 59 2
>10 3
Nombre de
constriction 2 (par constriction)
abdominale
Nombre de 1-2 2 A
tremblement de chien Seare
o >3 4
mouillé @ Gellert-Holtzman
Diarrhée 2 £ 3 Ehescore
Fasciculation faciale @
ou claquement de 2 3
dents g
Mouvements de 2 2 -
déglutition g L
Hypersialorhée 7
Chromodacryorhée 5 ]
Plosis 2 TP U
Posture anormale 3 — Repsatedly tested— Singy tested
sfoiaion : e e
Iritabilité 3 igure . comparaison des deux

échelles de score du syndrome de

Tableau 5 : Echelle de score de Gellert et sevrage chez Ianimal 77

Holtzman (77).
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c. Réalisation du test

Comme nous I'avons vu, chez I'animal sont évalués plusieurs paramétres qui permettent 'analyse du
syndrome de sevrage (anxiété, réactivité sensori-motrice, activité locomotrice, seuil de crise,
symptdmes de sevrage spécifiques).

Pour chacun de ces tests, deux techniques peuvent étre employées :

. Directe ou primaire

La substance est administrée de fagon chronique a des animaux naifs. La dose est généralement
faible, et quand la tolérance se développe, les doses peuvent étre augmentées. L’administration de la
drogue est alors brutalement stoppée et les animaux sont observés (signes physiques et symptémes
de sevrage).

Le sevrage peut étre précipité par 'administration d’'un antagoniste spécifique et il n'est alors pas
nécessaire d'attendre 12-24 heures I'apparition de signes cliniques (voir tableau 6) (7. 97. S18), En
général, le syndrome précipité est plus aigu, plus marqué et plus intense que le syndrome non
précipité.

Tableau 6 : Exemples de substances de référence connues pour leur
potentiel addictif et les antidotes utilisés en expérimentation pour la
révelation des symptomes de sevrage.

Substance de référence Antidote
Benzodiazépine Flumazenil
Opioides Naloxone / Naltrexone
Nicotine Mecamylamine
Cannabinoides SR141716A

. Substitution

Cette technique consiste en I'administration chronique d’un opiacé selon un protocole connu pour
entrainer une addiction. Lorsque I'addiction est créée, le traitement est remplacé par la substance a
tester. S'il s’agit d'un agoniste, les symptdmes de sevrage disparaitront ou s’atténueront et son
potentiel de dépendance sera évalué par rapport a la dose efficace. S'il s'agit d'un antagoniste, les
symptémes de sevrage sont amplifiés.

Une variante de cette technique consiste a ré-administrer une dose de drogue pendant les effets de
sevrage afin de déterminer si ces signes sont réversibles ou atténués.

d. Le test de sevrage aux opiaces précipité par la naloxone

Le saut des souris est caractéristique de la précipitation du sevrage des opiacés par la naloxone (3 42
52, 161, 184, 187)
. Chez le rongeur, il existe deux protocoles permettant d'induire la dépendance aux opiacés (74
(tableau 7) :
o L'injection de morphine (par voie intrapéritonéale) deux fois par jour pendant 14 jours
maximum, en utilisant des doses croissantes (de 5 a 240 mg/kg) ou injection d’héroine (2 a
18 mg/kg). L'état de manque est crée dés l'interruption du traitement.
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o L'implantation sous-cutanée de pastilles (une ou deux) de morphine 75 mg a libération
lente. La libération de morphine reste constante au cours des deux semaines qui suivent
l'implantation et la dépendance est obtenue dés les 24 heures suivant l'implantation. Ce
protocole d'induction de la dépendance est donc la méthode de choix pour les études de
conditionnement des effets aversifs du sevrage, qui nécessitent de pouvoir contréler la
contingence temporelle entre syndrome de sevrage et présentation des stimuli
environnementaux.

Tableau 7: exemples de traitement induisant une dépendance

Substance Voie Dose Dgree de
traitement
Morphine orale 30mg/kg 9j
Diazepam intrapéritoneale 20 mg/kg 4
Morphine intrapéritoneale  5-240mg/kg (2/j) 14j
Héroine intrapéritoneale 2-18mgl/kg -

implantation sous-

Morphine LP .
cutanée

75mg -

. La précipitation du sevrage peut étre réalisée par injection sous-cutanée d’'un antagoniste des
récepteurs u (naloxone par exemple). Les réponses des animaux sont variables selon la nature
et les doses d'antagonistes sélectionnés (figure 20). Celle-ci se réalise a partir de 30 minutes
apres 'administration de morphine 4 97),

(a) 4. (b) o

Number of jumps

g 8
% Antinociception
2 &

1—"“7 s!f"& # o*‘& & ‘é& +
"‘ap é,@ (,o*&;ﬁf @’@P a’? 3
&
Figure 20 : Comparaison des effets de différents antagonistes (10 mg/kg i.p.) sur le saut précipité (a
gauche) et sur 'antinociception induite (a droite) chez des souris prétraitée a la morphine (789),

. Paramétres mesurés

Le nombre moyen de sauts par souris, la hauteur relative de chaque saut et l'incidence des sauts sont
utilisés pour quantifier le comportement de sevrage. Le saut induit par 'administration de I'antagoniste
peut étre utilisé comme un paramétre sensible et précise de la dépendance physique (figure 21).

Un index est alors calculé (DE50) et correspond a la dose de naloxone induisant une augmentation ou
une réduction de 50% de I'effet observe (figure 22).
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Figure 21 : Pourcentage de souris prétraitees 4 heures avec 56 ou 180 mg/kg de morphine
présentant de sauts précipités par I'antagoniste (naloxone, naltrexone ou diprenorphine) en
fonction des doses d’antagoniste. Chaque point représente 1 a 3 expériences correspondant a
7-11 souris chacune. Une augmentation du pourcentage de souris présentant un saut précipité
est observée apres traitement par des doses croissantes d’antagoniste (184,
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Figure 22 : valeurs de ED50 pour des antagonistes opioides lors du saut précipité
chez la souris apres 4 heures de prétraitement a la morphine (doses de 56, 100
ou 180 mg/kg) (84,
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e. Avantages

Le modéle animal est proche du modele humain, les signes de sevrage sont proches et font
intervenir les mémes systémes. Ce modele permet donc de mimer en conditions réelles I'état de
sevrage chez 'lhomme.

La technique trés peu onéreuse, puisqu’elle ne nécessite pas de matériel spécifique. Elle se
base sur 'observation, I'enregistrement et 'analyse des comportements des animaux.

La comparaison inter-laboratoire et plus aisée qu'avec des tests dérivant du conditionnement car
les paramétres du syndrome de sevrage précipité sont moins complexes et plus facilement
reproductibles d’un laboratoire a l'autre.

Il permet de comparer I'action antagoniste des substances (7).

f.  Inconvénients des techniques de détermination des symptémes de sevrage

Faux positifs : Les drogues donnant le plus d’effet au sevrage ne sont pas les plus « dures ».
Faux négatifs : Les rats s'administrent 'hydromorphone a des doses ne donnant aucune effet de
sevrage (pas de détresse produite par la naloxone). L’auto-injection intracérébrale de morphine
ne donne pas d'état de manque. Il existe des médicaments qui suscitent un état de manque mais
ne sont pas auto-administrés (antidépresseurs tricycliques tels que I'imipramine).

De plus, le traitement symptomatique de I'état de manque n‘'empéche pas le reprise de drogue.
La rechute survient en dehors de tout état de manque.

L’évaluation est dépendante de I'observateur et malgré I'évaluation des symptémes selon des
échelles standardisées, certains comportements sont sujets a interprétation.

39



II.3 Discussion

L’approche séquentielle proposée par le CHMP (figure 1) correspond aux différentes problématiques
soulevées par les substances a potentiel addictif. Selon le CHMP, les caractéristiques de la substance,

son profil pharmacologique in vitro, puis les tests comportementaux sont consécutivement réalisés
(7,49),

Les caractéristiques d'une substance potentiellement capable d’un abus sont :
* Une action sur le systéme nerveux central,
» Des parametres pharmacocinétiques spécifiques (courte durée d’action, biodisponibilité
élevée),
* Une marge thérapeutique élevée,
* Une instauration d’une tolérance apres traitement prolongé,
» Des similarités a d’autres substances induisant des abus,
e Des propriétés de renforcement.

L’approche proposée par le CHMP est composée de plusieurs étapes :

Tout d’abord, les études in situ (tests de microdialyse, de récompense aprés stimulation cérébrale et
I'évaluation du comportement général) sont réalisées lorsque la substance est suspectée de présenter
un potentiel addictif.

Ensuite sont réalisés les tests comportementaux et spécifiques décrits plus haut (préférence de place
conditionnée, auto-administration, discrimination).

Le modeéle, ainsi que la voie d’administration sont choisis au cas par cas ; ceux-ci dépendent en effet
de la substance et/ou de sa classe pharmacologique ; de la méme fagon, le choix de I'espece est
soumis a de nombreux facteurs. L'espece sélectionnée doit bien sur étre doit étre sensible et
documentée.

Ces études comportementales spécifiques présentent des particularités (7. 27):

» Il est nécessaire d'obtenir une courbe dose/réponse,

» La pharmacocinétique du produit et de ses métabolites présentent une grande importance,

» Les concentrations de test dépassent trés souvent largement les concentrations
thérapeutiques, afin de simuler une administration massive de substance,

» Les tests doivent étre réalisés en présence de contrdles positifs et négatifs, pour leur validation
scientifique,

» Les évaluations et observations sont multiples et se réalisent avant, pendant et apres le
traitement.

En cas de nouveau mécanisme d’action, les études discrimination sont généralement les premieres
entreprises car ces études permettent d'identifier les similarités d'action avec une classe
pharmacologique connue (7. 27). Elles peuvent étre utilisées pour la classification et la caractérisation
des substances addictives, y compris des hallucinogénes. C’est une technique a trés bonne
prédictibilité sur 'homme (45 65,107, 164) car elle est basée sur les signaux associés a la prise de drogue.

Les études de discrimination peuvent étre réalisées sur toutes les substances agissant sur le systeme

nerveux central, y compris celles a faible pouvoir addictif. De plus elles permettent le criblage des
nouvelles substances thérapeutiques pour leurs effets similaires a certains traitements ou pour leur
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absence d'effet addictif. En revanche, elles ne permettent qu’une évaluation indirecte du potentiel de
dépendance, par rapprochement, analogie et comparaison des effets.

Pour les nouvelles substances appartenant aux classes au potentiel de dépendance connu et défini
(par exemple : opioides, stimulant du SNC), les études de discrimination ne seront pas nécessaires. Un
nouvel opioide devra subir les tests de sevrage et d’auto-administration uniquement. De la méme
facon, un nouveau stimulant du CNS devra subir le test d’auto-administration.

Pour les nouvelles substances appartenant aux classes au potentiel de dépendance moins clairement
défini (par exemple : sédatifs, anxiolytiques), les études d’auto-administration et d’évaluation du
syndrome de sevrage doivent étre réalisées pour caractériser les effets de renforcement et de sevrage.
Pour les nouvelles substances appartenant aux classes moins connues (antagonistes des récepteurs
NMDA, cannabinoides), les études de discrimination peuvent étre utiles pour les incorporer parmi les
classes pharmacologiques existantes. De plus, des études d’auto-administration et d’évaluation du
syndrome de sevrage doivent étre réalisées pour caractériser les effets de renforcement et de sevrage.
Pour les inhibiteurs de la recapture de monoamines (ISRS, INRS), moins bien étudiés, des tests
supplémentaires doivent étre menés pour caractériser les problémes dus a I'arrét du traitement.

Apres une caractérisation des effets dans les études de discrimination, les propriétés de renforcement
(auto-administration et/ou préférence de place) et les éventuels symptémes de sevrage d'une
substance sont évalués (7 27), La technique d’auto-administration permet une mesure directe des effets
de renforcement et reste trés prédictive. La mise en ceuvre de cette technique est complexe mais
I'auto-administration reste la technique de référence pour I'évaluation des propriétés de renforcement
d’'une substance. Bien que moins sensible, la technique de préférence de place est cependant plus
simple a réaliser.

L’auto-administration est la méthode la plus directe pour I'évaluation du potentiel de dépendance, plus
particuliérement chez le primate chez qui le test est trés sensible et extrapolable a 'homme (170, 123, 155),

De nombreuses approches et protocoles peuvent considérablement faire varier le résultat final, mais
pour des raisons de biodisponibilité, la voie intraveineuse s’avere plus utilisée. Par ailleurs, la méthode
de substitution (apprentissage de la réponse opérante avec une substance de référence puis test de la
substance d’essai) est plus sensible que la méthode directe (apprentissage de la réponse opérante
avec la substance d’essai). Les comportements d’auto-administration de I'animal avant substitution
doivent étre clairement définis, car les observations et I'enregistrement des effets ont lieu avant,
pendant et apres administration.

Aprés ce test, les animaux peuvent étre réutilisés (particulierement les primates).

Aucune mortalité inhérente a I'administration unique ou répétée d'une substance addictive n’est
généralement observée car les doses sont sectionnées pour étre faibles ou intermédiaires. Cependant,
I'observation de mortalité est un signal d’alerte pour un réajustement des protocoles.

Les tests avec auto-administration de substance addictive utilisent généralement des protocoles en
accés limité. Les animaux ont alors acceés libre a la substance pendant un nombre d’heures fixé par
I'expérimentateur (3 a 10 heures par jour). De cette fagon, les effets délétéres observés apres
administration chronique sont minimisés. Les protocoles en accés illimité sont plus rarement utilisés,
car les animaux ont la possibilité de s’auto-administrer la substance 24 heures sur 24 et 7 jours sur 7.
Des psychostimulants tels que la cocaine induisent alors trés rapidement une détérioration de la
condition générale de I'animal et un haut taux de mortalité (30). Les protocoles en accés illimité peuvent
apporter des informations utiles car ils peuvent simuler chez I'animal un comportement de
consommation retrouvé chez 'nomme avec certaines substances (psychostimulants notamment).
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En paralléle de I'évaluation des propriétés de renforcement d’une substance est évalué le syndrome de
sevrage. En théorie, la tolérance devrait étre évaluée avant le sevrage, car le protocole du test de
sevrage dépend du résultat du test de tolérance. Dans le cas des opiacés, le test de tolérance est un
test d’'action pharmacologique (analgésie: test de la plaque chauffante). De la méme fagon, dans le cas
des benzodiazépines, il peut s'agir de la mesure de I'effet anxiolytique. Cependant, la tolérance n’est
pas un indicateur fiable de la dépendance. Le sevrage, en revanche, implique une dépendance
physique.

Dans le test de sevrage, la voie d’administration sélectionnée est généralement la voie d’administration
prévue pour les études cliniques. Le protocole implique l'instauration d'une dépendance. Il faut par
conséquent s'assurer de I'occupation adéquate des récepteurs pour le développement d'une réponse
neuro-adaptative.

Le test de sevrage précipité permet une mise en évidence plus rapide et plus sensible des signes
cliniques associés a un syndrome de sevrage. Encore une fois, les évaluations sont multiples et se
réalisent avant, pendant et apres le traitement, avec des périodes d’observation suffisamment longues
et des fréquences d'observation adaptées pour la visualisation et I'enregistrement des signes cliniques.

Les phénoménes tels que le sevrage non-physique ou émotionnel doivent étre évalués par des tests
spécifiques et adéquats : mesure de 'anxiété, de I'architecture du sommeil, de l'aversion de place
conditionneée.

Chaque test permet une approche spécifique de la molécule testée. Les trois techniques de préférence
de place, d’auto-administration et de discrimination sont complémentaires et chacune a des
caractéristiques uniques permettant une approche différente. Ces techniques doivent par conséquent
étre utilisées parallélement afin de cerner tous les aspects de la substance testée, et ce,
particuliérement si le mécanisme d’action est nouveau ou inconnu. Des résultats positifs a ces tests
devront nécessairement étre analysés en tenant compte d'un environnement multi-factoriel. La
galénique, la pharmacocinétique et les données cliniques disponibles doivent absolument étre prises
en compte pour I'extrapolation des résultats a 'homme.

Dans ces tests comportementaux, les observations et les traitements doivent étre scrupuleusement
synchronisées, de fagon a observer I'effet sur 'animal au moment du pic d’exposition a la substance.
Le pic d’exposition (Tmax/Cmax) @ la substance doit se situer pendant le conditionnement de fagon a
créer une association maximale entre I'effet et I'environnement. Ce pic d’exposition dépend de la dose,
de la voie d’administration, de I'état physiopathologique de I'animal. Il faut notamment prendre en
compte les effets de tolérance induits par certaines substances et augmenter les doses pour créer une
dépendance ou pour maintenir une concentration plasmatique a un niveau constant (figures 23 et 24).
Un suivi analytique de la substance peut éventuellement étre réalisé sur des animaux satellites afin de
confirmer que le pic sanguin survient effectivement pendant les phases de conditionnement.

Les caractéristiques pharmacocinétiques de la substance a tester sont donc extrémement importantes
pour un bon apprentissage de la réponse conditionnée.
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Les études sur les animaux présentent de nombreux avantages par rapport aux études sur les humains.

» Elles se révélent relativement moins cheres que chez 'homme, et permettent surtout de ne pas
traiter des humains avec des substances potentiellement addictives et/ou toxiques,

» Elles se déroulent t6t dans le développement du produit, et les résultats des études peuvent
influencer les stratégies de développement des substances,

» De trés larges gammes de doses peuvent et doivent étre testées,

 Différentes voies d’administration peuvent étre comparées,

» Des comparaisons entre les substances sont plus aisées, car la variabilité¢ des études
précliniques est maitrisée,

» Des études mécanistiques peuvent étre entreprises.

Dans le cas de médicaments, I'aspect bénéfice/risque reste prédominant, sachant que le bénéfice
médical doit étre systématiquement contrebalancé par les mesures de controle liées a I'abus de la
substance.

Le conditionnement occupe une place importante dans toutes ces techniques. Il permet I'apprentissage
aux animaux d’'une réponse quantifiable révélatrice des propriétés de la substance.

Les tests d’évaluation du potentiel de dépendance (tests de préférence de place, d’auto-administration,
de discrimination et des symptémes de sevrage) possedent des bibliographies trés conséquentes. Ces
tests sont donc bien documentés et sont utilisés en routine dans le développement préclinique des
médicaments. Des protocoles standardisés existent, ce qui tend a faciliter l'interprétation et la
comparaison inter-laboratoires.

Malgré la standardisation des tests, les paramétres spécifiques a chaque test sont nombreux et leur
réalisation nécessite une grande précision. Les valeurs historiques restent, comme toujours dans
I'expérimentation animale, les valeurs de référence.

De plus, les résultats de ces tests peuvent étre soumis a l'interprétation de I'expérimentateur, pendant
la génération des données ou pendant I'analyse des comportements de I'animal. Il convient par
conséquent d’utiliser des regles standardisées et homogénes pour permettre une interprétation inter-
laboratoire.
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Il LA MEMOIRE
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lll.1 Mécanismes de la mémoire

I11.1.1 Définition

La mémoire est un processus cognitif permettant d’'apprendre et de se souvenir des apprentissages
antérieurs (18),

Cette notion regroupe donc deux processus différents : I'apprentissage et la mémorisation.

L’apprentissage est une modification relativement permanente du comportement qui marque un gain
de connaissance, de compréhension ou de compétence grace aux souvenirs memorisés. La
mémoire est le fruit de cet apprentissage, la trace concréte qui en est conservée dans nos réseaux
de neurones (59,

Plusieurs types de mémoire peuvent étre définis (figure 25)

—=> { Mémoire & court terme ] = [ Mémoire a long terme }

|
| |
[ Déclarative (explicite) ‘ [ Mon-déclarative (implicite) |

[ Mémoire de travail } ] |

[ |

E i Habiletés et Apprentissages
{ i ] [ i J habitudes non-associatifs

Conditionnements Amorcage
[ Evénements ] ‘ classiques simples E

Figure 25 : différents types de mémoire (577),

[ Concepts

e La mémoire sensorielle correspond a la mémoire automatique, issue de nos capacités
perceptives, s'évanouissant généralement en moins d’'une seconde.

» La mémoire court terme permet de garder en mémoire une information pendant moins d’'une
minute environ et de pouvoir la restituer pendant ce délai. Elle est typiquement utilisée dans
une tache qui consiste a restituer, dans lordre, une série d’éléments qui viennent d’étre
énonces.

» La mémoire long terme comprend la mémoire des faits récents, ou les souvenirs sont encore
fragiles, et la mémoire des faits anciens, ou les souvenirs ont été consolidés. Elle peut étre
schématisée comme la succession dans le temps de trois grands processus de base :
I'encodage, le stockage et la restitution (ou récupération) des informations.

La mémoire a long terme peut étre séparée en mémoire explicite ou déclarative (savoir), et en
mémoire implicite (savoir-faire) (S9).
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[11.1.2 Mécanismes cérébraux

La mémoire utilise de tres nombreuses régions de notre cerveau, d'ou des déficits de mémoire
variables d’'une maladie a I'autre (S3. 5. 89, §12),

Le diencéphale (thalamus et hypothalamus) jouerait un réle important dans les processus de mémoire
procédurale alors que le systéme limbique (hippocampe, noyau amygdalien, région septale, gyrus
cingulaire, circonvolution parahippocampique) serait quant a lui impliqué dans la mémoire déclarative.
Le systéme limbique confere un pouvoir affectif @ une information sensorielle. L'hippocampe, les
lobes temporaux, de méme que les structures du systéme limbique qui leur sont reliées, sont
essentiels a la consolidation de la mémoire & long terme (figure 26).

Le circuit de Papez (ou circuit hippocampo-mamillo-thalamique) est un sous-ensemble de
connections qui relient les structures limbiques entre elles (figure 27).

Figure L A : Hizpocarme humain aprés ablation de Viémisphérs gauche
B : Lo gyatime mbique : 1. Amygdate 2. Bppocampe 3. Fimbria
4. Forniz 5. Strie terminale 6 Septum 7. Corps mamillaire & Thalarus

Figure 26 : localisation et structure Figure 27 : Systéme limbique et
du systeme limbique. circuit de Papez.

L'information transite successivement de I'hippocampe aux corps mammilaires de I'hypothalamus, au
noyau antérieur du thalamus, au cortex cingulaire, au cortex entorhinal pour revenir finalement a
I'hippocampe.

Aprés avoir circulé un certain nombre de fois dans le circuit de Papez, les associations temporaires
d'assemblées de neurones générées par un événement particulier vont subir un remodelage physique
qui va les consolider.

Au bout d'un certain temps, ces associations se stabiliseront et deviendront indépendantes de
I'hippocampe. Une Iésion hippocampale empéchera alors la formation de nouveaux souvenirs mais
n'effacera pas ceux encodés avant la |ésion (40 130, 204),

Le systeme limbique se désengage alors progressivement et les souvenirs n'y transitent plus mais se
retrouvent encodés dans des zones spécifiques du cortex qui correspondent aux régions ou les
informations sensorielles qui sont a l'origine des souvenirs ont été regues (le cortex occipital pour les
souvenirs visuels, temporale pour les souvenirs auditifs, etc).
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[11.1.3 Mécanismes moléculaires

o Systeme cholinergique (S3. 85, 59, 512)

Depuis longtemps le systeme cholinergique est connu pour son implication dans les processus
mnésiques, via les récepteurs nicotiniques et muscariniques. Des substances qui augmentent, miment
ou inhibent la dégradation de I'acétylcholine (Ach) augmentent I'apprentissage et la mémorisation. Au
contraire, les substances qui diminuent 'Ach diminuent la performance cognitive (dans certains
dysfonctionnements mnésiques comme la maladie d’Alzheimer, on note une diminution de I'activité de
I'Ach). Dans ce processus de mémoire, les synapses cholinergiques créent un potentiel d’action haute
fréquence et de courte durée, activant les synapses glutamatergiques, qui déclenchent le phénomene
de potentialisation long terme. L’Ach augmente l'activité de nombreux neurones corticaux, causant la
suppression des courants membranaires potassiques et entrainant ainsi la dépolarisation et la
suppression a l'adaptation (799, L’administration de scopolamine (antagoniste des récepteurs
muscariniques) est couramment utilisée en expérimentation animale pour linduction d’amnésies
antéretrogrades.

o Systéme glutamatergique (S3. S5 59, 512)

Le glutamate est le principal neurotransmetteur excitateur du systéme nerveux central. Il agit sur deux
types de récepteurs : les récepteurs ionotropiques (couplés a un canal ionique) et les récepteurs
métabotropiques (couplés a une protéine G effectrice). Les récepteurs ionotropiques sont désignés
selon le nom de leur agoniste principal : récepteurs NMDA (activés par le N-méthyl-D-aspartate), AMPA
(activés par le a-amino-3-hydroxy-5-méthyl-4-isoxazolepropionate), kainate.

Les deux principaux sont les récepteurs AMPA et NMDA.

Les antagonistes des récepteurs NMDA sont connus pour leurs effets amnésiants : dizocipline, PCP
(phencyclidine) (149,

» La potentialisation a long terme (PLT ou Long-Term Potentialisation)

La potentialisation a long terme correspond a une augmentation d’amplitude de la réponse post-
synaptique a la suite d’'une intense activation pré-synaptique, ce qui est le propre d’'une réaction de
mémorisation (3. 85, 59),

Elle se traduit biochimiquement par une cascade de réactions enzymatiques, qui a pour point de départ
la dépolarisation des récepteurs NMDA et a I'évacuation des ions Mg2*. Un grand nombre d’acteurs
interviennent dans cette cascade, tels que la Ca2*/calmoduline, 'adénylate cyclase, la protéine kinase |I
calmoduline dépendante, 'adénosine monophophate cyclique et la protéine kinase A.
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11.1.4 Les tests d’évaluation des fonctions cognitives

Les rongeurs font preuve de grandes capacités mnésiques car ils doivent apprendre et se souvenir de
I'environnement spatial afin de survivre dans la nature.

Beaucoup de tests mnésiques consistent en I'apprentissage d’un environnement spatial, comme par
exemple le test du labyrinthe aquatique et du labyrinthe radial. Le labyrinthe aquatique, initialement
décrit au début des années 80, est maintenant le test comportemental le plus utilisé en
neurosciences (%9, Le labyrinthe radial a 8 bras, développé pour les rats par Olton et Samuelson (739 est
aussi trés utilisé.

De trés nombreux autres tests réussissent a identifier 'apprentissage d’un environnement spatial : le
labyrinthe en T (4, le labyrinthe de Barnes ("4, ainsi que l'apprentissage non spatial : test de
conditionnement a la peur (), les expériences d'évitement (144),

Tous ces tests reposent sur plusieurs principes fondamentaux : les labyrinthes, le conditionnement ou
I'appariement & un modele (figure 28).

II' faut savoir qu’ « aucune méthode ne mesure l'apprentissage ou la mémoire ; On mesure la
performance puis on fait inférence. D’autres facteurs influent sur cette performance, comme l'attention,
la motivation, I'état émotionnel ou les conditions externes. » (9.

[."¢valuation des fonctions cognitives

~ N

Conditionnement Labyrinthes Appariement a un modele

Alternance acquise Labyrinthe de Cincinnati Reconnaissance d'objet

v
Al

Restriction alimentaire

;, ” -
Réflexe d'exploration
naturelle

‘ Immersion

Pas d'évaluation
de 'apprentissage

Apprentissage en

boite de Skinner Labyrinthe radial
P m_— —

e

Stimulus aversif Restriction alimentaire

Figure 28 : schéma des différents principes des tests d’évaluation des fonctions cognitives
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l11.2 Labyrinthes

I1.2.1 Généralités

Les labyrinthes constituent une méthode largement répandue pour évaluer les capacités de
mémorisation et de gestion de I'information spatiale. Le rat part d'un point de départ et doit trouver la
sortie (plate-forme d’échappement ou récompense) (figure 29).

= ?q NI

M

Figure 29 : Schémas de différents labyrinthes (de gauche a droite : Morris, classique, multiple T, radial a

8 branches)

La motivation peut donc étre appétitive (nourriture placée de maniére visible dans le labyrinthe) ; le rat
doit alors élaborer une stratégie optimale pour explorer I'environnement (labyrinthe radial a 8 branches
par exemple). Elle peut étre aversive dans le cas des tests aquatiques (labyrinthe de Morris, de
Cincinnati) : I'animal doit trouver la plate-forme d’échappement pour fuir la noyade.

Les labyrinthes sont des tests qui permettent I'évaluation de la mémoire court terme ainsi que de
I'apprentissage.

11.2.2 Labyrinthe aquatique de Morris

a. Principe

Le labyrinthe aquatique est I'un des tests les plus couramment utilisés pour mesurer I'apprentissage la
mémoire. Ce test est notamment affecté par I'dge, la souche de I'animal, le protocole utilisé, la
prédisposition au stress et les changements hormonaux, mais il permet I'évaluation d’'une amnésie et /
ou d’un déficit d’apprentissage produit par une substance ou une modification cérébrale.

Le labyrinthe aquatique de Morris a été congu par Richard Morris au début des années 1980 (126, Les
rats sont d’excellents nageurs et ils doivent retrouver une plate-forme d’échappement (figure 30).
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Figure 30 : Photographie d’une piscine de Morris
b. Réalisation du test (21. 55, 93,85, 126, 159, 183)

Le test se réalise généralement dans une enceinte circulaire d'environ 2 m de diamétre et 60 cm de
hauteur remplie a moitié. Une plate-forme d’échappement transparente est localisée sous la surface de
I'eau et les rats ne peuvent donc pas la localiser visuellement pendant le test. Des signaux visuels bien
distincts sont placés sur les murs de la piece, permettant ainsi a I'animal de se situer dans I'espace.

Avant de laisser les rats dans la piscine, ils sont placés 30 s sur la plate-forme. De cette fagon, ils
apprennent qu'il existe une sortie et se repérent dans I'espace.

Le rat est ensuite placé au point de départ et le temps passé a rejoindre la plate-forme d’échappement
est enregistré. S'il ne trouve pas la plate-forme en 2-3 min, il est délicatement poussé vers celle ci, sorti
de la piscine et séché.

c. Composants et paramétres

» La plate-forme et 'eau (% 783 : 'eau doit juste recouvrir la plate-forme, de fagon a la sentir avec
leurs pattes postérieures lorsqu’ils passent par-dessus (rat 5mm). La température de I'eau doit
étre assez élevée (24-26°C). Le froid encourage I'activité locomotrice mais cause I'hypothermie,
qui altére I'apprentissage 3. Un opacifiant (lait en poudre par exemple) peut étre ajouté pour
accentuer le contraste en 'environnement et le rat, ce qui permet une meilleure qualité du signal
vidéo enregistré.

» Temps sur la plate-forme et « sauvetage » : Le temps sur la plate-forme doit étre suffisant pour
qu'ils apprennent sa localisation par rapport aux signaux visuels muraux. A la fin de chaque essai
(échec ou réussite), les rats sont laissés sur la plate forme d’échappement pendant au moins 10 s
avant d'étre récupérés et séchés.

* Les signaux muraux correspondent & des raies noires de différentes largeurs (verticales,
horizontales, triangles).

o Le test est réalisé sur quatre jours, avec quatre essais par jour. Les points de départ varient dans
une méme session et l'ordre des départs varie d’'un jour a l'autre (N, S, E, O). Vingt a trente
minutes entre chaque essai est nécessaire pour un repos minimal de I'animal.

e Les rats font spontanément le tour de la piscine de Morris. lls peuvent avoir des techniques de
recherche, en s’éloignant en cercles concentriques du bord de la piscine, par exemple.
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* Le temps passé pour rejoindre la plate-forme et ceux passés dans chaque quadrant sont
enregistrés (figure 31).
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Figure 31 : temps pour trouver la plate-forme en fonction du
nombre d’essais. Le rat traité au véhicule présente une nette
amélioration des performances pour, aprés 7-8 essais,
trouver la plate-forme d’échappement en quelques secondes
seulement. En revanche, le rat traitt a la substance
amnésiante ne présente aucune amélioration des
performances a ce test (S77),

d. Avantages
Le rat est trés motivé. |l cherche sans attendre la plate-forme d’échappement.
L’eau ne présente pas en elle-méme d’indices visuels de localisation.

Ce test permet I'évaluation des fonctions d’apprentissage et de mémoire spatiale.

e. Inconvénients

La motivation aversive (risque de noyade) cause un stress chez les animaux. Les souris sont d’'un
tempérament plus anxieux que les rats. Ces derniers sont donc préférentiellement utilisés pour ce
test.

La récompense correspond au « sauvetage » de I'animal, I'expérimentateur doit donc se tenir
hors du champ visuel de I'animal, pour ne pas perturber sa performance.
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l1.3 Les techniques de conditionnement
111.3.1 Généralités

Ces techniques dérivant du conditionnement présentent les mémes caractéristiques que les techniques
de préférence de place, d’auto-administration ou de discrimination. De trés nombreux avantages, et des
inconvénients. La mémoire est évaluée aprés apprentissage/conditionnement d’'une réponse
quantifiable.

a. Alternance acquise en labyrinthe en T ou Y

L’animal en restriction alimentaire est conditionné a alterner son choix lors d’essais successifs dans le
labyrinthe en T. Sa capacité & mémoriser et a gérer I'information spatiale est évaluée apres traitement
(cette technique est plus détaillée plus loin).

b. Analyse du temps d’immobilité (freezing time)

Le test de peur conditionnée (temps d’immobilité) permet I'évaluation de I'apprentissage et est utilisé
pour I'évaluation des altérations neuroanatomiques.

Face a un stimulus important, le rat a une réaction stéréotypée : il s'immobilise. Le rat est d'abord
soumis a un choc électrique Iéger associé a un stimulus sonore, puis il n’est soumis qu'au stimulus. Le
temps d'immobilité, défini comme le « temps pendant lequel le rat ne bouge pas (excepté les
mouvements de respiration), correspond & une performance de la mémoire.

c. Apprentissage en boite de Skinner

Skinner a élaboré cette technique de conditionnement qui découle de I'apprentissage par essai-erreur.
Celle-ci consiste a conditionner I'animal a associer I'appui sur un levier et la distribution de nourriture
(figure 32). L'animal oublie plus rapidement cette association aprés traitement par une substance
amnésiante.

Figure 32 : Boite de Skinner
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d. L'évitement passif

L’évitement passif est un test simple et de screening permettant I'évaluation de la mémoire et est basé
sur la tendance des animaux a se sentir plus en sécurité dans une zone fermée et sombre (figure 33).
L'animal apprend a éviter un léger choc électrique dans les pattes a l'intérieur du compartiment sombre
passant spontanément du compartiment sombre au compartiment éclairé. Le temps mis par I'animal
pour entrer dans le compartiment sombre alors qu'il est dans le compartiment éclairé est mesuré (=
latence d'entrée dans le compartiment sombre). Une augmentation de cette latence refléte la force du
souvenir pour |'événement aversif.

Figure 33 : Cage d’évitement passif
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[11.3.2 Exemple du test d’alternance acquise en labyrinthe en T

a. Principe du test

Le labyrinthe en Y est un test initial et rapide pour I'évaluation des fonctions cognitives générales (54, ||
est basé sur le principe de l'alternance spontanée et est sensible a 'administration de substances
amnésiantes (figure 34). Son principal avantage est qu'il peut étre réalisé sans introduction d'un
stimulus aversif (restriction alimentaire ou hydrique, immersion).

Le rongeur est un animal qui explore spontanément son environnement et le rat est I'espéce préférée
pour ce test d’évaluation des fonctions cognitives, mais d’autres especes, moins courantes, peuvent
aussi étre utilisées, comme le homard par exemple (109

Placé lors du premier essai dans un labyrinthe en T, le rat a libre choix entre les deux bras du « T ».
Lors du second essai, le rat choisira le bras non visitt. Ce phénoméne se nomme alternance
spontanée. Une variante de cette technique est l'alternance renforcée (incluant une restriction
alimentaire préalablement au test).

Ce test se réalise avec des souris ou des rats et fait appel a la mémoire de travail, c’est a dire que la
réponse correcte varie selon celle qu'ils ont précédemment choisie.

Le test du labyrinthe en T évalue la capacité du rongeur & mémoriser son premier choix.

Start

Figure 34 : Schéma du labyrinthe en T

b. Réalisation du test (34 50. 59, 60, 79, 119)

. Dans le cas de l'alternance renforcée, une restriction alimentaire est nécessaire pour motiver
I'animal. Les animaux doivent alors avoir un poids de 90-95% du poids sans rationnement.

. Habituation a I'appareil : Les animaux sont placés dans le labyrinthe pendant environ 3 min. De la
nourriture est disponible aux extrémités des deux bras. Cette opération réalisée 4 fois avec des
intervalles de temps minimum de 10 min permet a 'animal d’explorer le labyrinthe et de decouvrir
la localisation des récompenses.

. Entrainement : L'animal n'a ensuite acces qu’a un seul bras par essai (par simple blocage du
bras opposé). Chaque bras disponible est alterné de fagon équivalente. Ces entrainements ont
pour but d’apprendre a I'animal a alterner son choix entre les deux bras du labyrinthe.

. Test :
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0 Pour l'alternance renforcée, le choix de I'animal lors du premier essai est imposé. Lors du
second essai, I'animal a accés aux deux bras et doit alors faire son choix. Une réponse
correcte correspond a un choix alterné qui aboutit a la consommation de la récompense.
Des sessions de 15-20 essais par jour peuvent étre réalisées jusqu’a ce que I'animal soit
totalement repu.

0 Pour l'alternance spontanée, I'animal est placé des le premier essai devant son choix. Il est
confiné dans le bras sélectionné pendant 30 s puis il est replacé au point de départ pour le
deuxiéme essai. Une réponse correcte est un choix alterné entre les deux bras. Des
sessions journalieres de 10-15 essais par animal peuvent étre réalisees pendant plusieurs
jours consécutifs.

0 Le choix de I'animal est enregistré pour chacun de ses essais et son score est calculé. Un
score de 0% correspond a aucune alternance ; un score de 100% correspond a l'alternance
a chaque essai. Les animaux controle obtiennent généralement un minimum de 80 % de
réponse correcte (figure 35).
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Figure 35 : Effets aigus de trois composés : SIB-1553A (a), nicotine (b) et
donezepil (c) sur l'alternance spontanée chez les souris traitées a la
scopolamine dans un labyrinthe en T. Les données sont présentées en
pourcentage d’alternance (gauche) et en temps de latence avant le choix en
secondes (droite) mesurée sur 8 essais. Les barres noires représentent les
groupes traités a la scopolamine ; les barres blanches représentent les
groupes traités au véhicule (26),
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c. Avantages (59 60)

Rapidité du test. Chaque passage d'un animal ne dépasse pas 2 min, ce qui permet de réaliser le
test en peu de temps. En cas d’échec de I'animal en 90 s, I'animal est re-testé plus tard.

Le temps passé dans le labyrinthe permet une évaluation simultanée des effets sensori-moteurs
d’un traitement.

Le matériel présente une simplicité de construction et est trés peu onéreux.

La technique est simple d'utilisation et ne nécessite pas de compétences spécifiques.
L’expérimentateur doit étre vigilant pendant 'habituation et I'entrainement des animaux.

Diverses variantes de ce test permettant d'augmenter la charge mnésique.

Des approches agonistes-antagonistes peuvent étre entreprises, pour évaluer les efficacités
relatives des substances.

d. Inconvénients

Il est préférable d'induire une restriction alimentaire, pour motiver I'animal. Celle-ci doit étre
effectuée dans le respect du bien étre de I'animal et des considérations éthiques. Pour que la
motivation résultant de cette restriction reste optimale, I'animal doit avoir le temps de consommer
sa récompense entiérement.

Les phases d’entrainement et d’habituation sont extrémement importantes. En effet, la restriction
de nourriture n’est quasiment plus nécessaire si 'animal est bien habitué et entrainé. Pendant
ces phases s'effectue I'apprentissage des animaux. Cet apprentissage est soumis a toutes les
contraintes du conditionnement et donc peut présenter de nombreuses variabilités.
L’expérimentateur lui-méme ne doit pas influencer le choix de I'animal.

La composante spatiale est faible (le test a une configuration simple). Un seul item est a retenir.
Un effet plancher des performances est rapidement atteint et ce test ne permet pas de mettre en
évidence un effet pro-mnésiant d'un traitement chez des animaux intacts.
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lI.4 Tache d’appariement a un modele
111.4.1 Généralités

Le principal test représentant cette tache est la reconnaissance d’objet (figure 36).

Le principe de cette technique est trés simple et repose sur le comportement naturel d’exploration des
rongeurs. Plusieurs publications font référence, notamment celles d’'Ennaceur et Delacour 69 ou plus
récemment de Bevins et Besheer (22,

Figure 36 : le test de reconnaissance d'objet

11.4.2 Reconnaissance d’objet

a. Principe

Les animaux explorent naturellement préférentiellement un objet inconnu.

Apres une phase d’habituation a I'arene, les rats sont traités puis placés dans I'arene en présence de
deux objets similaires (phase d’entrainement). Les temps passés a explorer chacun des objets sont
enregistrés. Pendant la phase de test, les animaux sont en présence d'un objet familier (exploré
pendant la phase d’entrainement) et d’'un objet nouveau.

Un animal qui n'a pas de troubles mnésiques passera son temps d’exploration sur le nouvel objet (69,
L’administration d’une substance a effet amnésiant entrainera un déficit cognitif lors de I'entrainement et
un défaut de mémorisation. Pendant la phase de test, 'animal explorera 'objet familier autant que le
nouvel objet, ce qui suggére qu'il a « oublié » sa phase d’entrainement.

La substance est administrée avant I'entrainement (amnésie antérétrograde) ou aprés I'entrainement
(amnésie rétrograde) selon la pharmacocinétique et la pharmacodynamie de la molécule.

b. Reéalisation du test

Selon Ennaceur et Delacour, €9, deux méthodes sont envisageables : une phase d’entrainement avec
un objet ou avec deux objets.
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¢. Parametres

Selon Mitchell Montcalm (S70), 55 variables sont & prendre en compte lors de la réalisation du test de
reconnaissance d’objet. Ceux-ci dépendent des animaux, de leur hébergement ou des paramétres de la
technique (figure 37).

55

1- Age des rals

2- Blirmertation des rats

3- Race desrats

4- Sexe des rats

- Poids des ratsMombre de rats par cage

&- Mament de la journée pour les nourir

7- Durée d'obscunité dans leur joumée

8- Durée de clarté dars lewr journgs

9- Mombre de rats par cage

10- Ternpérature de laur habit at

11- Mombre de jours dans 1'anim al erie

12- Couleur des obijets

13- Hauteur des objets

14- Forme des objets

15- Matériau des objets

16- Poick des chijets

17 - Positionnem ent des objets

18- Saturation enodeur des chijets

19- Intervalle entre les saturations en adeur
20- Grandewr de |a chambre

21- Hauteur de la chambre

22- Matériau de la chambe

23~ Litiére dans |e fond de la chambre

24- Changement de litiére pour chaque cage
26 - Satuwration en odeur de la chambre

26 - Unifoimité d'éclairage dars la chambre
27 - Lieu d"expérim entation isalé

28- Eclairage du lieu d'expérimentation

29- Frésence ou non de |'expeimertatewr
30 - Unifoamnit é du bruit de Fend (vertill ke ur)
31- Hombre de jours pour la stabulation
32- Intervalle stabulation-apprartissage

33- Durée de stabulation par jouwr

34- Momart de la joumée pour la stabulation
35- Intervalle déplacemert des cages-appr,
36- Fimulation des rats avart lappn

37- Momert dars la jourrée pour l'appr.
38- Durée de l'apprentissage

39- Positionnement du rat dars |a chambre au début de apprertissage
40 - Préponcérance spatiale

41- Intervalle entre 'appr. et |a recenn,

42- Dose de scopolamine

43- Dose de Ginkgo biloba

44- Intervalle entre l'injedtion du Girkgo biloba et de la scopdamire
45 - Injection d eau saline pour les cortrdles

46 - Mode d'injedion des produits

47 - Simulation des rats avark la recomn,

48 - Durée de la reconnaissance

49- Momart dars la jourrée pour la recomn.

50- Intervalle entre l'injedtion de scoplaming et la reconnaissance

51- Pesitionnement du rat dars la chambre au début de la recon,

£2- Frépondérance pour un okjet

53- Positionmer ent de |'chjet mowve au et 'objet ancien al éatcire

E4- Chronometrage en dired el une deusigéme Fois avec 'erregistrement
CE- Cistance enbre le mez du rat et 'chjet powr gulil explere
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Figure 37 : Les 55 variables a prendre en compte pour la réalisation du test de reconnaissance d'objet
selon Mitchell Montcalm (570),

. La technique de reconnaissance d'objet peut se réaliser sur des primates (non humain ou
humain) et des rongeurs : des souris (20. 63 et des rats (39 40. 69, 9. 113) de toutes les souches
peuvent étre utilisés.

Les souris nécessitent un temps d’exploration plus long (10 min (63 contre 3-5 min pour les rats)
car elles sont plus stressées et se concentrent donc moins facilement sur les objets a explorer.
Des phases d’habituation plus nombreuses sont réalisées pour les souris. Les études publiées
utilisent de fagon indifférente les males (%) et femelles (3% 40) sans que la variabilité entre les sexes
ne soit abordée. L'age a évidemment un impact (49, Les ras agés pouvant présenter un déficit des
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fonctions cognitives, les rats utilisés en général sont en général testés dans une tranche d'age
standard de 6 a 9 semaines.

L'arene doit étre suffisamment vaste par rapport a la taille de lanimal. En général, un
environnement moins stressant pour I'animal (parois hautes et/ou sombres) diminuent I'anxiété
chez les rats, et favorisent de ce fait I'exploration des objets (22. Une odeur peut étre associée a
I'un des objets, en général du vinaigre (. L’arene est placée de telle sorte que les deux objets
soient éclairés de fagon identique.

Les objets doivent répondre a plusieurs impératifs : ils doivent avoir un poids suffisant pour ne
pas étre déplacés par les rats, pour que leur sens de I'exploration ne soit pas biaisé par le
mouvement de I'objet. Leur taille doit étre assez importante pour étre le principal point d’attraction
dans l'openfield. Leur « attractivité » intrinséque doit étre équivalente ; celle-ci dépend de la taille,
du poids, de la couleur, de I'odeur (. L’animal peut circuler librement derriére les objets sans les
toucher.

L’habituation a pour unique but de mettre les animaux en situation d’exploration, dans un
environnement inconnu, de fagon a éviter le stress trop important pendant la période
d’entrainement qui pourrait diminuer le temps d’exploration des objets. Le nombre d’habituation
peut varier entre 3 et 0 (66. 68,69, 196) Bibliographiquement, le temps d’habituation varie entre 3 min
et 10 min (69, 96),

Les temps d’entrainement et de test doivent étre égaux pour permettre la comparaison des temps
d’exploration des objets. Des sessions d’entrainement et de test courtes sont recommandées, car
plus le temps de test est long, plus le nouvel objet devient familier 22 ; I'effet de reconnaissance
d’'objet peut donc étre diminué.

Intervalle de « rétention ». Plusieurs intervalles de rétention de l'information peuvent étre testés,
notamment pour connaitre quel est le temps auquel la différence entre les rats traités et les rats
contrble sera la plus importante (29, De plus, il peut étre intéressant de rechercher combien de
temps perdure l'information.

Lavage entre expériences. Deux possibilités se présentent : Tout peut étre nettoyé, de fagon a
présenter a chaque animal un environnement nouveau. Ou bien, on ne nettoie pas les objets pour
saturer en odeurs les objets et 'enceinte. Pour cela, il suffit de placer successivement plusieurs
rats dans I'aréne en présence des objets. Seule I'enceinte est nettoyée a l'alcool a 70° entre
chaque animal. Les objets sont nettoyés a la fin de chaque session de test et présentés a des
rats surnuméraires avant d'étre utilisés pour le test.
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d. Paramétres

Les paramétres mesurés sont définis par Delacour et Ennaceur ©8. 69 et puis utilisés par de trés
nombreux auteurs (7, 125, 145)

Tr =temps passé sur 'objet F (familier)
Tn =temps passe sur 'objet N (nouveau)
Plusieurs indices peuvent alors étre calculés
L'indice d’exploration (El) correspond au temps total d’exploration des objets.
El=Tn+ T
L'indice de reconnaissance (RI) correspond la proportion de temps que I'animal passe sur le
nouvel objet ; il varie donc entre 0 et 100%.
RI= [T/ (Tn + Tr)] X100
L'indice de discrimination (DI) correspond a la proportion de temps que I'animal passe en plus a
explorer le nouvel objet; il varie donc ente -100% (si I'animal explore seulement I'objet familier) et
100% (si il n’explore que le nouvel objet)
DI = [(Tn- Te)/ (Tn + Te)] X100

Les indices de econnaissance et de discrimination suivent les mémes variations mais l'indice de
discrimination prend en compte le temps passé a explorer I'objet familier (figures 38 et 39).
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Figure 38 : indice de reconnaissance et de

discrimination  par

temps.

Les performances

cognitives des rats traités au diazépam sont
significativement  différentes des performances
cognitives des rats traités au véhicule (p<0.05 test
de Dunnett).
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e. Avantages

Cette méthode utilise le réflexe d’exploration naturel chez le rongeur. Certaines techniques
provoquent un stress a I'animal : le labyrinthe en T nécessite une restriction alimentaire, le
labyrinthe sec nécessite une restriction hydrique, la technique d’évaluation du temps d'immobilité
des chocs électriques. Les labyrinthes aquatiques requiérent I'immersion des animaux. Dans ces
conditions de stress, les capacités cérébrales physiologiques de I'animal peuvent étre altérées et
les résultats du test de mémoire biaisés. Dans la reconnaissance d'objet, aucun stimulus aversif
n'est utilisé, aucune restriction n’est requise, aucun renforcement n’est utilisé. Théoriquement, le
seul stress engendré est dii au traitement. Aucun conditionnement n’est requis. Les animaux sont
donc moins stressés, mais aussi moins motivés.

Le test est trés court: une seule session de test est nécessaire ; les performances des rats
pendant la phase de test sont comparées aux valeurs d’entrainement.

Cette technique est trés documentée et continue d’étre utilisée pour I'évaluation des fonctions
cognitives.

Elle permet aussi dans certaines conditions d'apprécier I'aspect modulateur que peuvent avoir
certaines substances pharmacologiques (173. 176, 128, 134, 140),

De plus, ce test est basé sur la reconnaissance visuelle, et permet donc des comparaisons inter-
especes.

Ce test simple et rapide peut étre utilisé en premiere intention lors de I'évaluation de I'impact
d’'une substance sur les fonctions mnésiques, avant d’entreprendre des tests plus longs et
complexes, comme les labyrinthes aquatiques.

f.  Inconvénients
Cette technique ne permet pas I'évaluation de 'apprentissage, mais uniquement de la mémoire
court terme.

L’altération des capacités visuelles ou des facultés locomotrices de I'animal entrainera un biais
dans le résultat.

L’enregistrement des passages des animaux reste indispensable pour une analyse du

comportement de I'animal. Celle-ci peut par ailleurs étre réalisée par plusieurs personnes et en
aveugle, si possible.
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[11.5 Discussion

Alors que la tache de reconnaissance d’objet est un test qui permet d’évaluer la mémoire court terme
des rongeurs, des tests plus complexes tels que le test du labyrinthe aquatique ou du labyrinthe en T
permettent I'évaluation de I'apprentissage et de la mémoire court terme.

Les tests doivent étre validés avec des substances de référence (scopolamine, MK-801).

Le rat étant apparu depuis le milieu du XIXéme siecle en recherche scientifique, une tres grande quantité
de donnée ont été accumulée sur la physiologie et le comportement de cette espéce. Elle reste 'espéce
de prédilection en recherche comportementale.

Compte tenu des avancées récentes en génétique et de la plus grande facilit¢ de manipulation
génétique sur la souris, la recherche en neurosciences est de plus en plus réalisée sur les souris ; les
tests originalement développés pour les rats sont utilisés par des souris.

Les différences inter-espéces n'ont pourtant pas toujours été prises en compte (792 193, Comme le dit
Frick dans son article (9 ; « les souris ne sont pas de petits rats » !

Les deux espéces présentent pourtant de grandes différences dans leur habitat naturel : les rats vivent
dans des terriers souterrains proches de I'eau, ce qui explique que leur grande capacité a la nage. Les
souris peuvent aussi apprendre des taches dans I'eau, mais leur performance est moins bonne que les
rats (192, Les deux espéces montrent des niveaux d'apprentissage spatial comparables dans des
labyrinthes « secs », tel que le labyrinthe radial (193).

Les capacités d’apprentissage varient ainsi considérablement selon la pertinence éco-éthologiques des
stimuli et des paramétres sélectionnés (708 720),

Des facteurs non-éthologiques peuvent jouer un réle important dans les performances d’apprentissage.
Par exemple, dans les tests aquatiques, I'animal est immergé pendant quelques minutes. Si la
température de l'eau est trop faible (moins de 24-26°C), la souris peut devenir sévérement
hypothermique, alors que le rat est plus résistant & une température plus faible. L’enregistrement de la
température de I'eau est alors crucial pour I'obtention de données valides 99,

Tous les tests peuvent étre utilisés indifféremment chez la souris ou chez le rat, mais les protocoles
doivent prendre en compte les spécificités de I'espece pour les observations comportementales.

Les données obtenues chez la souris dans un labyrinthe aquatique peuvent étre séverement affectés
par le thigmotactisme, c'est-a-dire le comportement des souris dans un environnement qui consiste a
rester en contact proche avec les murs ou cloison de son environnement (197). Celui-ci est considéré
comme une réponse émotionnelle (anxiété a traverser I'espace) (17).

Les mauvais résultats liés au thigmotactisme ne doivent pas étre seulement considérés comme les
conséquences de perturbations des fonctions mnésiques mais comme la révélation de perturbations
émotionnelles. Le labyrinthe aquatique de Morris est un test d’apprentissage basé sur une motivation
aversive ; en effet, la motivation de I'animal est la peur de la noyade. Par conséquent, I'acquisition de la
tache reste un évenement stressant et ce, méme lorsque les facteurs aversifs sont réduits au
minimum (73,

Afin de comprendre si une donnée expérimentale reflete bien le comportement recherché, et pour éviter
de confondre un comportement de I'animal avec un autre, il est toujours utile de visualiser les tests des

63



animaux. Un enregistrement vidéo est le plus souvent recommandé. Les examinateurs peuvent alors
analyser le signal plusieurs fois et de fagon plus précise.

Ainsi, des observations précises de souris testées dans un labyrinthe radial non équipé de portes a
I'entré des bras ont entrainé une mauvaise interprétation du résultat car les souris ne présentaient pas
d’'apprentissage spatial, mais seulement une alternance non spatiale..

Rapprochement des tests des conditions naturelles

Bien qu'une approche semi-naturaliste pour I'étude de I'apprentissage et de la mémoire ait été
longuement étudiée chez les oiseaux #'. 166 et moins fréquemment chez le rongeur, la nécessité de
réaliser des protocoles plus orientés « éthologie » est de plus en plus discutée (32,

Beaucoup de chercheurs sont conscients du caractére artificiel des conditions de laboratoire dans
lesquelles le rongeur peut parfois avoir des comportements non naturels qui peuvent interférer avec les
taches d’apprentissage.

Comprendre le comportement naturel d’apprentissage des rongeurs peut étre important pour :

. comprendre les processus cognitifs sensibles a la sélection naturelle,
. reconnaitre la pertinence écologique des réponses comportementales sélectionnées,
. développer de nouvelles stratégies et valider les tests couramment utilisés en laboratoire (67),

Une approche semi-naturaliste peut révéler des comportements qui ne seraient pas détectés dans les
tests en conditions de laboratoire standard. De plus, il apparait que un environnement semi-naturaliste
n'est pas seulement bénéfique pour les fonctions cognitives, mais aussi pour la recherche en
neurosciences dans son ensemble. Par exemple, la neurogénése de lhippocampe chez le rat
apparaitrait facilitée si 'animal vit dans un environnement complexe (terrier développé par Blanchard et
Blanchard (29, par rapport a un environnement standard de laboratoire (82,

Le stress affecte tout particuliérement les fonctions mnésiques de I'animal.

. le degré de vigilance, d'éveil, d'attention et de concentration. Des troubles de I'attention peuvent
diminuer radicalement les performances mnésiques. L'effort conscient de répétition ou
d'intégration de l'information améliore les capacités mnésiques. En clinique, I'attention joue un
réle important dans I'analyse de la neurotoxicité ; Des déficits de I'attention se traduisent chez
'homme par de I'hyperactivité, de l'impulsivité¢ ou de linattention. Ces trois paramétres sont
difficilement quantifiables simultanément a la mémoire chez I'animal.

. lintérét, la force de motivation, le besoin ou la nécessité. La motivation est un facteur qui favorise
la mémoire.

. les valeurs affectives attribuées au matériel a mémoriser, I'humeur et le degré d'émotion de
lindividu. L'état émotionnel lors d'un événement peut influencer grandement son souvenir. Le
traitement mnésique des événements chargés d'émotion fait intervenir la noradrénaline, et ce
neurotransmetteur est libéré en plus grande quantité lorsque nous sommes excités ou tendus.

. le lieu, I'éclairage, l'odeur, les bruits, bref tout le contexte présent lors de la mémorisation

s'enregistre avec les données a mémoriser. Nos systémes mnésiques sont donc contextuels ; par
conséquent, le rappel du contexte ameéne, par association successive, a l'information pertinente.
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Un autre aspect important dans les phénoménes de mémorisation est I'oubli. L'oubli permet de nous
débarrasser de I'énorme quantité d'informations que nous traitons tous les jours et qui est jugée sans
utilité pour l'avenir.

De la méme fagon que dans les tests d’évaluation de la dépendance, la pharmacocinétique des
substances administrées joue un role prépondérant dans I'acquisition des performances mnésiques. En
effet, les séances d'acquisition de la tdche a accomplir doivent étre réalisées au moment du pic
d’exposition de I'animal a la substance a tester.

Les études chez I'animal utilisent généralement des protocoles expérimentaux destinés a I'évaluation
des comportements spécifiques et sont basés sur des méthodes dérivant du conditionnement opérant.
Ainsi, une tache comme I'apprentissage est représentée par un comportement précis réalisé dans une
condition déterminée par le test.

Chez 'homme, les évaluations comportementales se déroulent grace a des instruments de tests
standardisés. Ceux-ci permettent une analyse plus globale du comportement. De cette fagon,
linterprétation d’'un simple test de mémoire est mise en paralléle avec l'interprétation de tests émotifs et
de réflexes.

Par ailleurs, les tests étant différents chez 'homme et chez I'animal, leur sensibilité et spécificité sont
évidemment incomparables. Afin de pouvoir comparer les résultats de I'animal chez 'homme, des tests
similaires et des observations identiques peuvent étre réalisés chez les deux espéces. Une similarité
dans les observations renforce alors I'extrapolation inter-espéce et permet la validation de I'espéce
animale pour des investigations supplémentaires.

L'extrapolation des résultats des tests chez le primate jusqu'a 'homme s’aveére plus aisée que chez le

rongeur. Les réactions, comportements, et observations étant comparables lors des tests, le primate
reste 'espéce la plus prédictive quant a un effet sur lhomme (170),
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V. CONCLUSION ET PERSPECTIVES
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Les tests d’évaluation des fonctions du systéme nerveux central et plus généralement de neurotoxicité
prennent une place de plus en plus importante dans I'évaluation des nouvelles substances. Ceux-ci
nécessitent une approche pluridisciplinaire :  pharmacologie, toxicologie, pharmacocinétique,
neurobiologie, neuroanatomie et comportement doivent étre prises en considération.

Comme dans toute expérimentation animale, les caractéristiques des animaux (espéce, souche, sexe,
age, poids, spécificitts meétaboliques), et celles de la substance active (demi-vie, administration
simultanée de nourriture, interactions) entrainent des variations dans la réponse. Les rongeurs sont
utilisés de fagon standard dans ces tests comportementaux, mais du fait de la complexité des
problématiques (addiction ou mémoire), les primates sont une espece dont les résultats sont
extrémement prédictifs. Les réponses varient selon la souche, I'age, le sexe, mettant ainsi en évidence
des terrains prédisposants ou plus sensibles a l'instauration d’'une dépendance ou a l'induction d’'une
amnésie.

Dans ces tests comportementaux sont rencontrées des espéces utilisées de fagon moins courante en
expérimentation animale, tels que la gerbille ou le pigeon. Ces animaux possédent des caractéristiques
propres (pharmacodynamie et pharmacocinétique) dont il faut tenir compte avant tout traitement.

Ces tests comportementaux présentent des spécificités propres. Et les conditions du test jouent un role
primordial dans I'élaboration d’une réponse sensible et spécifique de I'animal.

La pharmacocinétique joue un réle primordial dans la conception des protocoles et dans l'interprétation
des résultats puisqu'il devient trés important de synchroniser les pics d’absorption de la substance et les
phases de conditionnement ou de test.

Les animaux doivent étre manipulés dans des conditions trés précises et délicates. Toute variabilité due
aux conditions extérieures doit étre réduite au minimum car celles-ci ont un impact considérable sur les
facultés d’apprentissage des animaux. Un stress causé par des signaux externes tels que le traitement,
le bruit ambiant ou encore la luminosité trop importante, peuvent altérer considérablement la qualité du
conditionnement et donc de I'apprentissage.

Le stress a une influence majeure sur les comportements des animaux, a la fois sur les capacités
d’'apprentissage et sur le comportement de consommation de substance. Il est d'autant plus important
de contréler et de minimiser le stress et d'inconfort des animaux afin d’optimiser les résultats du test et
leur interprétation.

L’expérimentateur lui-méme doit adopter un comportement particulier et une position spatiale précise de
fagon a ne pas influencer I'animal ni dans son conditionnement ni dans ses éventuels choix.

Les comités d’éthique jouent alors un réle trés important pour révision des protocoles, particuliérement
dans les tests pour I'évaluation de I'addiction, car le bien-étre de I'animal dans ce type de test est
directement mis en question.

Ces tests sont utilisés de fagon trés répandue dans la recherche fondamentale, historiquement sur des
animaux avec des lésions cérébrales (hippocampe, amygdale) puis sur des animaux déficients en
récepteurs (récepteurs NMDA ou W), et aujourd’hui sur des animaux génétiquement modifiés (modeles
d’Alzheimer), permettant ainsi I'exploration des processus cérébraux de la mémoire et de la
dépendance (mécanismes cérébraux, moléculaires et pathologiques). Compte-tenu des problématiques
actuelles, les tests comportementaux sont aussi régulierement utilisés dans le développement de
médicament.

Les observations histopathologiques réalisées lors des études de toxicologie englobent les structures
cérébrales importantes pour certaines fonctions comportementales (hippocampe et mémoire, systéme
limbique et émotion, hypothalamus et fonction endocrine). Le choix du test comportemental dépend
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alors totalement de la problématique soulevée. Certains tests sont simples a réaliser mais peuvent
manquer de sensibilité, alors que d’autres tests sont plus sensibles mais beaucoup plus complexes et
onéreux. D’un autre coté, la batterie d’observation fonctionnelle a montré étre plus sensible qu'un test
plus complexe (tache de conditionnement opérant) dans la détection des effets liés a un traitement (727),
Comme cela a déja été le cas pour la batterie d’observation fonctionnelle (ou FOB), les évaluations des
fonctions du SNC tendent a étre incorporées progressivement dans les tests de toxicologie (ligne
directrice de 'OCDE 422).

De cette fagon, les résultats sont optimisés et le nombre d’animaux est réduit, ce qui s’accorde
totalement avec les nécessaires considérations éthiques a prendre en compte en expérimentation
animale.
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EVALUATION OF COGNITIVE FUNCTIONS:

COMPARISON OF THREE METHODS

Antoine Lodiot, Pauline Rousseau, Guillaume Froget, Pierre Lainée and Roy Forster

m““m““mw Introduction

Cognitive functions must be investigated as part of various regulatory preclinical safety studies, including reproductive
toxicity, developmental neurotoxicity and juvenile toxicity studies. For this purpose several types of test are commonly
used, such as conditioning paradigms, mazes (including water mazes) and object recognition tasks.

In the work presented here we have evaluated the effects of the same pharmacological agent, scopolamine
(administered intraperitoneally at 3 mg/kg) using three different testing approaches to assess cognitive abilities:
Cincinnati Water Maze, Morris Water Maze and Object Recognition Task. The first two methods test cognitive ability
under aversive conditions, while the third method is based on the natural exploratory behaviour of rats.

...... Recognition Task

Safety & Health
Research Laboratories

CIT, Evreux, France

the rat was gently pushed towards the escape platform and a negative score was recorded. Swimming time to reach the
platform was measured. The animal movement in the maze was recorded both manually and by videotracking (Flir
System Thermovision A20V video camera). Different parameters, such as time to escape and time spent in each quarter
of the pool during the trials, were analysed by data acquisition software (IRTrack 1.0.5, Intellibio, Nancy, France).

Results (Fig.2)

Scopolamine-treated rats had longer swimming times when compared to controls, and the number of failures increased
significantly each day. The difference in memory performance (time to reach platform and failure rate) between males
and females increased from day 1 to day 4. Female rats appeared to be more sensitive to scopolamine than the males.

Fig. 2: Morris water maze validation

Escape time Failure rate

The Object Recognition Task is a simple memory evaluation method based
on the natural exploratory behaviour of rats. The time taken to explore a new
object is measured after treatment with the reference compound or vehicle

Materials and methods

A training phase (T,)) was performed 30 min after administration of scopolamine
(3 mg/kg i.p.), in which Spraque Dawley rats (4 animals/group/sex) were placed in
the open field with two identical objects (7x7x5 cm wooden cubes) for 180
seconds. The test phase (T,) was realized two hours after the training phase. Rats
were placed again in the open field and presented with a novel object (a 10 cm
diameter plastic truck wheel) together with one familiar object (wooden cube). A
second test phase was performed 24 hours later (T,,) with a ceramic cylinder (8 cm
high x 6.5 cm diameter). The time spent exploring each object was manually
recorded, and an Exploratory Index (EI) and a Discrimination Index (DI) were calculated: T,: time spent on object A
(familiar) ~ Ty: time spent on object B (novel) El=Ty+ T, DI=[(Tg - Ty)/ (T + T,)] x100

EI represents the total amount of time spent to explore both objects.

DI represents the additional time the animal spends on the exploration of the new object compared to the familiar object.
e.g., if an animal spend the same time on both objects, DI would be equal to 0%.

Exploration of an object is defined as “directing the nose to the object at a distance of <2 cm and/or touching it with
the nose. Turning around or sitting on an object is not considered as exploration.” (Ennaceur and Delacour 1988)

Results (Fig.1-Table1)

In the training phase, the time taken to explore the two identical objects was similar in control and scopolamine treated
rats. During the test phase 2 hours after drug administration, scopolamine-treated rats showed a significant decrease of
DI (90% compared to control rats) indicating that scopolamine treated rats consider the familiar object as a new one.
In control treated rats like in scopolamine treated rats, DI at T24 are getting nearer to 0%, suggesting a memory
retention time of less than 24h in our experimental conditions. A sex difference was observed in these results, and
control female rats showed a lower DI compared to control male rats.

Fig. 1: Object recognition task validation

DISCRIMINATION INDEX

] Males treated with vehicle
[] Females treated with vehicle
[ Males treated with scopolamine 3mg/kg

[ Females treated with scopolamine 3mg/kg

Table: p<0,05 vs. vehicle group

Vehicle Scopolamine Scopolamine

Ta (5) 12,8 £ 0,5 12,3+ 1,4 19,3+0,9 24,0 + 2,5

Training phase  Tg (s) 13,5+ 1,3 11,8+ 1,1 20,0 = 1,2 243 +1,2
TO El (s) 26,3+ 1,7 24,0 + 2,4 39,3+ 1,7 48,3 + 3,5

DI (%) 0,8 +£6,5 -04+ 0,7 1,7 6,5 2,673

Ta (5) 4,5+ 0,5 9,3x1,0 12,0 £ 0,7 22,8 + 1,1

Test phase 2h Tg (s) 16,5+ 1,1 21,5+ 1,1 23,8+ 1,7 20,8 + 2,0
T2 El (s) 21,0+ 1,5 21,8+ 1,5 35,8 £ 2,1 43,5 + 2,6

DI (%) 580 3,8 150+ 10,5 * 31,7+ 7,8 -6,7 + 8,5

Ty (5) 10,5+ 1,3 15,3 = 1,6 15,3+ 0,7 20,8 + 1,2

Test phase 24h  Tg (s) 9,8+0,9 130+1,5 15,0 + 0,7 16,0 + 1,0
T24 El (s) 20,3 2,2 28,3 +3,2 30,3+ 1,0 36,8 +2,0

DI (%) -1,7 £ 3,5 -8,5+0,8 -0,9 £ 6,5 -12,9 £ 3,5

The Morris Water Maze is a spatial navigation task for measuring learning and
memory in rodents. Using visual cues, rats learn to find the hidden platform and to
escape from the water during repeated daily sessions.

Materials and methods

This test was performed in a circular pool (diameter: 2 m and depth: 50 cm) filled
to a water depth of 25 cm. The water was maintained at a temperature of around
20+2°C. The animals were put into the water from one of the four starting points
(N, S, E, W). The exit point consisted of a transparent circular platform (10 cm)
placed underwater at a fixed location in the pool.

20 minutes prior to the first test of each day, Sprague Dawley rats (5
animals/groups/sex) were administered scopolamine (3 mg/kg i.p.) or vehicle
(0.9% saline). Rats were tested four times per day (at different starting points) for
four consecutive days. They were allowed up to a maximum of 180 seconds to reach the platform. In the case of failure,
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\Ilmllllmmmcinnati Water Maze

The Cincinnati Water Maze (Multiple T maze) is a spatial navigation task that measures learning and memory in
rodents. Unlike the Morris Water Maze, this more complex maze is a multiple choice task that requires a sequential
learning.

Materials and methods

The Cincinnati maze design consists of nine interlinked T-units (each
measuring 15 cm in stem length and 22 cm in the cul-de-sac arms) submerged
in a pool filled to a water depth of 25 cm. The most direct path leading from
the start (point A) to the exit platform (point B), laid 1 cm under the water,
requires three right and six left turns (asymmetrically linked). The water
temperature is maintained at 20+2°C.

20 minutes prior to each test, Sprague Dawley rats (5 animals/group/sex) were
administered scopolamine (3 mg/kg i.p.) or vehicle (0.9% saline). Six training
phases are performed to evaluate learning ability. Memorization and
adaptation to environmental changes are evaluated during three memory
phases and three reverse phases. In the case of failure, the rat was gently
pushed towards the escape platform and a negative score was recorded. Each
animal's movements in the maze were recorded both manually and by
videotracking (Flir System). Different parameters, such as time to escape and
time spent in each quarter of the pool during the trials, were analysed by data
acquisition software (IRTrack 1.0.5, Intellibio, Nancy, France).

Results (Fig.3)

The administration of scopolamine did not significantly affect performance during the learning trials and memorization
phase when compared to controls. During the reverse phase, scopolamine-treated rats showed significantly increased
mean swimming times and failure rates when compared to control rats. Female rats showed a higher time to escape than
the males. A decrease in the number of errors was seen in male rats during the reverse phase, but not in the females.

Fig. 3: Cincinnati water maze validation
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Conclusion and discussion

We have evaluated the effects of the same pharmacological agent, scopolamine (administered intraperitoneally at
3 mg/kg) using three different testing approaches to assess cognitive abilities: Cincinnati Water Maze, Morris Water
Maze and Object Recognition Task.

In the Object Recognition Task, at 2 hours after the training phase, scopolamine treated rats showed reduced DI,
showing that they do not recognize the training object as a familiar one.

In the Morris Water Maze, the improvement in escape time measured during the learning phase (day 1 to day 4) was
reduced by scopolamine (60% vs. 80% in controls on Day 4).

In the Cincinnati Water Maze, scopolamine induced no significant modifications during the learning and memorization
phases, but adaptation to environmental changes during reverse phase was significantly reduced (2 to 4 fold increase in
the failure rate).

In all three tests, a sex difference was noted and females showing a greater sensitivity to the action of scopolamine than
males. The vehicle treated female performances of females were also lower than in males. The designs of these studies
do not allow to determine whether the pharmacokinetics and/or the repeated administration of scopolamine might have
a significant influence on the results.

(1) Ennaceur A, Delacour J. A new one-trial test for neurobiological studies of memory in rats. 1: Behavioral data. Behav Brain
Res. 1988 Nov 1; 31(1):47-59

(2) Vorhees CV. Maze learning in rats: comparison of performance in two water mazes in progeny prenatally exposed to
different doses of phenytoin. Neurotoxicology and teratology, 1987, 9:235-241

(3) Morris RGM. Development of a water maze procedure for studying spatial learning in the rat. J neuro science methods 1984
11: 47-60
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