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Liste des abréviations et définitions :

ADN : acide désoxyribonucléique : support de l'information génétique.

ARC : protéine Arc : participe à la plasticité neuronale.

ARN : acide ribonucléique .

BDNF : facteur neurotrophique dérivé du cerveau : participe à la plasticité neuronale.

BHE : barrière hémato-encéphalique : limite le passage de certaines molécules, de la circulation

sanguine au système nerveux central.

CeA : Amygdale centrale : structure cérébrale impliquée dans le circuit de la récompense.

CPF : cortex préfrontal : structure cérébrale impliquée dans le circuit de la récompense.

DNMT :  DNA  méthyl-transferase :  enzyme  catalysant  la  méthylation  de  l'ADN,  dont

l’expression s’accroît, chez l'Homme, avec l'alcoolisation chronique.

Epigénétique : ensemble des mécanismes qui vont moduler l'expression des gènes sans changer

les séquences nucléotidiques.

EtOH : éthanol de formule semi-développée CH3CH2OH. Alcool des boissons alcoolisées.

GAPDH : Glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase : enzyme impliquée dans la glycolyse.

GluN2A : sous-unité 2A du récepteur NMDA.

GluN2B : sous-unité 2B du récepteur NMDA.

HAT : histone acétyl-transferase : enzyme catalysant l'acétylation des protéines histones et donc

favorisant la transcription.

HD : High Drinkers : groupe de rats buvant naturellement beaucoup d’alcool.

HDAC :  histone  désacétylase :  enzyme  catalysant  la  déacétylation  des  protéines  histones  et

diminuant la transcription

.HDACi : inhibiteur d'histone désacétylase : diminue l'activité HDAC et donc la déacétylation

des protéines histones.

Histones : protéines formant, avec le double-brin d'ADN, la chromatine.

HMT : Histone Methyl Transferase : enzyme catalysant la méthylation des Histones.

LD : Low Drinkers : groupe de rats buvant naturellement peu d'alcool.

MFI : intensité moyenne de fluorescence : unité de mesure de l'intensité de fluorescence.

Nacc : noyau accumbens : structure cérébrale impliquée dans le circuit de la récompense.

NAD+ : nicotinamide adénine dinucléotide : cofacteur de certaines enzymes.

NMDA : acide N-méthyl-D-aspartique : agoniste d'un neurotransmetteur : le glutamate.

SDL : striatum dorso-latéral : structure cérébrale impliquée dans le circuit de la récompense.

SDM: striatum dorso-médian : structure cérébrale impliquée dans le circuit de la récompense.

SUD : Substances Use Disorders : ensemble des troubles de la consommation des drogues.

TUAs : Troubles de l'Usage d'Alcool.

URL : unité relative de lumière : unité de mesure de l'intensité lumineuse.
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Résumé :

L'alcool  représente  un enjeu  considérable  de  santé  publique  dans  l'ensemble  de l’Europe et  en

France en particulier. Les récentes recherches ont permis de mettre en évidence que l'éthanol était

entre autre, un perturbateur épigénétique.  Parmi les différents mécanismes épigénétiques perturbés

par l'éthanol,  l'acétylation des protéines histones, que l'éthanol favorise, est la mieux documentée.

Cependant,  la  compréhension  des  mécanismes  par  lesquels  l'éthanol  est  un  perturbateur

épigénétique reste à parfaire. C'est dans ce but que nous avons étudié la molécule EBJD9, supposée

d'être un activateur HDAC.

Nos résultats mettent en lumière qu’EBJD9 induit in vitro une augmentation de l'acétylation H4K12

et une augmentation de l'activité HDAC totale, et induit  in vivo une hausse de la consommation

d'éthanol  chez  des  rats  qui  buvaient  spontanément  peu d’alcool  sans  montrer  d'évolution  de  la

consommation d'éthanol chez des rats qui en buvaient spontanément beaucoup. Cela nous apparaît

tout à fait pertinent dans la mesure où les iHDACs ont la propriété de diminuer la consommation

d’alcool dans plusieurs modèles animaux.

Les résultats préliminaires (n=3) de la cytométrie en flux, montrent que ces deux groupes de rats

diffèrent par leurs niveaux d’acétylation Ac-H4K12. Dans le cortex préfrontal,  les bons buveurs

présentent une plus forte expression de HDAC2 et une moindre expression d’Ac-H4K12 par rapport

aux  rats  mauvais  buveurs,  tandis  qu’ils  présentent  une  plus  faible  expression  de  la  sous  unité

GluN2B du récepteur  NMDA. Dans le noyau accumbens,  nous observons le  même profil  pour

HDAC2 et Ac-H4K12, mais l’expression de la sous unité GluN2B du récepteur NMDA est plus

forte pour les  bons buveurs.   Il  existe  également une  tendance d’EBJD9 à « normaliser » Ac-

H4K12  dans  le  cortex  pré-frontal  et  le  noyau  accumbens  dans  les  deux  groupes  de  rats  sans

modifier l’expression de HDAC2.

Nous avons précédemment montré au laboratoire qu’une augmentation de l’expression de HDAC2

est  associée  à  une  augmentation  de  l’expression  de  la  sous  unité  GluN2B par  action  sur  son

promoteur. Ici nous observons avec EBJD9 une expression de GluN2B dans le cortex préfrontal et

le noyau accumbens qui évolue dans le sens inverse à celui attendu par l’hypothèse qui voudrait

qu’EBJD9 module l’activité HDAC2. Dans la mesure où EBJD9 ne module pas HDAC2, nous

proposons  l’hypothèse  qu’EBJD9 développe  son  effet   sur  Ac-H4K12  via une  action  sur  une

enzyme HDAC différente de HDAC2. Ensemble,  ces résultats  permettent  de dire qu’EBJD9 se

comporte comme un activateur HDAC, qui ne cible pas HDAC2. Ce travail permet d’enrichir les

connaissances  actuelles  sur  les  activateurs  HDACs  dont  l'étude  est  encore  très  récente.  La

compréhension  de  leurs  mécanismes  d'action  pourrait  nous  en  apprendre  beaucoup  sur  les

mécanismes d'action de l'éthanol, reconnu comme étant lui-même un activateur HDAC.

Mots clés     : éthanol, TUA,  épigénétique, HDAC, activateur, histone, acétylation.
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1. INTRODUCTION :

1) Présentation de la question scientifique

Le travail présenté ici a pour but d'étudier les effets épigénétiques de la molécule EBJD9 sur la

consommation d’alcool de rats mâles adultes, et a été réalisé au sein du laboratoire GRAP INSERM

UMR 1247 situé au Centre Universitaire de Recherche en Santé (CURS) de l’université d’Amiens,

de septembre à juin 2019. La molécule EBJD9 a été synthétisée récemment par des partenaires du

laboratoire GRAP d’Amiens, l’équipe  - CNRS – UMR 7312 – ICMR - SFR CAP-Santé, situé à

l’UFR de Pharmacie de l’université  de  Reims et  en particulier  par la Docteure Erika Bourguet

(Maître de Conférences – HDR). Cette molécule est en cours de caractérisation dans ces deux labo-

ratoires et des travaux préliminaires proposent qu’EBJD9 soit une molécule activatrice d’une fa-

mille d’enzyme, les Histones DésACétylase (HDAC).

Nous présenterons dans cette introduction les prérequis nécessaires à la compréhension du lien

entre  l'alcool  et  les  mécanismes épigénétiques,  les  éléments  sur  le  type  de  modèle  animal  de

consommation excessive d’alcool utilisé ici, les éléments qui nous permettent d'envisager EBJD9

comme un activateur HDAC, et enfin nous exposerons l’ensemble de nos hypothèses de travail.

2) Définition de l'alcool :

Le terme alcool est  un terme générique qui regroupe l'ensemble des composés organiques,

présentant un groupement hydroxyle OH sur l'un des atomes de carbone, lui-même relié à un autre

atome de carbone ou un atome d’hydrogène. L'alcool dans le sens courant est celui que l'on retrouve

dans les boissons alcoolisées. Il correspond à l'alcool éthylique ou éthanol (EtOH), de formule semi-

développée CH3CH2OH. A température ambiante, c'est un liquide transparent, volatil, miscible à

l'eau, inflammable et généralement issu de la fermentation des sucres. L'alcool éthylique est une

substance psycho-active ou psychotrope : c'est à dire qu'il va avoir des effets sur le fonctionnement

cérébral et sur la pensée. D'abord excitateur à faible dose, il va par la suite ralentir la pensée, et est

considéré comme un neuroleptique. C'est également une substance addictogène.

3) Épidémiologie

Selon l’Organisation Mondiale de la Santé (OMS), c'est en Europe, que l'alcool induit les plus

hauts taux de morbidité et de décès prématurés  (WHO. 2019).

Et  pour  cause,  c'est  également  la  région  du  monde,  où  la  consommation  d'alcool  est  la  plus
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importante :  parmi les personnes âgées de 15 ans et  plus,  un peu plus d'  1/5 s'adonne à l'abus

d'alcool défini par l’OMS comme la consommation de 5 verres ou plus par occasion et par personne

soit l'équivalent de 60g d'alcool pur au moins une fois par semaine. Au sein même de cette Europe,

championne du monde de la consommation d'alcool, la France continue de se démarquer : avec ses

11,7 litres d’alcool pur consommé par habitant chaque année, sa population fait partie des trois

meilleurs buveurs avec les populations de l' Estonie (15,35) et de la Lituanie (13,61), devançant les

populations du  Luxembourg (11,22), de l'  Irlande (11,46), de la Grande Bretagne (9,81), de la

Suisse (9,43), de la Suède (7,18), de l'Allemagne (10,9), de l'Espagne (8,58), du Portugal (10,66) et

de l'Italie (7,08). (WHO Alcovision 2016).

Au niveau mondial, en 2016, l'alcool était le premier facteur de décès prématurés et d'invalidité

chez les 15-49 ans (Griswold et al. 2018). En Europe et en France métropolitaine, l'alcool représente

la seconde cause de décès évitables, juste derrière la consommation de tabac (Guérin et al. 2013), et

est  également  l'un  des  premiers  facteurs  de  risque  de  morbidité,  avec  le  tabac,  le  surpoids  et

l'hypertension artérielle (Lim et al. 2012)

Une récente étude rétrospective, sur les années 2008 à 2012, réalisée en France métropolitaine et à

partir de données recueillies dans divers hôpitaux, a d'ailleurs permis d'estimer :

– qu'un patient hospitalisé avec un TUA (trouble de l'usage d'alcool), avait trois fois plus de

chance de décéder qu'un patient qui n'en souffrait pas.

– Que l'espérance de vie d'un patient avec un TUA était réduite de 12,2 ans en moyenne

– que le risque relatif pour un patient ayant un TUA par rapport aux autres patients, et pour un 

panel varié de pathologies (maladies digestives, cancers (sauf cancer du poumon), maladies 

cardiovasculaires, démences, maladies infectieuses, traumatismes) était toujours supérieur à 

1. (Schwarzinger et al. 2018)

L'alcool  représente  donc  un  enjeu  considérable  de  santé  publique  à  travers  le  monde  et

particulièrement en Europe et en France.

4) Usage et Mésusage

En 2018, un article publié dans « The Lancet » (Burton et Sheron 2018) et relayé par l’OMS en date

du 13-09-2018 (WHO The Lancet. 2019), permet de démontrer  qu'il n'existe pas de bon usage de

l'alcool, qu'elle qu'en soit la quantité consommée.

C'est à dire que même lorsque l'alcool n'induit pas encore d'effet négatif objectivable sur la

santé, il augmente le risque de développer certaines pathologies et ce, quelle qu'en soit la quantité
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consommée. La Société Française d'Alcoologie (SFA)  a proposé en 2001 d'organiser chez l’adulte

la classification des conduites d'alcoolisation en différentes catégories autour des termes "usage" et

"mésusage". (SFA. 2001) Cette classification est réalisée d’après la déclaration de la consommation

d’alcool d’un patient. Cette consommation d’alcool est mesurée en nombre de verres. En France, le

verre standard contient 10g d’alcool pur, soit 1 Unité d’Alcool (UA). (Fig.1)

Figure 1 : équivalence entre différents verres d'alcool.

Source :https://www.alcool-info-service.fr 04/2019

L’usage correspond à une consommation ponctuelle ou répétée,  qui demeure contrôlée.  L'usage

peut  être  expérimental,  occasionnel,  régulier  voir  quotidien. La  consommation  n'a  pas  de

répercussion négative sur les plans psychoaffectif et/ou social, ni sur le plan somatique.

La notion d’usage a bénéficié de repères de consommation diffusés en France :

– Usage ponctuel : pas plus de 4 verres par occasion 

– Usage  régulier :  depuis  2019,  les  recommandations  officielles  pour  la  consommation

régulière d'alcool ont changé : on ne distingue plus de seuils différents pour l'homme et pour

la femme : pas plus de 10 verres par semaine, et pas plus de 2 verres par jour, avec 2 jours

sans consommation par semaine.

Auparavant, les recommandations étaient telles qu'il ne fallait pas plus de 21 verres par semaine

chez l'homme, soit 3 verres par jour et pas plus de 14 verres par semaine chez la femme, soit 2

verres par jour, avec au moins 1 jour sans consommation par semaine.

Mais cette  limitation ne prenait  en compte que le  risque de TUA, et  pas  les  risques purement

somatiques,  comme c'est  à  présent  le  cas.  (Alcool-info-services.  2019)  On estime  que  dans  le

respect de ces seuils, le risque pour la santé est socialement « acceptable », et permet notamment de

10

https://www.alcool-info-service.fr/


limiter le risque de développer une addiction.

Mésusage     : Trois catégories de mésusage sont définies :

- L’usage à risque :

Il  s'agit  de  toute  conduite  d'alcoolisation  ponctuelle  ou  régulière  qui  associe  une

consommation  supérieure  aux  seuils  définis  ci-dessus  et  non  encore  associée  à  un  quelconque

dommage médical, psychologique ou social et/ou une dépendance, mais susceptible d'en induire à

court, moyen ou long terme. La personne dont le comportement de consommation se situe dans

cette catégorie est appelée "consommateur à risque".

L'usage à risque inclut également des consommations égales ou inférieures aux seuils de l'OMS

lorsqu'elles sont prises : dans certaines situations à risque pour lesquelles cette consommation est

déjà dangereuse comme la conduite de véhicules, le travail sur machines dangereuses, à un poste de

sécurité...,  situations qui requièrent de la vigilance et de l'attention,  en cas de risque individuel

particulier,  par  exemple  la  consommation  répétée  associée  à  d'autres  produits  psycho-actifs

susceptibles de potentialiser les effets de l'alcool, les pathologies organiques et/ou psychiatriques

associées notamment celles qui exigent un traitement médicamenteux, la modification de tolérance

du consommateur en raison de son âge, sexe, situation psychologique ou physiologique particulière

comme état de fatigue ou grossesse.

- L’usage nocif :

Il  s'agit  de  toute  conduite  d'alcoolisation  qui  associe  l'existence d'au  moins  un dommage

d'ordre médical, psychologique ou social induit par l'alcool, sans dépendance. Cette catégorie est

donc définie par les dommages induits par la consommation, et non par les seuils ou la fréquence de

cette  consommation.  Les  personnes  qui  se  situent  dans  cette  catégorie  sont  dénommées

"consommateurs à problèmes".

- L’usage avec dépendance :

Il  s'agit  de  toute  conduite  d'alcoolisation  caractérisée  par  une  perte  de  la  maîtrise  de  la

consommation.  Cette  catégorie  ne  se  définit  ni  par  rapport  à  un  seuil  ou  une  fréquence  de

consommation, ni par l'existence de dommages induits qui sont cependant extrêmement fréquents.

La définition de la dépendance ne comporte pas de critères impliquant que la consommation soit

quotidienne ou habituelle. Les personnes dont le comportement se situe dans cette catégorie sont

appelées "consommateurs alcoolodépendants".
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Parmi  les  mésusages  nous  pouvons  citer  le  « binge-drinking »   ou  « biture  expresse »  qui

correspond  à  une  alcoolisation  massive  durant  un  laps  de  temps  très  court,  visant  à  atteindre

rapidement un état d'ivresse.

5)  Alcool, Addiction et TUA

Les addictions se caractérisent par un comportement automatisé, qui s'impose au sujet « addict », et

dont  il  ne  peut  pas  se  soustraire  même  lorsqu'il  a  pris  conscience  de  l'effet  néfaste  de  ce

comportement  sur  lui-même  et  qu'il  manifeste  la  volonté  de  ne  pas  le  reproduire.  Ces

comportements  répétitifs  sont  appelés  « compulsions ».  Ils  sont  accompagnés  de  pensées  non-

voulues,  persistantes et  dont le sujet  ne peut se soustraire appelées « obsessions ».  On parle de

« perte de contrôle » du comportement. (Modell et al. 1992); pour revue (Vengeliene et al. 2009) Le

terme  ancien  d’ « alcoolodépendance » décrit  l’addiction  à  l'éthanol,  soit  l'alcool  des  boissons

alcoolisées.

1. Classification par le DSM-5

Depuis le DSM-5 (la cinquième édition et dernière en date, du  manuel diagnostic et statistique des

troubles mentaux, parue en 2013), on regroupe sous le terme TUAs : les troubles d'usage d'alcool, le

mésusage à l'alcool (usage à risque et usage nocif) et l'alcoolodépendance/addiction à l'alcool. On

ne sépare  donc plus  l'abus  d'alcool  et  l'addiction  à  l'alcool.  En effet,  il  n'existe  pas  d'éléments

suffisamment  probants  pour  établir  un  stade  intermédiaire  entre  une  consommation  abusive  et

l'addiction à l'alcool. (Fitzgerald et Morgan 2012) (O’Brien 2011) Les TUAs sont classés en trois

catégories : léger, modéré, grave.

2. Diagnostic de l'addiction à l'alcool :

Le DSM-5 définit les TUAs (Troubles de l'Usage d'Alcool) ainsi qu'un certain nombre de critères

qui permettent d'orienter le diagnostic. Celui-ci repose sur deux critères, dont le second est lui-

même subdivisés en onze autres :

1. un mode de consommation conduisant à une altération du fonctionnement ou une souffrance

cliniquement significatives,

2. la présence « au cours d’une période d’un an » d'au moins 2 des 11 critères suivants :
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1.  Incapacité de remplir des obligations majeures  au travail, à l’école ou à la maison.

2.  Usage dans des situations dans lesquelles celui-ci est physiquement dangereux.

3. Usage poursuivi malgré des problèmes sociaux ou interpersonnels persistants ou récurrents,

causés ou aggravés par les effets de la substance.

4.  Tolérance :

– Besoin  d’augmenter  notablement  les  quantités  de  substance  pour  atteindre

l’intoxication ou les effets désirés.

– Effet diminué lors de l’usage continu.

5. Sevrage :

– Syndrome de sevrage caractéristique de la substance

– Substance consommée pour soulager ou éviter les symptômes de sevrage.

6. Substance prise en quantité plus importante et pendant une période plus longue que prévue.

7.  Désir persistant, effets infructueux pour arrêter ou contrôler l’usage de la substance.

8.  Beaucoup de temps passé à se procurer la substance, à la consommer ou à récupérer de ses

effets

9.  Importantes activités sociales, professionnelles ou de loisir sont arrêtées ou  réduites à cause

de l’usage de la substance.

10.  Usage  de  la  substance  poursuivi  malgré  l’existence  de  problèmes  physiques  ou

psychologiques persistants  ou récurrents.

11.  Existence d’un « craving » soit un désir fort ou une pulsion à consommer.

La validation des deux critères principaux, ainsi que le nombre de critères remplis parmi les onze

subdivisions du second critère permettent d'établir respectivement l'existence d'un TUA, et le stade

de ce dernier (léger, modéré, grave) : On parle de TUA léger lorsque 2 à 3 critères sont positifs, de

TUA modéré pour  4 à 5 critères et de TUA grave pour 6 critères positifs ou plus.

On parle de rémission précoce :

Après que tous les critères diagnostic du TUA aient été établis, plus aucun ne l'a été depuis une

période au moins égale à trois mois et inférieure à un an, sauf exception possible du craving : « fort

désir ou besoin de consommer de l'alcool ».

On parle de rémission prolongée :

Après que tous les critères diagnostic du TUA aient été établis, plus aucun ne l'a été depuis une

période au moins égale à un an, sauf exception possible du craving. Il faut préciser si la rémission,

lorsqu'elle se produit, à lieu dans un environnement protégé ou non. Le risque de rechute n'étant pas

le même, dans les deux cas. Un environnement protégé se caractérise par un accès limité à l'alcool

13



(prison, hôpitaux, etc...).

Il existe quatre modifications principales par rapport au DMS-IV :

– La fin de la distinction entre l'abus d'alcool et  l'addiction à l'alcool comme deux choses

parfaitement différentes.

– L'abandon du terme « dépendance » pour parler des SUD (Substances Use Disorders) dont

le  TUA. En effet,  ce  terme est  réservé  aux adaptations  du corps  à  un médicament,  qui

peuvent amener à l'obligation d'augmenter les doses pour obtenir l'effet recherché et à un

syndrome de sevrage en cas d'arrêt brutal.

– La suppression de la réalisation d'actes illégaux comme critère diagnostic.

– L'introduction d’un nouveau critère  de diagnostic :  la  craving qui  se  définit  comme une

poussée intrinsèque très forte à consommer.

(Fitzgerald et Morgan 2012) (O’Brien 2011)

3. Signes physiques du TUA

- La tolérance : Au fur et à mesure des consommations, et afin de préserver l'homéostasie, il y a

une  adaptation  du  corps  à  l'alcool  (neuroadaptations),  qui  lui  permet  de  développer  une

résistance à ces effets qui deviennent donc de moins en moins marqués : on parle de tolérance.

Ceci explique que, pour parvenir à retrouver l'effet de la première consommation, il va être

nécessaire d'augmenter toujours un peu plus la dose de la substance. Pour demeurer dans un état

physique « neutre », égal à celui du sujet naïf (n'ayant jamais consommé la substance), le sujet

dépendant  doit maintenir un certain niveau de consommation.

 

- Le syndrome de sevrage : L’absence ou l'insuffisance de la substance induit en quelques heures

(4-12 heures) un manque/mal-être physique et mental : on parle de syndrome de sevrage. Les

symptômes sont opposés pour la majorité aux effets  même de la substance.  Dans le cas de

l'alcool, on va retrouver des troubles psychiatriques : anxiété, cauchemars, insomnie, agitation...,

mais également neurovégétatifs : sueurs, tremblements, tachycardie, hypotension... et digestifs :

nausées,  vomissements,  diarrhées...  Le  syndrome  de  sevrage  à  l'alcool  lorsqu'il  est  très

important, peut induire ce qu'on appelle un Delirium Tremens : hallucinations accompagnées de

convulsions.

Le syndrome de sevrage est  responsable du « dark-side » de l'addiction.  Il entraîne en effet  un

renforcement  négatif :  le  comportement  de  consommation  d'alcool  est  renforcé,  par  les  effets

négatifs subis en l'absence de ce comportement. En effet, pour éviter ou soulager ces effets, le sujet

est amené à consommer.
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4. Addiction à l'alcool

Le besoin de consommer peut s'expliquer dans un premier temps, à la volonté d’échapper à

un stress pré-existant à la consommation de la substance ; stress qui constitue donc un facteur de

vulnérabilité à la drogue tout comme la dépression (stress au travail par exemple), mais également

à celle de bénéficier d’un aspect récréatif induit par la substance.

En  effet,  les  drogues  vont  généralement  activer  le  circuit  de  la  récompense et  favoriser  la

libération de dopamine, neurotransmetteur associé aux effets positifs ressentis lors des premières

consommations.

Le comportement de consommation d'alcool est donc associé à la récompense, ce qui constitue ce

qu'on appelle un renforcement positif : le comportement étant associé à une sensation positive, il a

plus de probabilité d'être répété. A force de répétitions, le  comportement est  automatisé et  ne

demande plus réellement de cognition. Il s'impose de plus en plus, et va même, à l'encontre du

propre  raisonnement  du  consommateur :  c'est  l'addiction.  L'addiction  correspond  donc  à  un

apprentissage pathologique d'un comportement.

5. Modélisation de l'addiction à l'alcool

Il  est  possible  de  modéliser  l'addiction  à  l'alcool  avec  une  population  de  rats.

L'administration d'éthanol peut se faire chez le rat de différentes manières. Elle peut être imposée,

par injections intra-péritonéales ou par inhalation de vapeurs d'alcool. Mais, elle peut également être

volontaire, dans ce cas on parle d'auto-administration. Celle-ci peut être opérante ou non opérante,

selon que le rat ait ou non à fournir un « travail » pour s’auto-administrer l’alcool, en général ce

travail correspond à appuyer sur un levier. Dans une auto-administration opérante, l'animal est donc

obligé de fournir un travail pour obtenir une dose d'éthanol.

Dans la méthode d’auto-administration non opérante, que nous avons utilisée dans ce travail,

l’alcool est le plus souvent fourni par le biais de la boisson, et le rat a le choix entre deux fluides  :

un  biberon  d'eau  courante  et  un  biberon  d’eau  additionné  d'éthanol.  Ce  protocole  d'auto-

administration  non-opérante  est  intéressant  pour  l'évaluation  de  la  consommation  volontaire

d'éthanol pur en gramme par kilo de rat et par 24 h, ainsi que la préférence en éthanol par rapport à

l'eau : c'est à dire la quantité d'éthanol pur en gramme par kilo de rat et par 24 h sur la quantité de

fluides totale consommée par kilo de rat pendant ces mêmes 24 h, exprimée en pourcentage. Par

contre, et en raison de l'absence de travail à fournir pour se procurer la dose d'éthanol, ce protocole

ne permet pas, à l'inverse de l'auto-administration opérante, d'évaluer la motivation à consommer de

l'alcool (plus le travail fourni pour une dose d'éthanol est important, plus la motivation est forte).
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La concentration d'éthanol dans le biberon est choisie afin d'une part de ne pas être trop

faible,  et  donc sans effet pharmacologique et  d'autre part,  afin de ne pas être trop forte, ce qui

pourrait amener les rats à ne pas consommer, le goût de l'éthanol étant naturellement assez aversif.

Du saccharose peut éventuellement être utilisé, dans certains protocoles d’auto-administrations non-

opérantes, pour contrer ce goût et favoriser la consommation.

Dans ce travail de thèse, nous avons procédé à une auto-administration non-opérante particulière

dite de l' « accès intermittent à de l’éthanol 20% », qui permet une augmentation rapide et durable

de la consommation d'éthanol ainsi que de sa préférence, malgré le goût de l'éthanol et la forte

concentration. (Simms et al. 2008)

L’ « accès intermittent » correspond à un accès retreint à l'éthanol 20% : il y a trois sessions

de 24 h d'accès à l’éthanol par semaine, tandis qu’entre deux sessions, les rats n'ont accès qu'à de

l'eau.

6. Notion de variabilité individuelle

La recherche sur le comportement, d'un groupe d'individu d'une même espèce (ici, sur un groupe de

jeunes  rats  adultes  mâles  Long-Evans)  doit  prendre  en  considération  la  notion  de  variabilité

individuelle. En effet, au sein d'une même espèce, si le comportement de deux individus dans une

même situation, est en général plus semblable qu'entre deux individus de deux espèces différentes,

il n'en demeure pas moins qu'il n'est pas absolument identique : c'est la variabilité inter-individuelle.

Celle-ci  s'explique par des différences dans les structures cérébrales à l'âge adulte,  elles-mêmes

associées  à  des  différences  dans  le  comportement,  dans  les  capacités  cognitives  et  dans  les

prédispositions à développer des pathologies mentales et des addictions.

Ces différences dans les structures cérébrales à l'âge adulte s'expliquent à la fois par la génétique et

par l'environnement.  (Pour revue Gu et Kanai 2014)  De plus, un même individu peut dans des

conditions identiques et à divers moments, avoir un comportement différent :  c'est la variabilité

intra-individuelle. Il a été possible de montrer, qu'elle n'était pas négligeable, en ce qui concerne la

consommation chronique d'alcool. (Yelland et al. 2008)

Ces éléments permettent de distinguer au sein d’une même population étudiée et pour un même

paramètre, deux sous populations séparées par la médiane. Ces deux sous-groupes peuvent différer,

en  sus  de  leur  différence  phénotypique  apparente  sur  le  paramètre  étudié,  sur  un  autre  trait

phénotypique qui n’est pas au départ l’objet de l’étude. Dans ce travail, pour explorer pleinement

les effets du traitement par EBJD9, nous avons été amenés à distinguer deux tels sous-groupes. 
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6) Alcool et perpétuations épigénétiques

Les récentes recherches menées vis-à-vis de l'alcool ont permis de mettre en évidence que l'alcool

était un perturbateur épigénétique. Cependant, la compréhension des mécanismes associés à cette

perturbation épigénétique est à parfaire, afin d'envisager d'éventuelles pistes thérapeutiques. C'est

dans la volonté de mieux comprendre, le lien entre l'épigénétique et l'alcool que ce travail de thèse,

et l'expérimentation sur laquelle il repose, ont été réalisés.  

Les  protéines  histones  composent,  avec  l'ADN  et  certaines  autres  protéines  non-histones,  la

chromatine.  Au sein de cette chromatine,  l'ADN est compacté. La chromatine resserrée est dire

hétérochromatine.  La  chromatine  relâchée  est  dite  euchromatine.  L'unité  fonctionnelle  de  la

chromatine est le nucléosome. (Fig.2) Il est constitué d'environ 147 paires de bases, entourant un

octamère de protéines histones, lui-même constitué de deux copies de chacune des histones : H2A,

H2B, H3 et H4. L'histone H1 est séparée de l'octamère.

Figure 2 : Représentation du nucléosome.

Le domaine de l'épigénétique dans sa définition simple, correspond à l'ensemble des mécanismes

qui  vont  moduler  l'expression  des  gènes  sans  en  modifier  les  séquences  nucléotidiques.

L'épigénétique  va  comporter  un  ensemble  de  mécanismes  visant  l’ADN  lui-même,  certaines
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familles d’ARN, ou encore des protéines histones : par exemple la phosphorylation ou encore la

méthylation des protéines histones par les HMT ou Histone Méthyl Transferase, l'acétylation des

protéines histones par les HATs ou Histone Acétyl-Transferases, ainsi que la méthylation de l'ADN

lui-même par  les DNMT ou ADN Méthyl Transferase. (Pour revue (Harrison et Dexter 2013))

(Fig.3) Ces différents mécanismes épigénétiques sont tous impliqués dans les effets qu'induisent la

consommation aiguë mais aussi chronique et  répétée d'alcool.  (Pour revue (Subhash C. Pandey,

Kyzar,  et  Zhang 2017)) Pour  l'exemple,  chez le  rat  dépendant,  Barbier  et  al,  ont  pu mettre  en

évidence que l'alcool réduisait l'activité de PRDM2, une Histone Méthyl Transferase, qui mono-

méthyle la lysine 9 de l'histone H3 (H3K9Me1) au niveau du cortex pré-frontal dorsomedial. Cela

s'accompagnait d'une baisse des niveaux de méthylation  H3K9Me1 et d'une augmentation de la

recherche et de la consommation d'alcool. (Barbier et al. 2017)

Figure 3 : Différents mécanismes épigénétiques. Le double brin d'ADN est représenté en rouge, les
octamères d'histones par des cylindres gris. Les filaments qui s'en détachent sont les queues N-
terminales  des  histones,  sur  lesquelles  nous  pouvons  voir  qu'il  y  a  eu  acétylation  (Ac)  et/ou
méthylation (Me). Si on s'attache à regarder le double-brin d'ADN de plus près, on peut voir qu'il
est également méthylé. La méthylation de l'ADN est augmentée lors de la consommation chronique
d'alcool, l'acétylation des histones avec la consommation aiguë. (Pour revue (Harrison et Dexter
2013)
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Figure 4 : Acétylation et désacétylation des histones Sur la figure, nous pouvons voir les octamères
d'histones représentés par des cylindres  gris.  Les filaments qui s'en détachent sont les queues N-
terminales  des  histones.  Ce  sont  sur  celles-ci  que  vont  se  produire  les  acétylations  et  les
désacétylations. L'enzyme HAT représentée en jaune, va catalyser l'ajout du groupement acétyl sur
une lysine de la queue N-terminale, à l'inverse l'enzyme HDAC représentée en vert, va catalyser la
désacétylation de cette  lysine.  Il  existe  des molécules qui  vont  empêcher  l'action des  protéines
HDACs et ainsi favoriser l'état d'acétylation des protéines histones. Ces molécules, représentées en
rouge, sont appelées HDACIs, ou inhibiteurs HDACs. (Harrison et Dexter 2013)

7) Les HDACs :

Une Histone  Désacetylase  (HDAC) est  une  enzyme qui  va  désacétyler  les  résidus  lysines  des

queues  N-terminales  des  protéines  histones.  Une HDAC va permettre  la  (re)condensation de la

chromatine et réguler à la baisse, notamment la réplication, la réparation ou encore la transcription

de l'ADN en empêchant la fixation des facteurs de transcription. (Fig.4)

Les  histones  H3  possèdent  5  sites  d'acétylation,  les  histones  H2B  et  H4  possèdent  4  sites

d'acétylation  et  les  histones  H2A en  possèdent  en  seul.  (Pour  revue  (Legastelois  et  al.  2017))

Cependant, les histones ne sont pas les seules cibles des HDACs. Beaucoup d'autres cibles leurs

sont  connues  et  cela  montre  qu'elles  jouent  des  rôles  variés  au  niveau  de  la  régulation  du

métabolisme. (Pour revue (Singh et al. 2015); (Walker et al. 2015); pour revue (Harrison et Dexter

2013))
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L’action des enzymes HDAC s’oppose à celle des enzymes Histone Acétyl Transferase (HAT), qui

va acétyler les protéines histones, toujours sur les résidus lysine, donc décondenser la chromatine et

par  là  même réguler  à  la  hausse,  notamment,  la  transcription.  (pour  revue (Harrison et  Dexter

2013))

1. Classification des HDACs :

Il existe diverses isoformes des HDACs. Chez l'humain, nous en connaissons actuellement 18. (pour

revue  (Singh et al. 2015))

Elles sont reparties en 4 grandes classes en fonction de leur analogie et de leurs cofacteurs :

– La première, la classe I, comporte les HDACs 1, 2, 3 et 8.

– La classe II, les HDACs 4,5,6,7,8, 9 et 10. Cette classe se subdivise elle-même en les sous-

classes IIa (4,5,6,9) et  IIb (6,10).

– La classe III comporte les HDACs dites « sirtuins » au nombre de 7 (il y a donc sirtuin1,

sirtuin2, etc...).

–  La dernière, la classe IV, ne comporte qu'une isoforme, l'HDAC 11.

Toutes les HDACs nécessitent un cofacteur Zn2+ au niveau de leur site d'action, sauf la classe III

dont l'activité est régulée par le cofacteur NAD+. Les classes I et II sont les mieux connues.

Au niveau cérébral, elles vont être exprimées différemment selon le type cellulaire mais également

selon la localisation (noyau ou cytosol).

Les HDACs 1, 2, 9 et 11 sont principalement localisées au niveau du noyau, tandis que HDAC 6 est

cytoplasmique. Les HDACs 3,4,5 et 7 vont transiter entre le noyau et le cytoplasme (pour revue

(Legastelois et al. 2017))

A l'heure actuelle, nous connaissons des inhibiteurs de HDACs, mais aucun n'a montré de sélectivité

pour une unique HDAC. Pour l'exemple, nous pouvons citer la trichostatin (TSA) qui inhibe les

classes II et III des HDAC (Agudelo et al. 2011), mais il en existe d'autres. (Pour revue (Harrison et

Dexter 2013); (Agudelo et al. 2011)) Les inhibiteurs des HDACs sont classés en différentes familles

selon leurs structures chimiques. (Fig.5)
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Figure 5 : table des différentes HDACs par famille et inhibiteurs (Harrison et Dexter 2013)

2. Mécanisme d'action :

Sur le mécanisme d'action présent en figure 6, on voit la lysine acétylée dont le groupement acétyl

est  entouré  en  jaune.  C'est  le  mécanisme d'action  d'une  HDAC nécessitant  le  zinc  (entouré  en

violet). Celui-ci comporterait deux temps :

– une base vient extraire un proton à une molécule d'eau formant une liaison faible avec le

Zn2+ puis il y a une attaque nucléophile de l'oxygène (en orange).

– Un acide vient céder un proton au groupe partant (en marron) et il s'en suit un clivage de la
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liaison amide (en vert clair). (Bourguet et al. 2018)

De ce fait, le résidu lysine de la queue N-terminal de l'histone redevient positive et donc disponible

pour interagir avec les groupements phosphate négatifs de l'ADN, ce qui fait que la chromatine

prend une forme plus resserrée qui diminue l'accès aux facteurs de transcription. A l'inverse, lorsque

la lysine est acétylée, la chromatine prend une conformation plus lâche, et donc plus facile d'accès

aux facteurs de transcription. (Pour revue (Legastelois et al. 2017))

Figure 6 : Mécanisme de désacétylation des protéines histones par les HDACs

(Modifié d'après (Bourguet et al. 2018))

3. HDACs et Alcool :

De multiples  études  ont  montré  qu'il  existait  des  altérations  épigénétiques  après  l'exposition  à

l'alcool, notamment celles qui impliquent l'acétylation et la désacétylation des protéines histones.

(Botia et al. 2012) (Barbier et al. 2017)(Pour revue (Berkel et Pandey 2017),  pour revue (Jangra et

al. 2016))  (Subhash C. Pandey, Kyzar, et Zhang 2017); (Warnault et al. 2013)

4. HDAC et consommation aiguë d'alcool :

Durant  une  consommation  aiguë  d'alcool,  au  sein de  l'amygdale  étendue,  mais  également  dans

d'autres régions du circuit de la récompense, l'alcool augmente le niveau d’acétylation des histones

(principalement les H3K9 et H4K14).

Cette acétylation a pour conséquence une « ouverture » de la chromatine, elle-même entraînant une

augmentation de la transcription de gènes tel que le BDNF, un peptide diminuant la consommation

d’alcool (Jerome Jeanblanc et al. 2013), ou encore du neuropeptide Y (NPY) une molécule « anti-

stress »  ((Morgan  et  al.  2002,  2000);  (Zhou  et  al.  2008)), l’ensemble  conduisant  à  un  effet

anxiolytique. (Pour revue voir (Palmisano et Pandey 2017))
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L'effet anxiolytique observé est associé à une augmentation de la DSD (« dendritic spine density »),

elle même associée à une bonne plasticité synaptique et à une augmentation de l'expression de la

protéine ARC et du BDNF, principalement au niveau de l'amygdale (mais également dans d'autres

régions en culture cellulaire,  comme le NAC). (S. C. Pandey et  al.  2008) (Subhash C. Pandey,

Kyzar, et Zhang 2017)

Au fur et à mesure des consommations répétées, le risque est de passer de cette consommation

maîtrisée,  raisonnable,  et  récréative  à  une  consommation  de  plus  en  plus  importante  en  terme

quantitatif d'une part et de moins en moins volontaire d'autre part. En effet, la consommation passe

petit  à  petit  de  la  recherche  affirmée  d'un  plaisir,  à  une  contrainte  de  plus  en  plus  marquée

d'échapper à une anxiété, en l'absence d'alcool. (Subhash C. Pandey, Kyzar, et Zhang 2017)

5. HDAC et sevrage suite à une consommation chronique :

L'enzyme HDAC (histone désacétylase) dont l'activité conduit à la désacétylation des histones, et

donc ferme la chromatine et réduit la transcription, voit son activité diminuée lors de traitements

chroniques. (S. C. Pandey et al. 2008) (Subhash C. Pandey, Kyzar, et Zhang 2017). Tandis qu' une

étude a permis de voir une augmentation des niveaux des ARNm HDAC1  dans le striatum après

une consommation chronique. (Legastelois, Botia, et Naassila 2013)

Pendant un sevrage d'alcool suivant une consommation chronique et répétée, on peut observer une

augmentation des comportements de type anxieux chez le rat.

Cette  hyper-anxiété  est  associée  à  une  augmentation  de  l'activité  des  HDACs  ainsi  qu'à  une

diminution de l'expression génique du facteur neurotrophique BDNF et de la protéine ARC, au

niveau de l'amygdale, qui jouent un rôle dans la plasticité synaptique. (You et al. 2014) pour revue

voir (Palmisano et Pandey 2017))

Cette augmentation de l'activité des HDACs est liée à une augmentation de la neurodégénération

lors  de  la  consommation  de  drogues.  L'alcool  induit  non  seulement  une  augmentation  dose-

dépendante  de  l'expression  de  l'  HDAC2 mais  également  un  fort  stress  oxydatif.  Par  ces  deux

mécanismes, il a un effet neurodégénératif. (Agudelo et al. 2011)
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8) Les inhibiteurs HDACs :

1. Utilisations médicales des inhibiteurs HDACs :

L'utilisation la plus développée est celle qui fait des iHDACs des anti-néoplasiques, notamment :

Romidepsin, SAHA, LBH589, acide valproïque... Mais elles ont un potentiel également dans les :

– Maladies  neurodégénératives :  la  maladie  de  Parkinson (pour  revue (Harrison  et  Dexter

2013),  la maladie d’Alzheimer,  la maladie de Huntington (pour revue (Kyzar  et  Pandey

2015))

– Maladies inflammatoires : l'asthme (Royce, Ververis, et Karagiannis 2012)

– Maladies psychiatriques : notamment celles qui sont des comorbidités de la dépendance à

l'alcool et à d'autres dépendances : le stress, l'anxiété, la dépression (Peña et al. 2014)

Les recherches menées ces dix dernières années indiquent que les inhibiteurs HDAC  pourraient

avoir un intérêt dans le traitement des dépendances.

Dans le cas de l’alcoolodépendance, les inhibiteurs de la classe I, ainsi que l’ont montré les travaux

du laboratoire GRAP, se montrent particulièrement intéressants. (Bourguet et al. 2018) (Legastelois

et  al.  2017)  (Jerome  Jeanblanc  et  al.  2015)  (Simon-O’Brien  et  al.  2015)  (Botia  et  al.  2012)

(Legastelois,  Botia,  et  Naassila  2013).  Nous  rappellerons  ci-dessous  les  principaux  inhibiteurs

HDACs ayant montré un intérêt dans la dépendance à l'alcool.

2. L' Entinostat (MS275) :

MS275 est un inhibiteur HDACs, sélectif de la classe I. (pour revue(Jérôme Jeanblanc et al. 2018))

Le  MS275  permet  de  limiter  la  consommation  d'alcool  chez  le  rat  dépendant,  et  prévient  le

comportement de binge-drinking. (Warnault et al. 2013). Jeanblanc et al 2015, ont pu mettre en

évidence  chez  un  modèle  d'addiction  à  l'alcool  chez  le  rat,  ayant  reçu  des  injections  intra-

cérébroventriculaires  de  MS275,  une  augmentation  de  l'acétylation  des  protéines  H4  dans  le

striatum dorso-latéral et dans le noyau accumbens (qui sont des zones importantes dans le circuit de

la récompense). Au niveau comportemental, on notait une baisse de l'auto-administration d'alcool de

75%, une baisse de la motivation de 25% et une baisse de la rechute et de la ré-acquisition du

comportement  de  50%,  même  après  arrêt  du  traitement.  MS275  n'a  montré  d'effet  que  sur  le

comportement des rats addicts à l'alcool. (Jerome Jeanblanc et al. 2015); (Warnault et al. 2013)

MS275 passe difficilement la barrière hémato-encéphalique (BHE) pour atteindre l'encéphale, ce

qui peut constituer un problème majeur pour le développement d'un médicament. (Hooker et al.

2010) Cependant,  une autre étude chez un modèle de rat d'addiction à l'alcool a permis de montrer
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que  MS275  réduisait  de  10% l'auto-administration  d'alcool,  après  deux  jours  consécutifs  d'une

injection par jour,  intrapéritonéale,  et  ce malgré la  pauvre diffusion à  travers  la  BHE. (Simon-

O’Brien et al. 2015) Ces résultats permettent d'imaginer MS275 comme un potentiel épimédicament

dans le traitement de l'alcoolodépendance.

3. La trichostatin A (TSA) :

La trichostatin A (TSA) est un inhibiteur HDACs connu pour inhiber sélectivement les familles des

HDACs II et III. Une étude a permis de montrer sur une culture cellulaire SK-N-MC, traitée par

TSA avant un traitement par l'éthanol sur 24 h, une diminution significative de l'expression génique

pour HDAC2 en comparaison du traitement par éthanol seul sur 24 h. La TSA inhibe également

l'augmentation induite par l'alcool des niveaux d'activité des protéines HDACs ainsi qu'elle réduit le

stress oxydatif dû à l'alcool.

L'administration de TSA permet de limiter la consommation d'éthanol, ainsi que le comportement

de binge-drinking chez le rat. (Warnault et al. 2013)

Dans d'autres études, menées chez des populations de rats dépendants, pendant le sevrage et au

niveau de l'amygdale, la TSA entraîne une baisse de l'activité HDAC nucléaires ainsi qu’une baisse

d’expression des protéines HDAC2. La TSA rétablit les niveaux d'acétylation des histones H3 et H4

(H3K8 et H4K9) abaissés lors d’une alcoolisation chronique. Toujours au niveau de l'amygdale, les

niveaux  d'expression  abaissés  pour  BNDF,  et  la  protéine  ARC  (importants  pour  la  plasticité

synaptique) et du NPY (molécule anti-stress) pendant un sevrage suite à une exposition chronique à

l'alcool  ont  pu  être  normalisés  et  on  observait  parallèlement  une  amélioration  de  la  densité

dendritique. Enfin, le comportement de type anxieux associé à ce sevrage était également corrigé.

(Agudelo et al. 2011) (You et al. 2014) (Sakharkar et al. 2014) (S. C. Pandey et al. 2008)

4. Le butyrate de sodium (NaB) :

Le butyrate de sodium ou NaB est un inhibiteur HDAC des classes I et IIa.

Dans un modèle de rats rendus dépendant à l’alcool après expositions aux vapeurs d’alcool, Simon-

O’Brien  et  al.  2015  ont  pu  montrer  au  niveau  de  l'amygdale  et  des  régions  corticales,  une

augmentation de l'acétylation des histones H3, ainsi qu'au niveau comportemental, une baisse de

l'auto-administration excessive d'alcool de 10%. Cette baisse de la consommation n'était pas visible

chez les rats non-dépendants.

Dans cette même étude, il a également été montré que le NaB permettait de limiter l'escalade de la

consommation d'alcool dans un accès intermittent à de l'éthanol 20%, qui constitue une méthode
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d'alcoolisation volontaire chez le rat, ayant démontrée son efficacité. (Simms et al. 2008) Encore

plus intéressant, le NaB empêchait totalement l'augmentation de la consommation d'alcool suite à

un sevrage,  ce  qui  en  fait  une  molécule  particulièrement  intéressante  pour  prévenir  la  rechute.

(Simon-O’Brien et al. 2015)

Par ailleurs, le NaB s'est montré capable de bloquer des neuroadaptations à long-terme induites par

l'éthanol chez des souris sensibilisées par des expositions répétées à l'alcool. (Legastelois, Botia, et

Naassila  2013)  La  sensibilisation  joue  un  rôle  important  dans  l'escalade  de  la  consommation

d'alcool et également de la rechute. (Botia et al. 2012) Dans cette étude, NaB induisait une baisse

globale de l'activité HDAC dans le striatum 1 à 2 h post-injection. (Legastelois, Botia, et Naassila

2013) Ensemble, ces résultats suggèrent que NaB pourrait être un épimédicament intéressant, pour

prévenir l'escalade de la consommation d'alcool,  induire une baisse de la consommation lorsqu'elle

est déjà forte et aider à l'abstinence (prévention de la rechute).

5. L' alkylsulfonylhydrazide (ASH) :

L'alkylsulfonylhydrazide ou ASH, était supposé être, au vu de sa structure chimique,  un inhibiteur

potentiel de HDAC de la classe 1. Jeanblanc et al, ont expérimenté ses effets, dans un modèle de

rats  présentant  un  phénotype  de  binge-drinking  important,  sur  l'auto-administration  opérante

d'alcool et sur la rechute, après abstinence.

L'administration se faisait par injections intra-cérébroventriculaires, et pour mieux étudier la rechute

après abstinence : directement dans l'amygdale centrale CeA, dans la mesure où cette région est une

zone clé dans la rechute après abstinence d'alcool.

Les  injections  intra-cérébroventriculaires,  ont  permis  de  voir  une  baisse  significative  de  l'auto-

administration  opérante  d'alcool  dose-dépendante,  mais  pas  une  baisse  de  la  motivation  à

consommer de l'alcool.  Tandis  que les injections dans  l'amygdale centrale,  n'ont  pas  permis  de

diminuer la consommation d'alcool, mais bien la rechute après abstinence (Jérôme Jeanblanc et al.

2018)

6. La  5-azacitidine (5-AZA) et la Vorinostat (SAHA) :

Une étude chez la souris, a permis de montrer que l'injection systémique de 5-AZA permettait de

prévenir la consommation excessive d'alcool. En effet, chez des souris dépendantes, on observait

une  baisse  de  20%  de  l'auto-administration  non-opérante  d'alcool.  (Warnault  et  al.  2013)  La

suberoylanilide hydroxamine aussi appelée Vorinostat  (SAHA) diminue la motivation des souris
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dépendantes  à  rechercher  l'alcool,  ainsi  que  l'auto-administration  opérante.  SAHA s'est  montré

également efficace pour prévenir le binge-drinking chez le rat (Warnault et al. 2013)

9) EBJD9 :

EBJD9 est une molécule appartenant à la famille des sulfonylhydrazides, synthétisée en laboratoire

(UMR 7312-CNRS (Reims)) et dont la formule chimique, la structure tridimensionnelle et certaines

études  menées  par  le  laboratoire  GRAP  in  vitro présentées  ci-dessous,  laissent  à penser  qu'elle

pourrait être un activateur HDAC.

1. Expérience in vitro, sur des cellules SH-SY5Y :

L'expérience a été réalisée sur des cultures cellulaires de cellules issues de neuroblastome humain

SH-SY5Y,  qui  correspondent  à  des  précurseurs  de  cellules  neuronales.  Dans  les  premières

expériences réalisées au laboratoire GRAP, les cultures cellulaires ont été traitées, pendant 24 h ou

48 h, soit avec la molécule EBJD9 à la concentration de 10 µM, soit avec MS275 à cette même

concentration 10 µM.

MS275 est une molécule connue pour ses propriétés inhibitrices d'HDACs et nous sert donc de

témoin interne de la bonne réalisation de l’expérience. Le principe de ces expériences consiste à

réaliser une liaison immunofluorescente d’un anticorps dirigé contre la forme acétylée des Histones

H4 (Ac-H4), dans les puits de culture des cellules traitées ou non. Par principe, un inhibiteur HDAC

va augmenter l’expression de la forme acétylée (et donc l’immunofluorescence des cellules) tandis

qu’un  activateur  HDAC  va  diminuer  cette  même  forme  acétylée,  et  il  en  résulte  une  baisse

d’intensité de fluorescence des cellules.

Par rapport au groupe contrôle (cellules SH-SY5Y non traitées), et après 48 h de traitement, les

cellules traitées avec EBJD9 étaient associées à une intensité de l'immunofluorescence des histones

acétylées H4 (Ac-H4) significativement plus faible (p<0.01) (Fig.7). Cela nous permet de dire que

les  H4  étaient  moins  acétylées  sur  la  lysine  12  et  tend  à  démontrer  qu’EBJD9  favorise  la

désacétylation de cette lysine, peut être en activant une HDAC.  Ce résultat n'était pas visible après

24 h  de  traitement.  Par  rapport  au  groupe  contrôle,  les  cellules  SH-SY5Y ayant  reçu  MS275,

montraient  une immunofluorescence significativement  plus  importante  à  48 h (p<0.01)  et  24 h

(p<0.01). Ce qui permet de confirmer que MS275 est un inhibiteur HDAC et démontre la validité de

la  méthode.  Par  ailleurs,  la  différence  entre  le  groupe MS275 et  EBJD9 était  très  significative

(p<0.01) à 48 h et 24 h.
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Figure 7 : Intensité de fluorescence Ac-H4K12 sur 24h et 48h, pour CTRL, MS275, EBJD9.  Les
résultats sont présentés pour A: 24 h de traitement et B : sur 48 h de traitement. Le groupe contrôle
correspond aux cellules SH-SY5Y seules, le groupe MS275 a été traité avec 10 µM et le groupe
EBJD9 10 µM également. Pour chaque groupe, 20 cellules ont été sélectionnées aléatoirement pour
l'analyse  d'image  (logiciel :  ImageJ).  Les  photographies  ont  été  réalisées  avec  le  microscope
LEICA  DM  4000B  light  (objectif  x20).  Pour  chaque  image,  on  mesure  l'intensité  de
l'immunofluorescence, qui augmente avec la proportion d'histone H4 acétylée sur la lysine 12 (Ac-
H4K12).  Les résultats  sont présentés  sous  forme d'intensité  de fluorescence moyenne ± S.E.M,
exprimée en unité  arbitraire a.u.  **: p <0,01, ***: p <0,001: versus contrôle;  ###: p <0,001
MS275 versus EBJD9.

Cette expérience a été répétée sur un nombre plus important de cellules SH-SY5Y au cours de la

réalisation de cette thèse au sein du laboratoire GRAP par Hinatea Houziaux, stagiaire.

Ce deuxième travail est présenté dans les résultats et comporte, en plus du précédent, une étude des

effets d’un traitement des cellules par l’alcool.

2.  Expérience ex vivo sur des cellules SH-SY5Y :

Sur des cellules SH-SY5Y (précurseurs  de cellules neuronales) (CTRL),  par rapport  au groupe

contrôle  (SH-SY5Y seules),  et  après  48  h  de  traitement,  le  Western  Blot  montre  un  niveau

d'acétylation H4K12 significativement supérieur pour le groupe MS275 tandis qu'il en montre un

significativement  inférieur  pour  le  groupe  EBJD9.  Ce  qui  tend  donc  à  penser  que  MS275  va

favoriser l'acétylation de H4K12 tandis qu’EBJD9 va défavoriser cette acétylation H4K12, peut être

en activant une HDAC. (Fig.8)
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Figure 8 : Western Blot pour l'évaluation des niveaux Ac-H4K12 de cellules SH-SY5Y CTRL, ou
ayant reçu MS275 (10 µM) ou EBJD9 (10 µM) pendant 48 h. L'expérimentation se fait sur des
cellules  SH-SY5Y.  Certaines  ne  sont  pas  traitées  et  correspondent  au  groupe  CTRL.  D'autres
recoivent 10 µM de MS275 et d'autres encore 10 µM d'EBJD9 pendant 48 h. Par un Western Blot,
on peut évaluer l'expression nucléaire d'Histone H4 acétylée sur la lysine 12 (Ac-H4K12) pour
chacun des trois groupes. Le graphique (A) présente les résultats en %, le groupe contrôle étant le
100%. On voit que le niveau d'acétylation de la protéine H4 est significativement supérieur (**)
pour le groupe MS275 tant qu'il est significativement inférieur (*) pour EBJD9, par rapport au
groupe contrôle. La partie (B) permet de voir le Western Blot et la différence à l'oeil nu entre les
trois groupes. L'efficacité du transfert a été testée avec GAPDH (on retrouve une bande de 10 kDa
pour Ac-H4K12 et 37 kDa pour GAPDH).

Ensemble, ces résultats tendent à montrer qu'EBJD9 défavorise l'acétylation des protéines histones

H4.  Notre recherche se base donc sur l’hypothèse que le EBJD9 se comporte  in vivo comme un

activateur d’HDAC.

10) Hypothèses de travail :

       Notre travail de recherche visait à tester l'hypothèse des propriétés activatrices HDAC de

EBJD9. Dans un premier temps, nous avons approfondi les études in vitro et dans un second temps

nous avons testé les effets comportementaux de EBJD9 sur la consommation d'alcool de rats. Dans

la mesure où les inhibiteurs HDACs diminuent la consommation d'alcool dans plusieurs modèles

animaux,  notre  travail  visait  à  tester  si  ce  potentiel  activateur  HDAC augmentait  cette  même

consommation.

2. MATERIEL ET METHODES :

La synthèse d'EBJD9 se faisant pour des raisons techniques en petite quantité, et afin d'augmenter

les probabilités d'obtenir un résultat malgré cette contrainte, nous choisissons de procéder à des

injections intra-cérébroventriculaires plutôt qu'intra-péritonéales.
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Nous nous proposons d'observer  l'effet  de EBJD9 sur d'une part,  le  comportement  vis-à-vis  de

l'alcool  chez  le  rat  mâle  adulte  ayant  préalablement  montré  une  escalade  de  la  consommation

d'alcool  durant  plusieurs  semaines,  et  d'autre  part  sur  les  niveaux  d'acétylation  des  protéines

histones. Cette seconde étude sera réalisée par cytométrie en flux.

Parallèlement à ces expériences comportementale et biochimique, nous étudierons l'effet de EBJD9

sur  le niveau d'acétylation de l'histone H4 sur la lysine 12 Ac-H4K12 de cultures cellulaires SH-

SY5Y et  nous réaliserons  un test  d'activité  HDACs totale  sur  des  cellules  SH-SY5Y ayant  été

traitées par EBJD9.

1) Expérience in vitro sur cellules SH-SY5Y :

1. Culture cellulaire :

Les cellules SH-SY5Y que nous avons utilisées ici, sont issues d'un neuroblastome humain (Sigma

Aldrich 94030304-1 VL). La culture cellulaire a été faite à 37°C, sous une atmosphère humide

contenant 5% de CO2. Le milieu de culture était complet (i.e. DMEMF12 medium (Dutcher, P04-

41150) contenant 1%  de MEM  NEAA 100X  sans glutamine  (Dutcher, P 08- 32100), 1% de

Penicilline G /  Streptomycine (Dutcher P 10- 023100) et  10% de serum foetal  bovin (Dutcher,

500105MM)).

Chaque plaque de culture, comportait 6 puits. Chaque puit avait en son fond, une lamelle circulaire

de verre, à laquelle adhéraient les cellules. A l'interieur d'un même puit, les cellules étaient reparties

équitablement. Chaque puit contenait 100 000 cellules pour 2 mL de milieu DMEMF12. On laissait

adhérer les cellules 24 h avant de commencer un traitement.

2. Immunomarquage :

D’après  nos  résultats  préliminaires,  EBJD9 est  possiblement  un activateur  d'  HDAC. Si  tel  est

effectivement le cas, EBJD9 abaisse donc les niveaux d'acétylation des protéines histones. Afin de

le démontrer, nous  avons utilisé un anticorps ciblant l'histone H4 acétylée sur la lysine 12 (Ac-

H4K12) sur une culture de cellules SH-SY5Y ayant été préalablement traitée avec EBJD9.

Dans le même temps, et afin de vérifier la fiabilité de la méthode, nous utiliserons également cet

anticorps sur une culture de cellules SH-SY5Y incubées avec MS275, un iHDACs connu.

3. Immunofluoresence :

Après 24 ou 48 h d'une exposition continue soit à EBJD9 (10 µM), soit à MS275 (10 µM), les
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cellules sont lavées avec le tampon phosphate 1X (PBS 1X, pH 7.4, ref 8461.0005, ChemSolute),

puis fixée pendant 10 minutes avec du paraformaldéhyde dilué à 4% (4% PFA) dans du PBS 1X.

Les  cellules  sont  ensuite  post-fixées  pendant  une  nuit,  à  une  température  de  4°C,  dans  du

paraformaldéhyde dilué à 1% dans du PBS 1X (1% PFA-PBS 1X).

Pour le marquage, les cellules sont d'abord rincées 3 fois 5 minutes dans du PBS-Triton (PBS 1X ,

0.2% Triton,  pH 7.4)  puis  on  les  perméabilise  pendant  30  minutes  en  contact  de  PBS-Triton.

L'incubation dure une nuit à 4°C, avec un anticorps monoclonal de lapin  anti-acétyl-histone H4K12

(Merck Millipore, 04 119), dilué à 1/7500 dans du PBS-Triton.

Les lames sont ensuite rincées 3 fois 5 minutes dans du PBS-Triton et mises en contact avec un

anticorps  secondaire  de  lapin  conjugué  avec  le  fluorochrome  Alexa  Fluor® 488  (111-545-003

Jackson Immunoresearch) dilué à 1/2000 dans le PBS 1X- 0.2% Triton- 2% Goat serum (Biowest).

Après trois lavages dans du PBS, les lamelles de verre sont montées entre une lame gélatinisée et

une lamelle dans un milieu de montage contenant du DAPI, un marqueur d’ADN (4',6'-diamidino-

2-phenylindole) (Life Technologies Prolong Gold P36931).

Les contrôles négatifs pour ce marquage Ac-H4K12, ont été réalisés exactement de la même façon

que les groupes EBJD9 et MS275 à la différence que l'anticorps primaire n'a pas été utilisé. Ces

contrôles négatifs n'ont pas donné de marquage.

L'immunomarquage a été visualisé avec un microscope optique LEICA DM 4000B, relié à une

caméra permettant d’acquérir les images, qui ont toutes été prises avec le même niveau de lumière

en utilisant un objectif x20. Les images ont ensuite été analysées par un expérimentateur «aveugle»

avec le logiciel IMAGEJ (Institut national de la santé mentale, Bethesda, Maryland, États-Unis).

Pour chaque traitement (contrôle, MS275 et EBJD9), vingt cellules ont été choisies au hasard pour

l'analyse  d'image.  L'intensité  de  fluorescence  pour  chaque  cellule  a  été  enregistrée  en  unités

arbitraires (a.u.)  et  les résultats  ont été présentés comme l'intensité  de fluorescence moyenne ±

S.E.M pour chaque condition, exprimée en a.u.

4. Test d'activité des HDACs totales (utilisation du Kit « HDAC-Glo ») :

Le but de cette expérience était d'évaluer les niveaux d'activité des HDACs totales extraites des

noyaux issus de cultures cellulaires SH-SY5Y seules (ce groupe sera nommé CRTL), ou ayant été

traitées soit par EBJD9 (10 µM) soit par MS275 (10 µM) pendant 48 h. La culture cellulaire a été

faite  de la  même manière que citée précédemment (voir :  Expérience  in  vitro sur  cellules  SH-

SY5Y : Culture cellulaire). Le kit utilisé a été le HDAC-Glo ref: G6421 PROMEGA. Après 48 h de

traitement, les protéines nucléaires des cultures cellulaire ont été extraites (tampon de lyse NP40).

Selon le principe du Kit HDAC-Glo, les HDACs nucléaires que nous avons extraites vont  catalyser
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le substrat fourni dans le kit. Le produit issu de la catalyse par les HDACs nucléaires subit lui-

même une réaction catalysée par  un « agent  développeur » fourni  dans  le  Kit,  qui  donnera  un

produit final luminescent que l’on pourra doser : Ainsi, plus l’activité HDAC sera importante, plus

l'intensité  de  luminescence  qui  lui  sera  associée  sera  importante  également.  L'intensité  de

luminescence  est  exprimée en  unité  relative  de  lumière  (URL)  et  lue  par  le  lecteur  de  plaque

TECAN pendant une heure.

2)  Comportement animal  :

1. Animaux :

Nous avons utilisé 21 rats  mâles Long-Evans,  fournis par le laboratoire  René Janvier.  Ces rats

étaient des jeunes adultes âgés de 8 semaines (250 grammes) au début des expériences, et ont été

sacrifiés à l’âge de 6 mois pour les expériences de cytométrie en flux. Nous avons choisi la souche

Long Evans afin de reproduire la méthode d’ « accès intermittent à de l’éthanol 20% »,  qui nous

sert de référence pour produire une escalade de la consommation d'alcool chez le rat. (Simms et al.

2008) Chaque rat a été maintenu individuellement dans une cage avec un libre accès à l’eau et à la

nourriture durant toute la période d’hébergement.

2.  Protocole d’« accès intermittent à de l’éthanol 20% »  

Le principe consiste à proposer de façon intermittente de l’alcool en libre accès à des rats. Cette

exposition intermittente  a  pour caractéristique de conduire  le  rat  à  consommer de plus  en plus

d’alcool au cours du temps, selon un profil dit d’ « escalade »  de la consommation. Cette procédure

permet d’obtenir  une consommation journalière de l’ordre de 5-7 g/kg/24h, ce qui n’est  jamais

atteints lorsque le rat est en consommation non intermittente. (Simms et al. 2008)

Un jour sur deux, les rats ont accès à un biberon d'eau courante et à un biberon d'éthanol à 20%

(volume/volume).  Cette  dilution  est  réalisée  à  partir  d'éthanol  95% et  d'eau  courante.  Le  jour

suivant, les rats ont accès à deux biberons d'eau. Les jours avec et sans alcool s'alternent donc et

chaque semaine, il y a trois sessions avec alcool, de 24 h par semaine. (Fig.9)
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Lundi Mardi Mercredi Jeudi Vendredi Samedi Dimanche

 

eau+alcool eau+eau eau+alcool eau+eau eau+alcool eau+eau eau+eau

Figure 9 : Semaine type d'alcoolisation par la méthode d’« accès intermittent à de l’éthanol 20% » 

Plus précisément, on met les biberons d'alcool et d'eau le lundi, mercredi et vendredi. On les enlève

et pèse le mardi, jeudi et samedi. Ces jours-là, on les remplace par les deux biberons d'eau. Le

dimanche est dans la continuité du samedi, et les rats n'ont accès qu'à de l'eau.

La balance utilisée est  strictement  toujours la  même pour toutes  les  pesées  des  biberons et  est

précise au centième de gramme. Les rats sont également pesés régulièrement, à minima une fois par

semaine. Régulièrement les placements respectifs des biberons d'eau et d'alcool sont inversés afin

de limiter la préférence chez le rat pour l'un des deux emplacements. Cette méthode est utilisée afin

de permettre une escalade de la consommation d'alcool chez le rat. Elle a été démontrée comme

étant  plus  efficace  qu'une  méthode  d'accès  continu  à  la  consommation  d'alcool,  ainsi  qu'une

méthode d'accès intermittent à l'éthanol 10%. (Loi et al. 2010)

Les moyennes des trois sessions par semaine, nous permettrons d'évaluer par rat et pour le groupe :

– la consommation en eau et éthanol 20% (mL/kilo/24h),

– la préférence pour l’alcool, qui correspond au pourcentage de consommation en eau et en

éthanol 20% sur la consommation en fluide total,

– la consommation en éthanol pur (g/kilo/24h).

De plus, nous faisons un jour sur deux, la moyenne pour le groupe de la consommation en fluide

total (eau et éthanol 20%) (mL/24h)

En tout, nous aurons réalisé 6 semaines d'alcoolisation par la méthode de l'accès intermittent avant

d'envisager la chirurgie et les injections d'EBJD9.
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3. Chirurgie stéréotaxique :

Après un total de six semaines complètes d'alcoolisation selon la méthode décrite précédemment

(Simms et al. 2008), les rats se voient poser un guide-canule qui permettra l'injection d' EBJD9 dans

le ventricule cérébral latéral ainsi que les injections placebo. Cette pose de guide-canule se fait sous

anesthésie  générale.  L'anesthésiant  utilisé  est  l'  isoflurane,  en  inhalation.  L'opération  dure  une

vingtaine de minutes.

Une fois endormi, la tête du rat est placée entre d'une part deux barres d'oreilles et d'autre part un

masque, empêchant tout mouvement, sur un cadre stéréotaxique. Le masque permet également le

passage de l'anesthésiant durant toute l'opération. Après une anesthésie locale (xylocaïne 5%), on

incise le sommet du crâne dans le sens antéro-postérieur. Ainsi, on peut apercevoir l'os frontal et les

os pariétaux du crâne, ainsi que leurs fontanelles communes. Celles-ci se rejoignent en un point, le

bregma, qui constituera le point de coordonnées 0/0/0, à partir duquel on repérera l'emplacement du

guide-canule. (Fig.10)

Fig 10 : représentation d'une coupe cérébrale frontale chez le rat.

(atlas de Paxinos et Watson, 1986)
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En effet, celui-ci doit avoir pour coordonnées par rapport au Bregma :

Axe antéro-postérieur - 0,4 mm

Axe latéral + ou -1,2 mm (selon le ventricule latéral droit ou gauche)

Axe dorso-ventral - 2,3 mm

La représentation de la coupe cérébrale précédente,  a été faite à  -0,4 mm sur l'axe antéro-postérieur

par rapport au Bregma. On peut distinguer sur cette représentation, deux masses opaques noires qui

sont les ventricules cérébraux latéraux droits et gauche, par lesquels se propageront les produits des

différentes injections à l'ensemble du système nerveux central.  Nous procédons à une pause de

guide-canules  afin  de  cibler  le  système  nerveux  central,  car  nous  émettons  l'hypothèse  selon

laquelle EBJD9, s'il est bien un activateur HDAC, aura une action sur le comportement qui ne sera

pas dû à un effet  périphérique,  comme il  a  été  possible  de le  montrer,  en ce qui  concerne les

inhibiteurs HDACs. (pour revue (Bourguet et al. 2018))

On perfore donc le crâne, en le point de coordonnées -0,4/+1,2/0 (ou -0,4/-1,2/0) par lequel passera

le guide-canule pour atteindre -2,3 mm sur l'axe dorso-ventral, mais également en 4 autres points

(dont deux au niveau de l'os frontal et un par os pariétal).

Ces  4  points  supplémentaires  permettront  de  poser  4  vis  et  d'assurer,  avec  la  pose  du  ciment

dentaire, le maintien en place du guide-canule, comme représentés sur la figure 11.

Figure 11 : exemple de chirurgie stéréotaxique :
vue du crâne chez le rat après incision, et perforation.

(source :http://img2018beauty.pw/bregma-mouse-skull.html 02/04/19)
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4. Injections :

L'ensemble des injections est réalisé à l'aide d'un micro-injecteur paramétré pour délivrer 2µL à la

vitesse  de  1µL/minute.  Chaque  injection  dure  donc  deux  minutes,  et  se  fait  sous  anesthésie

générale, par l'isoflurane en inhalation. Les rats contrôles reçoivent une injection du véhicule seul.

Les rats tests reçoivent une injection de EBJD9 dilué dans le même véhicule à la concentration de

500 µmol/L. Nous avons estimé que 500 µmol/L était la meilleure concentration pour obtenir un

résultat avec l'inhibiteur HDAC MS275. Nous faisons l'hypothèse que EBJD9 devrait montrer un

effet à cette même concentration.

1. Double-injections :

Les expériences précédentes réalisées au GRAP avait permis de tester les effets comportementaux

de deux iHDACs, le NaB (Simon-O’Brien et al. 2015) et le MS275 (Jerome Jeanblanc et al. 2015).

Ces deux molécules avaient entraîné une diminution de la motivation à consommer de l’alcool chez

les rats dépendants. Aucune de ces deux molécules ne montrait d’effet significatif après une unique

injection. Pour chacune de ces molécules, on ne pouvait observer d’effet qu’après deux injections

réalisées deux jours de suite. Nous avons donc repris ce schéma de double injection pour tester

EBJD9.

Chaque rat reçoit selon son groupe une injection le matin à 11 h, puis une autre le lendemain à 11 h.

Les biberons d'éthanol 20% et  d'eau sont  placés à  14 h (soit  donc 3 h après l'injection).  Nous

réalisons une première mesure des consommations à 16h (soit 2 h après la remise des biberons) et

une seconde le surlendemain à 14 h (soit 24 h après la remise).

La mesure « après deux heures », permet d'évaluer le comportement de type « binge drinking » (ou

le rat peut consommer un maximum d’alcool en moins de 2 h) et la mesure « après 24 h », permet

d'évaluer la consommation sur du moyen terme. Après une semaine sans nouvelle injection, nous

inversons les  groupes,  c'est  à  dire  que  les  rats  du groupe contrôle  vont  recevoir  du  EBJD9 et

inversement. Cette durée d'une semaine est jugée nécessaire et suffisante, pour que l'ensemble des

effets d'EBJD9 ainsi que la molécule elle-même, aient complètement disparu de l'organisme des rats

testés, car elle a été montré suffisante en ce qui concerne les inhibiteurs HDACs.

La nouvelle série d'injections se déroule comme la première : injection à 11 h, ré-injection à 11 h le

lendemain et remise des biberons à 14 h. Mesure des consommations à 16 h et le surlendemain à 14

h. (Fig.12)
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Semaine 1 Semaine 3

Jour J Jour J+1 Jour J+2 Jour J Jour J+1 Jour J+2

11 heures Injections Injections Injections Injections

14 heures

Remises

Mesures

Remises

Mesures

16 heures Mesures Mesures

Figure 12 : tableau explicatif du schéma des double-injections.

Nous pouvons ainsi comparer la consommation en eau et éthanol 20% pour chaque rat, avec et sans

EBJD9, après 2 h et 24 h.

2. Simple-injection:

Nous réalisons également un autre schéma comportant une seule injection. Les groupes sont les

mêmes et sont inversés de la même façon à la semaine 3. On remet les biberons trois heures après

l'injection soit donc à 14 h, une mesure encore deux heures plus tard (16 h) et une mesure 24 h plus

tard (14 h le lendemain). (Fig.13)

Semaine 1 Semaine 3

Jour J Jour J+1 Jour J Jour J+1

11 heures Injections Injections

14 heures

Remises

Mesures

Remises

Mesures

16 heures Mesures Mesures

Figure 13 : tableau explicatif du schéma des injections uniques.
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5.  Cytométrie en flux 

Le sacrifice des rats se fait par décapitation après anesthésie à l'isoflurane par inhalation. Trois

heures avant ce,lui-ci une simple-injection placebo ou EBJD9 selon le rat, est réalisée. Ce temps est

jugé  nécessaire  et  suffisant  pour  que  les  mécanismes  épigénétiques  se  mettent  en  place  après

l'injection. Depuis la veille (14 h), les rats n'ont accès qu'à l'eau, ce qui permet d'assurer que le

résultat de l'analyse par cytométrie en flux, ne s'expliquera pas par les mécanismes épigénétiques en

lien avec l'alcool.

L'extraction du cerveau du rat est réalisée juste ensuite, et sont prélevés pour la cytométrie en flux

les structures droite et gauche suivantes :

– le cortex préfrontal (CPF)

– le noyau accumbens (NAcc)

– le striatum dorso-médian (SDM)

– le striatum dorso-latéral (SDL)

Ces structures interviennent dans le circuit de la récompense, dont on sait qu'il est affecté par la

prise  d'alcool.  Nous  les  choisissons  car  nous  émettons  l'hypothèse  selon  laquelle  un  effet

épigénétique d’EBJD9 en lien avec la consommation d'alcool, interviendrait au niveau du circuit de

la récompense.

1. Principe de la Cytométrie en flux :

La cytométrie en flux est une technique analytique individuelle, quantitative, qualitative et multi-

paramétrique.  Des cellules sont  entraînées par un flux liquidien et  passent une à  une devant  le

faisceau d'un laser. Elles absorbent une partie de cette lumière, et en diffuse une autre, en fonction

de leurs caractéristiques (taille, granulométrie). Il est possible également, que l'excitation lumineuse

induise l'émission d'une fluorescence par la cellule elle-même, ou par un fluorochrome auquel elle

est couplée. Ce fluorochrome est  alors rattaché à un anticorps secondaire qui va reconnaître un

anticorps  primaire,  lui-même  reconnaissant  un  élément  constitutif  de  la  cellule  (récepteurs

membranaire,  enzymes,  etc...).  En  fonction  de  la  fluorescence  émise,  on  peut  donc  déduire  la

quantité  de  l'élément  constitutif  désiré  dans  chaque  cellule.  Enfin,  la  cytométrie  permet  de

discriminer en fonction de la charge de ce qu'on étudie. Les cellules sont ainsi analysées, chacune

séparément et comptées. (Fig.14)
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Figure 14 : schéma représentatif de la cytométrie en flux.

(source : florimont.info/premiere/cytometrie.html)

2. Préparation des prélèvements cérébraux, choix des anticorps primaires et secondaires, 
cytométrie :

Pour pouvoir être analysées séparément les unes des autres, cette technique de la cytométrie en flux

demande de dissocier les cellules qui nous intéressent de la matrice extracellulaire, puis de dégrader

cette dernière, par différentes enzymes. On peut également dégrader les érythrocytes s'ils sont en

quantité trop importante. Après une centrifugation, on récupère les cellules en suspension, sous une

autre phase de débris cellulaires.

Ces cellules sont ensuite fixées, puis mise en contact avec un perméabilisant, qui va permettre de

rendre la membrane cytoplasmique ainsi que la membrane nucléaire perméables. De cette façon,

l'anticorps primaire que nous mettrons par la suite en contact avec nos cellules, pourra se fixer

jusque dans le noyau. Ceci est important pour notre recherche, puisque nous nous intéressons aux

HDAC acétylées, qui peuvent être présente au sein du noyau.
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Dans ce protocole, nous testons 7 anticorps primaires :

– NeuN (anticorps neuronal)

– GluN2A (anticorps pour la sous unité GluN2A du récepteur NMDA)

– GluN2B (anticorps pour la sous unité GluN2B du récepteur NMDA)

– HDAC2 (pour l'activité HDAC)

– Ac-H4K12 (pour les niveaux d'acétylation de H4K12)

– CD11b/c (anticorps pour les cellules gliales)

– MAP2 (anticorps neuronal)

Les anticorps GluN2A et GluN2B sont utilisés car le laboratoire GRAP a montré que la prise aigüe

de fortes quantités d’éthanol favorise la désacétylation du promoteur du gène pour la sous-unité

GluN2B  via l'activité  de  HDAC2,  mais  pas  la  sous-unité  GluN2A.  (Drissi  et  al.  2019)  Cette

désacétylation entraîne une augmentation de l'expression de cette sous-unité GluN2B du récepteur

NMDA. Ainsi, nous faisons l'hypothèse que si EBJD9 permet d'augmenter l'activité HDAC2, la

sous-unité  GluN2B sera  exprimée  d'avantage.  Certains  de  ces  anticorps  primaires  étaient  déjà

couplés à un fluorochrome. Mais pas tous, les anticorps secondaires que nous utilisons sont donc

couplés à des fluorochromes et dirigés contre les anticorps primaires.

Les anticorps secondaires que nous utilisons sont :

– Alexa Fluor 647

– Alexa Fluor 488

3)  Analyses statistiques :

Les  analyses  statistiques  ont  été  effectuées  à  l'aide  du  logiciel  SigmaStat®  (LogiLabo,  Paris,

France). Pour les expériences de comportement, l’analyse statistique a été réalisée selon les cas avec

des ANOVA 1 facteur à mesures répétées (session), des ANOVA 2 facteurs à mesures répétées (type

de  buveurs ;  traitement).  Pour  les  marquages  d’immunofluorescence,  l’analyse  statistique  a  été

réalisée avec une ANOVA à une voie (facteur «traitement») et des comparaisons post-hoc ont été

effectuées à l’aide du test de Tukey. Dans tous les cas, le seuil de significativité statistique (risque

alpha) a été fixé à p <0,05. Pour les expériences de cytométrie, aucune analyse statistique n’a été

menée sur n=3 (expériences en cours).
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3.  RESULTATS :

1) Expérience in vitro sur culture de cellules SH-SY5Y :

L'expérience a été réalisée sur des cellules SH-SY5Y soit avec 10 µM de EBJD9 soit avec 10 µM

d'éthanol 20%. Après 48 h de traitement, on réalise un immunomarquage et on compare les résultats

en terme de fluorescence entre les groupes EtOH et EBJD9, et avec le groupe CRTL qui correspond

à des cellules SH-SY5Y qui n'ont reçu aucun traitement. Il existe des différences significatives entre

le groupe EBJD9 et le groupe contrôle. En effet l'intensité de fluorescence moyenne était plus faible

pour le groupe EBJD9 par rapport au CRTL (p<0,05). Le groupe EtOH montre une intensité de

fluorescence plus faible par rapport au groupe CRTL  (p<0,05) ; et le groupe EtOH montre une

intensité de fluorescence moins importante que celle du groupe EBJD9  (p<0,05).

Cela vient  d'une part  confirmer que l'éthanol  est  bien un activateur  HDAC, et  permet  d’étayer

l’hypothèse selon laquelle EBJD9 est également un activateur HDAC. (Fig. 15)

Figure 15 : Intensité de fluorescence de l’immunomarquage des Ac-H4K12 sur des cellules SH-
SY5Y  après traitements par EBJD9 et EtOH.  Les cellules du  groupe contrôle sont des cellules
SH-SY5Y seules, le groupe EtOH a été traité avec 10 µM d'éthanol 20% et le groupe EBJD9 avec
10 µM d'EBJD9 pendant  48  h.  Les  photos  de  l’immunofluorescence  ont  été  obtenues  avec  le
microscope LEICA DM 4000B light (objectif x20) couplé au logiciel Mercator ® (Explora Nova, La
Rochelle).  L'analyse d'image a été  réalisée avec  le  logiciel  ImageJ.  Pour chaque image,  on a
mesuré l'intensité de l'immunofluorescence, qui augmente avec la proportion d'histone H4 acétylée
sur la lysine 12 (Ac-H4K12). Les résultats (ANOVA 1 facteur suivi d’une analyse post-hoc avec un
test de Tukey) sont présentés sous forme d'intensité de fluorescence moyenne ± S.E.M , exprimée en
unité arbitraire a.u. *: p<0,05..
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2) HDAC Glo : expérience in vitro sur l'activité HDAC totale de cellules  SH-SY5Y :

Le but de cette expérience était de comparer les activités des HDACs totales (soit un mélange de

l’ensemble des  familles  de HDAC) des  noyaux des  cellules  SH-SY5Y ayant  été  préalablement

traitées par EBJD9 10 µM ou MS275 10 µM, par rapport à celles de cellules SH-SY5Y n'ayant subi

aucun traitement.  48 h plus  tard,  on a  lysé  les  cellules,  et  on a  récupéré le  contenu du noyau

cellulaire.  Parmi  ce  contenu,  se  trouvent  les  HDACs  nucléaires.  Pour  juger  de  leurs  niveaux

d'activité, on les met en présence d'un substrat qui donne, après désacétylation par une HDAC, un

produit  luminescent.  Après  cette  étape,  on  analyse  l'intensité  de  luminescence  des  contenus

cellulaires. L’activité des HDACs est proportionnelle à la luminescence du produit final enregistrée.

En effet, plus l'activité HDAC totale est importante, plus le rapport produit luminescent/substrat est

important et donc plus l'intensité de luminescence est importante. De cette façon, nous pouvons

juger du niveau d'activité des HDACs totales.

 Les résultats montrent une intensité de luminescence significativement plus forte pour les cellules

ayant  été  traitées  avec  EBJD9 pendant  48 h par  rapport  à  celles  n'ayant  subi  aucun traitement

(p<0,001), ce qui montre qu’EBJD9 est un activateur d'une ou plusieurs HDAC(s), sans que l’on

puisse préciser lesquelles.  Le groupe ayant été traité par MS275, inhibiteur HDAC bien connu,

montrait  une intensité de luminescence significativement plus faible que celle du groupe CRTL

(p<0,001) ce qui nous conforte dans la fiabilité de la méthode. (Fig.16)
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Figure 16 : Luminescence des produits issus des activités HDACs nucléaires pour les traitements
EBJD9  et  MS275.  Des  cellules  SH-SY5Y  sont  traitées  soit  par  MS275,  soit  par  EBJD9  à  la
concentration de 10 µM. Les cellules SH-SY5Y n'ayant reçu aucun traitement correspondent au
groupe témoin (TEM). Après 48 h de traitement, les protéines nucléaires extraites sont mises en
contact  d'un  substrat  qui,  métabolisé  par  une  HDAC,  donne  un  produit  luminescent.  La
luminescence est alors enregistrée en Unités Relatives de Lumière (URL) pendant plusieurs heures.
Le pic  d'intensité  est  à 1335 secondes (20 minutes  environ).  De cette  façon,  il  est  possible  de
connaître le niveau d'activité des HDACs totales. Par rapport au groupe témoin (SH-SY5Y seules),
on peut remarquer que l'intensité de luminescence était très inférieure pour le groupe MS275 (***)
tandis qu'elle était supérieure pour EBJD9 (***).   ***: p <0,001.

3) Expériences comportementales :

1. Escalade de consommation par le protocole d’accès intermittent à l’éthanol
Le  protocole  d’accès  intermittent  à  de  l’éthanol  20% a  été  réalisé  pendant  6  semaines

complètes à raison de 3 séances d'alcoolisation par semaine. La consommation d’eau était de 68,21

mlL/kg/24h  durant  la  première  semaine  et  a  baissé  significativement  à  34,19  mL/kg/24h  à  la

sixième  semaine  (ANOVA 1  facteur  mesures  répétées  p  <0,001  entre  semaine  1  et  6).   La

consommation  d’éthanol  était  de  16,42  mL/kg/24h  durant  la  première  semaine  et  a  augmenté

significativement à 30,44 ml/kg/24h à la sixième semaine (p <0,001 entre semaine 1 et 6).

La préférence pour l’eau est passée de 80,27 % à 52,74 % (p<0,001) tandis que la préférence
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pour l’éthanol est montée de 19,73 % à 47,26 % dans ces 6 semaines (p<0.001).  L’augmentation de

la préférence en éthanol 20% était significative dès la deuxième semaine (p=0,011). A partir de la

4ème semaine,  il  n'y a plus d'évolution significative de la préférence en éthanol  20% (entre la

quatrième et la sixième semaine p=0,600 et entre la cinquième et la sixième semaine p=0,954), ce

qui démontre l’apparition d’une consommation stable, ainsi que décrit dans la littérature. (Simms et

al. 2008)

Au cours des 6 semaines du protocole d’accès intermittent à de l’éthanol, la consommation

moyenne pour l'ensemble du groupe est passée de 3,28 grammes d'éthanol pur par kilo de rat par 24

heures pour la première semaine, à 6,09 grammes d'éthanol pur par kilo de rat par 24 heures pour la

sixième  semaine.  Cette  escalade  de  consommation  est  significative  (Anova  1  facteur  mesures

répétées p<0.001 entre la première et la sixième semaine) et l’escalade de consommation était stable

à partir de la 3ème semaine (entre la troisième et la sixième semaine p=0.511 ; entre la quatrième et

la sixième semaine p= 0.542 ; entre la cinquième et la sixième semaine p= 0.992).

La consommation moyenne totale en fluide durant les 6 semaines d’accès intermittent à

l’éthanol  était  toujours  stable,  comprise  en  20  et  25  mL pour  l'ensemble  du  groupe.  On  note

cependant  3  jours  de  hautes  consommations  (jours  8,18,12),   pour  lesquelles  il  existait  une

différence significative (p<0,05) avec les jours de consommations totales en fluides les plus faibles,

(15,10,16,14,9).  Nous  n’avons  pas  d’explications  concernant  les  modalités  d’hébergement  pour

expliquer ces variations. (Fig.17)

Simms et al. 2008, avait obtenu par la méthode de l’accès intermittent à de l'éthanol 20%,

une  consommation  moyenne  en  éthanol  pur  de  5,1  ±  0,5  g⁄kg⁄24  h  après  la  5ème  semaine

d'exposition, ce qui représentait une escalade de la consommation chez le groupe de rats Long-

Evans.  Il  avait  également  pu  constater  une  baisse  significative  de  la  préférence  en  eau  et

parallèlement une augmentation significative de la préférence en éthanol 20%. La consommation en

fluide totale était également stable.
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Figure 17 : Évolution  de la consommation d'alcool sur les 6 semaines d’accès intermittent à de
l’éthanol  pour l'ensemble du groupe,  dont  la  consommation en eau et  en  éthanol  20% (A),  la
préférence en eau et éthanol (B)  la consommation en éthanol pur (C) (Éthanol 20% * : p<0,05 ;
** :  p<0,01 ;*** :  p<0,001  vs  semaine  1)  (Eau  # :  p<0,05 ;  ##  :  p<0,01 ;  ### :  p<0,001  vs
semaine 1) et la consommation en fluide totale (D) (* : p<0,05).

2. Effet du traitement par EBJD9 sur la consommation d’alcool lors de l’accès 
intermittent à de l’éthanol 20% :

Nous avons étudié l’effet de deux injections d’ EBJD9 réalisées à 24 h d’écart, la seconde 3

h avant l’accès à l’éthanol (Figure 18A), et l’effet d' une injection de EBJD9 réalisées 3 h avant

l’accès à l’éthanol (Figure 18B), sur le comportement de consommation des rats. La consommation

a été enregistrée après 2 h et 24 h d’accès à l'éthanol. Ces deux mesures permettent d’étudier deux

aspects différents de la consommation d’alcool : le temps court permet d’évaluer un comportement

de type binge-drinking, (visant à s’alcooliser rapidement dans le but d’être ivre), la seconde permet

d’évaluer une appétence plus générale pour l’alcool. (Fig.18)
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Figure  18 :  Effet  de  deux  injections  (A)  ou  d’une  injection  unique  (B)  d’EBJD9  sur  le
comportement de consommation d’alcool de l’ensemble du groupe, après 2 h ou 24 h d’accès à
l’éthanol.

La  double  injection  d’EBJD9  n’a  pas  engendré  de  modification  significative  de  la

consommation d’alcool  après  2 (p=0,098)  ou 24 heures d’accès  (p=0,167).  La simple injection

d’EBJD9  n’a pas engendré de modification significative de la consommation d’alcool après 2 (p=

0,829) ou 24 heures d’accès à l’alcool (p=0,115). Cependant, nous avons ré-analysés ces résultats.

Nous avons séparé les rats à partir de la médiane des moyennes des consommations sur les deux

dernières semaines du protocole d'escalade par la méthode d’accès intermittent à de l’éthanol, ce qui

a  permis  une  séparation  selon  le  type  de  consommation.   En  effet,  de  par  la  variation  inter-

individuelle  spontanée  dans  la  consommation  d’alcool,  deux  sous-groupes  sont  séparés  par  la

médiane : les  «Low Drinkers » (LD) et les « High Drinkers » (HD).

3. Consommations des sous-groupes High Drinkers et Low Drinkers :

Lorsque l’on sépare  deux sous-groupes  de  rats  en fonction  de leur  moyenne de consommation

d’alcool  sur  les  deux  dernières  semaines,  on  obtient  un  groupe  de  rats  Low  Drinkers  (LD)

consommant  statistiquement  moins  d’alcool  que  les  High Drinkers  (HD) (21,96 mL/kg/jour  vs

37,60 mL/kg/jour d'éthanol 20%, p<0,001; soit 4,39/kg/j vs 7,52 g/kg/jour d'éthanol pur, p<0,001)

(Fig.19A et 19C).
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Figure  19 :  Différences  de  consommation  entre  les  sous-groupes  High  Drinkers  (HD)  et  Low
Drinkers (LD) sur les deux dernières semaines d’accès intermittent, pour la consommation en eau
(*** :  p<0,001)  et  éthanol  20%  (*** :  p<0,001)  (A),  la  préférence  (*** :  p<0,001)  (B),  la
consommation en éthanol pur (C) (*** : p<0,001) et la consommation totale de fluide ( *:p=0,018)
(D).

De même, les préférences des Low Drinkers sont statistiquement différentes des préférences

des High Drinkers (préférence en éthanol 32,61% vs 62,90%, p<0,001). Ceci permet de travailler

sur deux phénotypes différents de consommation d’alcool. La consommation moyenne totale en

fluide est également statistiquement différente (59,06 mL/kg/jour vs 68,61 mL/kg/jour pour les Low

Drinkers , p<0,05)

4. Effet du traitement par EBJD9 sur la consommation d’alcool lors de  l’accès 
intermittent à de l’éthanol 20% dans les sous-groupes High Drinkers et Low 
Drinkers :

Nous avons donc re-analysés les résultats de la réponse à EBJD9 sur la consommation d'alcool

après séparation des deux sous-groupes.

47

LD HD
0

10

20

30

40

50
EtOH 20%

eau

***
***

m
o

ye
n

n
e 

d
es

 c
o

n
so

m
m

at
io

n
s

su
r 

le
s 

2 
d

er
n

iè
re

s 
se

m
ai

n
es

av
an

t 
le

s 
in

je
ct

io
n

s 
ic

v 
en

 m
L

/k
g

/2
4h

LD HD
0

20

40

60

80
EtOH 20%
eau

***
***

p
ré

fé
re

n
ce

d
e 

co
n

so
m

m
at

io
n

 e
n

 %
p

o
u

r 
le

s 
se

m
ai

n
es

 5
 e

t 
6

A B

LD HD
0

2

4

6

8

10
EtOH pur***

m
o

ye
n

n
e 

d
es

 c
o

n
so

m
m

at
io

n
s

su
r 

le
s 

2 
d

er
n

iè
re

s 
se

m
ai

n
es

av
an

t 
le

s 
in

je
ct

io
n

s 
ic

v 
en

 g
/k

g
/2

4h

LD HD
0

20

40

60

80
fluide total

*
co

n
so

m
m

at
io

n
 m

o
ye

n
n

e
su

r 
le

s 
se

m
ai

n
es

 5
 e

t 
6

en
 m

L
/k

g
/2

4

DC



1.  Effet d’EBJD9 suite à deux injections chez les HD et LD :

Nous avons étudié l’effet de deux injections de EBJD9 réalisées à 24 h d’écart, la seconde 3 h avant

l’accès à l’éthanol (Fig.20), sur le comportement de consommation des rats après 2 h (Fig.20A)

d’accès intermittent à de l’éthanol 20%. Nous n’avons pas observé d’effet du facteur « type de

buveur » F(1 ;30)= 2,707, p=0,122, ni du facteur « traitement par EBJD9 F(1 ;30)=3,144, p=0,098,

ni d’interaction entre les deux facteurs (F(1 ; 28)=2,601, p=0,129. L’analyse post-hoc indique un

effet d’EBDJ9 sur le groupe de « Low drinker » (p=0,031) et pas sur le groupe de « high drinker »

(p=0,921). Au terme de 24 h d’accès à l’éthanol (Fig.20B), nous avons observé un effet du facteur

« type  de  buveur »  F(1 ;30)=  5,471,  p=0,035,  pas  d’effet   du  facteur  « traitement  par  EBJD9

F(1 ;30)=1.713, p= 0,212 et pas d’interaction entre les deux facteurs (F(1 ; 28)=5,670, p=0,032.

L’analyse post-hoc indique un effet d’EBJD9 sur le groupe de « Low drinker » (p=0,021) et pas sur

le groupe de « high drinker » (p=0,461), et l’EBJD9 augmente la consommation des rats de 43,3 %.

Ainsi, la différence qui existe entre les deux types de buveur « low » et « high » en l’absence de

traitement  (p=0,002) disparaît sous l’effet du traitement EBJD9.

Après deux injections contrôles, la consommation des High Drinkers et celle des Low Drinkers

étaient significativement différentes après 24 h (** : p=0,002) mais pas après 2 h (p=0,284) d'accès

intermittent à l'éthanol 20%. Après deux injections de EBJD9, la consommation des High Drinkers

et celle des Low Drinkers n'étaient pas significativement différentes ni après 2 h(p=0,889) ni après

24 h d'accès intermittent à l'éthanol 20% (p=0,184).
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Figure 20 : Effet de deux injections d’EBJD9 sur le comportement de consommation des rats lors
de l'accès intermittent à de l’éthanol 20%, après 2 h (A) pour les High Drinkers (p=0,921) et les
Low Drinkers (* : p=0,031) ou 24 h (B) pour les High Drinkers (p=0,461) et les Low Drinkers (* :
p=0,021). Les deux injections ont été réalisées à 24 h d’écart,  la seconde 3 h avant l’accès à
l’éthanol. EBJD9 injecté deux fois ne modifie pas la consommation des rats « High Drinkers »
après  24  h  d’accès  mais  augmente  la  consommation  des  rats « low  drinkers ».  Après  deux
injections  contrôle,  la  consommation  des  High  Drinkers  et  celle  des  Low  Drinkers  étaient
significativement  différentes  après  24  h  (** :  p=0,003) et  après  2  h  (*** :  p<0,001) d'accès
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intermittent à l'éthanol 20%. Après deux injections EBJD9, la consommation des High Drinkers et
celle des Low Drinkers n'étaient pas significativement différentes ni après 2 h (p=0,869) ni après
24 h d'accès intermittent à l'éthanol 20% (p=0,566).

2. Effet d’EBJD9 suite à une injection chez les HD et LD :

Nous avons étudié l’effet d’une injection de EBJD9 réalisée 3 h avant l’accès à l’éthanol (Fig.21),

sur  le  comportement  de  consommation  des  rats  après  2  h  (Fig.21A)  d’accès  intermittent  à  de

l’éthanol 20%. Nous avons observé un effet du facteur « type de buveur » F(1 ;30)= 4,804, p=0,046,

mais pas du facteur « traitement par EBJD9 F(1 ;30)=0,488, p= 0,496, et également nous avons

observé une interaction entre les deux facteurs (F(1 ;  28)=11,006, p= 0,005. L’analyse post-hoc

indique un effet d’EBJD9 sur le groupe de « Low drinkers » (p=0,013) et pas sur le groupe de

« High drinkers » (p=0,085). De plus, au terme de 24 h d’accès à l’éthanol (Fig.21B), nous avons

observé  un  effet  du  facteur  « type  de  buveur »  F(1 ;30)=9,626,  p=  0,008,  ainsi  que  du  facteur

« traitement par EBJD9 F(1 ;30)=9,063, p= 0,009 et une interaction entre les deux facteurs (F(1 ;

28)=23,476,  p<0,001. L’analyse  post-hoc  indique  un  effet  d’EBJD9  sur  le  groupe  de  « Low

drinker »  (p<0,001)  et  pas  sur  le  groupe  de  « high  drinker »  (p=0,216),  EBJD9  augmente  la

consommation des rats de  215,4 %.

Après une injection contrôle, la consommation des High Drinkers et celle des Low Drinkers étaient

significativement  différentes  après  24  h  (p=<0,001)  et  également  après  2  h  (p<0,001)  d'accès

intermittent à l'éthanol 20%. Après une  injection EBJD9, la consommation des High Drinkers et

celle des Low Drinkers n'étaient pas significativement différentes ni après 2 h (p=0,339) ni après 24

h  (p=0,762) d'accès intermittent à l'éthanol 20% .  Ainsi, la différence qui existe entre les deux

types  de  buveur « Low »  et  « High »  en  l’absence  de  traitement  disparaît  sous  l’effet  du

traitement EBJD9.
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Figure 21 : Effet d'une injection d’EBJD9 sur le comportement de consommation des rats lors de
l’accès intermittent à de l’éthanol 20%, après 2 h (A) pour les High Drinkers (p=0,085) et pour les
Low Drinkers  (* :  p=0,013)  ou  24  h  (B)  pour  les  High  Drinkers  (p=0,216)  et  pour  les  Low
Drinkers  (*** :  p<0,001).  L’injection  a  été  réalisée  3  h  avant  l’accès  à  l’éthanol.  Après  une
injection  contrôle,  la  consommation  des  High  Drinkers  et  celle  des  Low  Drinkers  étaient
significativement  différentes  après  2  h  (***:  p<0,001)  et  après  24  h  (*** :  p<0,001)  d'accès
intermittent à l'éthanol 20%. Après une injection EBJD9, la consommation des High Drinkers et
celle des Low Drinkers n'étaient pas significativement différentes après 2 h (p=0,339) et après 24 h
d'accès intermittent à l'éthanol 20% (p=0,762).

4) Cytométrie en flux :
1. Expression de HDAC 2 :

Nous avons analysé par cytométrie en flux le pourcentage de cellules exprimant HDAC2 dans

4 structures :  le  cortex  pré-frontal  (CPF),  le  noyau accumbens  (Nacc),  le  striatum dorso-latéral

(SDL) et le striatum dorso-médian (SDM). Bien qu'il ne soit pas encore possible (n=3) de faire des

statistiques, il  ne semble pas exister de différence entre les Low Drinkers et  les High Drinkers

concernant le pourcentage de cellules exprimant HDAC2 (Figure 22A).

Nous avons également analysé l'Intensité Moyenne de Fluorescence des cellules (MFI), qui

est  d'autant  plus  forte  que  la  quantité  de  HDAC2 présente  dans  les  cellules  est  importante.  Il

semblerait  que HDAC2 soit  en  quantité  moindre  chez  les  Low Drinkers  par  rapport  aux High

Drinkers, particulièrement au niveau du cortex pré-frontal (CPF), mais on retrouve cette tendance

dans  le  noyau  accumbens  (Nacc),  le  striatum dorso-latéral  (SDL)  et  le  striatum dorso-médian

(SDM). (Fig.22B).
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Figure 22: A :  Pourcentage de cellules  exprimant  HDAC2 dans le  cortex pré-frontal  (CPF),  le
noyau  accumbens  (Nacc),  le  striatum  dorso-latéral  (SDL)  et  le  striatum  dorso-médian  (SDM)
(n= 3). B : Intensité moyenne de fluorescence (MFI) des cellules associées à l'activité HDAC2.

Nous avons analysé l'intensité moyenne de fluorescence, dont la valeur grandit avec l'expression de

HDAC2 dans  les  4  structures  cérébrales  citées  précédemment  (pour  rappel :  cortex  pré-frontal,

noyau accumenbens, striatum dorso-latéral, striatum dorso-médian) après traitement par EBJD9 et

nous  avons  comparé  ces  intensités  à  celles  obtenues  après  traitement  contrôle,  pour  chaque

structure. Nos résultats préliminaires (n=3) suggèrent que EBJD9 ne modifie pas l'expression de

HDAC2 dans  les  4  structures  car  il  ne  semble  pas  exister  de  différence  significative  entre  les

niveaux d'expression d'HDAC2 pour une même structure selon que le traitement soit EBJD9 ou

CRTL. (Figure 23)
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Figure 23 : Intensité moyenne de fluorescence (MFI) qui est d'autant plus forte que l'expression

HDAC2  dans les cellules est importante ( n=3).

2. Expression d’Ac-H4K12 :

Nous avons analysé le pourcentage de cellules exprimant Ac-H4K12 dans les 4 structures

étudiées. Pour chacune d'entre elles, et pour chacun des traitements, il  ne semble pas exister de

différence entre les Low Drinkers et les High Drinkers (n=3). Ceci parait concordant avec la nature

ubiquitaire de l’expression d’Ac-H4K12 dans les cellules.  

Nous avons également analysé l’intensité moyenne de fluorescence (MFI), qui est d'autant

plus forte que la quantité d’Ac-H4K12 présente dans les cellules est importante. Dans les conditions

« contrôle », bien qu’on ne puisse pas réaliser d’étude statistique (n=3), il semble que l’intensité

d’immunofluorescence et donc la quantité d’Ac-H4K12 soit plus importante chez les Low Drinkers

que chez les High Drinkers au niveau du CPF et du Nacc. (Fig.24)

Dans ces deux structures, EBJD9 semble avoir pour effet de normaliser Ac-H4K12 : Dans le

CPF et chez les Low Drinkers, il semble que EBJD9 fasse diminuer Ac-H4K12, tandis que chez les

High Drinkers EBJD9 semble faire augmenter Ac-H4K12. Il ne semble pas y avoir de différence

significative dans les niveaux Ac-H4K12 entre les Low Drinkers et les High Drinkers ayant été

traités par EBJD9.  Au niveau du noyau accumbens, EBJD9 semble abaisser Ac-H4K12 aussi bien

chez les  High Drinkers  que chez les Low Drinkers. Et  là  encore,  il  ne semble pas  y avoir  de

différence significative dans les niveaux Ac-H4K12 entre les Low Drinkers et High Drinkers après

traitement par EBJD9.

Ces résultats seraient en concordance avec les résultats de l'expérience comportementale :

EBJD9 tend au niveau comportemental à rendre la consommation des Low Drinkers et des High
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Drinkers similaire alors que les deux sous-groupes avaient des consommations significativement

différentes avant le traitement par EBJD9. Ici, EBJD9 tendrait à rendre similaire le niveau d'Ac-

H4K12 au niveau du cortex pré-frontal et du noyau accumbens.

A

B

Figure 24: A : Pourcentage de cellules  exprimant Ac-H4K12 dans les 4 structures étudiées. Pour
chacune d'entre elles, et pour chacun des traitements, il ne semble pas exister de différence entre les
Low Drinkers et les High Drinkers (n=3). B : Intensité moyenne de fluorescence (MFI), qui est
d'autant plus forte que la quantité de Ac-H4K12 présente dans les cellules est importante ( n=3).

3.  Expression de GluN2A et de GluN2B :

Nous avons étudié l'expression de  la  sous-unité  GluN2B du récepteur  NMDA dans les  4

structures.  Bien  qu'il  ne  soit  pas  encore  possible  de  faire  de  statistiques  (n=3),  on  note  une

différence de l’effet « type de buveur » en fonction des régions cérébrales étudiées. Dans le cortex

pré-frontal, chez les rats contrôles, il y aurait une expression GluN2B moins forte chez les High

Drinkers par rapport aux Low Drinkers, tandis que dans les autres régions étudiées, le striatum et le

noyau accumbens, chez les rats contrôles,  il y aurait une expression GluN2B plus forte chez les
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High Drinkers par rapport aux Low Drinkers. (Fig.25)

Figure 25 : A : Le premier graphique correspond à l'expression dans les 4 structures étudiées, de la
sous-unité GluN2B. Bien qu'il ne soit pas encore possible de faire de statistiques (n=3), il semble
pour les rats contrôle et dans le cortex pré-frontal, qu'il y ait une expression GluN2B moins forte
chez les High Drinkers par rapport  aux Low Drinkers.  B :  Le second graphique correspond à
l'expression dans les 4 structures étudiées, de la sous-unité GluN2A. Bien qu'il ne soit pas encore
possible de faire de statistiques (n=3), il semble que EBJD9 abaisse l'expression de GluN2A chez
les Low Drinkers dans les 4 structures, mais pas chez les High Drinkers.

                            

4. DISCUSSION :

Dans  ce  travail,  nous  avons  montré  par  des  expériences  in  vitro qu’EBJD9  présente  les

propriétés d’un activateur HDAC : il diminue l’acétylation des histones H4 et augmente l’activité

enzymatique des enzymes HDAC dites totales, c’est-à-dire de l’ensemble des familles de HDAC.

Par nos expériences comportementales, nous avons montré qu’EBJD9 augmente la consommation

d’alcool chez des rats présentant un faible niveau de consommation d’alcool, sans modifier celle des

rats  ayant  un  fort  niveau  de  consommation  spontanée.  Enfin,  nous  avons  réalisé  des  travaux

préliminaires de cytométrie en flux avec n=3 rats par groupe, ce qui ne permet pas de faire l’analyse

statistique. Cependant, une tendance se dégage montrant des différences de profil épigénétique dans

les deux sous-groupes de rats Low Drinkers et High Drinkers, dont certaines pourraient être reliées

à leur différence de phénotype comportemental. Nous avons observé une plus faible expression de

HDAC2 associée à plus forte acétylation H4K12  dans le cortex pré-frontal et le noyau accumbens

chez le groupe de rats Low Drinkers, soit sur la sous-population sur laquelle EBJD9 s’est montré

actif.
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La  forte  expression  d’Ac-H4K12  a  été  « corrigée »  par  l’injection  d’EBJD9.  Ceci  semble

démontrer que in vivo, dans le cortex prefrontal et le noyau accumbens, deux régions clés du circuit

de la récompense, chez les Low Drinkers, l’effet d’EBJD9 est celui d’un activateur HDAC. De

manière intéressante, nous avons noté qu’EBJD9 est sans effet sur l’expression d’HDAC2, qui ne

semble donc pas être sa cible.

1) Expérience in vitro sur les niveaux d'acétylation Ac-H4K12 sur SH-SY5Y et sur 
l'activité HDACs totale 

Les  expériences  menées  sur  les  cultures  de  cellules  SH-SY5Y,  qui  sont  des  précurseurs

neuronaux, nous ont permis de mettre en évidence qu’EBJD9 diminue les niveaux d'acétylation de

H4K12 et augmente l'activité des HDACs totales. Nos résultats ont également montré qu’in vitro

l’éthanol  présente  un  effet  activateur  HDAC,  et  permettent  d’étayer  l’hypothèse  selon  laquelle

EBJD9 est également un activateur HDAC.

2) Expériences comportementales :

1. Protocole d’accès intermittent à de l'éthanol :

Notre protocole d’accès intermittent à de l'éthanol a été réalisé pendant 6 semaines complètes

à  raison  de  3  séances  d'alcoolisation  par  semaine  et  les  rats  ont  présenté  une  escalade  de  la

consommation comparable  à celle montrée par  Simms et al. 2008.  Ces auteurs avaient également

pu constater une baisse significative de la préférence en eau et une augmentation significative de la

préférence en éthanol 20% stabilisé au bout de 6 semaines, ce qui est conforme à nos résultats,

tandis que la consommation en fluide totale était relativement stable sur 6 semaines, à quelques

exceptions près.

Nous avons reproduit ces conditions expérimentales reconnues pour leur validité dans les tests

de  traitements  de  l’addiction.  Il  est  notable  que  ces  conditions  soient  idéales  pour  mettre  en

évidence  l’effet  anti-addiction  de  molécules  telles  que  les  iHDACs.  Cependant,  elles  n'ont  pas

démontré leur efficacité pour montrer l’effet que nous attendions et qui constituait notre hypothèse

de départ, à savoir une hausse de la consommation avec EBJD9.

En effet, si on réalise une escalade de la consommation afin de pouvoir ensuite objectiver un

effet  limitant la consommation par les iHDACs, peut-être aurait-il  été plus judicieux d'observer

l'effet d’ EBJD9 avant l'escalade de la consommation, sur des rats présentant un faible niveau de

consommation.  Une  autre  stratégie  aurait  pu  être  d'administrer  EBJD9  pendant  le  protocole
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d’escalade, ce qui aurait peut-être permis une escalade plus rapide que dans les conditions d'un

accès intermittent classique. Cette expérience devra être menée au laboratoire afin d’affiner les tests

comportementaux concernant EBJD9.

2. Effet d’EBJD9 sur le comportement :

Lorsque les rats,  à la fin de la stabilisation de l’escalade de consommation,  ont  reçu des

injections d’EBJD9, en simple ou double injections, nous n’avons pas observé de modification de

leur consommation d’alcool. Nous avons formulé l’hypothèse que la forte escalade mise en place

conduisait  à  un  effet  « plafond »  de  consommation,  ne  permettant  pas  de  voir  un  effet  « pro-

consommatoire ». Pour tester cette hypothèse, nous  avons séparé le groupe en deux sous-groupes

en fonction de leur type de consommation et réévalués statistiquement les résultats. Nous avons

observé que la double injection d'EBJD9 augmente la consommation des rats Low Drinkers, au

point  de  rendre  leur  consommation  similaire  à  celle  des  High  Drinkers,  aussi  bien  sur  la

consommation pendant 2 heures (+ 62,4%) que sur celle de 24 heures (+ 43,3%).

Beaucoup d’études  sur les inhibiteurs HDAC ont  montré la nécessité  d’injecter  deux fois

l’inhibiteur, à 24 heures d'écart, pour mettre en évidence un effet (Jerome Jeanblanc et al. 2015)

(Simon-O’Brien et al. 2015), aussi nous avons repris ce schéma pour tester les effets de EBJD9.

Cependant, suite aux résultats obtenus sur la consommation après deux injections, nous avons voulu

savoir  s’il  existait  un effet  après  une unique  injection.   Nous avons observé  une augmentation

significative de la consommation d'éthanol aussi bien pendant 2 heures (+ 47,5%) que pendant 24

heures (+ 215,4%) après une unique injection.   

Ainsi, nous pouvons conclure à l’efficacité d’EBJD9, aussi bien après une que deux injections,

pour  modifier le comportement d’alcoolisation des Low Drinkers et le rendre similaire à celui des

High Drinkers.

3) Cytométrie en flux :

Au moment de rendre ce travail de thèse, nous ne disposons pas des résultats définitifs de la

cytométrie en flux, qui est encore en cours.

1. Différence entre les sous-groupes High-Drinkers et Low-Drinkers

Les résultats préliminaires (n=3 par groupe) de la cytométrie en flux, montrent que les deux
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sous-groupes de rats  diffèrent par leur niveau d’acétylation dans le cortex préfrontal :  Les High

Drinkers présentent une plus forte expression de HDAC2 et une moindre expression d’Ac-H4K12

par rapport  aux rats  Low Drinkers.  Chez des rats  adolescents exposés à un protocole de binge

drinking, ou encore chez des rats sélectionnés génétiquement et alcoolo-préférants, l’exposition à

l’alcool entraîne une diminution de l'expression d’Ac-H4K12 et une augmentation de l'expression

de HDAC2 (Moonat et al. 2013). Ainsi, au vu de la littérature, la régulation épigénétique observée

nous parait en rapport avec la plus grande quantité d’alcool consommée sur la vie par les rats High

Drinkers.

Nous  avons  analysé  l’expression  des  deux  sous  unités  du  récepteur  NMDA,  dont  la

modulation est responsable de la plasticité cérébrale  NMDA-dépendante.  L’expression de la sous

unité GluN2A ne semble pas différente chez les High Drinkers et Low Drinkers dans l’ensemble du

cortex  préfrontal,  du  striatum et  du  noyau  accumbens. L’expression  de  la  sous  unité  GluN2B

présente une régulation région-dépendante chez les High Drinkers et Low Drinkers. Dans le cortex

préfrontal,  les High Drinkers présentent  une plus faible  expression de GluN2B. Dans le  noyau

accumbens et  les  deux sous-régions  du striatum,  c’est  l’inverse et  l’expression de GluN2B est

augmentée. Nous pensons que ces modifications d’expression sont en lien avec des altérations de la

plasticité synaptique dans ces structures, induites par le type de consommation d’alcool.

2. Effet de EBJD9 sur l'expression GluN2B et GluN2A :

Les  premiers  résultats,  qui  ne  permettent  pas  d'analyse  statistique  au  vu  du nombre  trop

restreint de cerveaux analysés (n=3 pour chaque groupe), donnent à penser que l’effet d’EBJD9 est

région-spécifique,  et  dépend  du  type  de  consommation  d’alcool.  Il  ne  semble  pas  y  avoir  de

différence significative dans les niveaux Ac-H4K12 entre les Low Drinkers et les High Drinkers

ayant été traités par EBJD9 au niveau du CPF et au niveau du noyau accumbens, ce qui indiquerait

qu’EBJD9 « normalise » cette expression, en l’abaissant lorsqu’elle est très élevée (cas des Low

Drinkers) et en l’augmentant quand elle est faible (cas des High Drinkers). Ces résultats seraient

plutôt en concordance avec les résultats de l'expérience comportementale : EBJD9 tend au niveau

comportemental à rendre la consommation des Low Drinkers et des High Drinkers similaire alors

que  les  deux  sous-groupes  avaient  des  consommations  significativement  différentes  avant  le

traitement par EBJD9. Ici, EBJD9 tendrait à rendre similaire le niveau d'Ac-H4K12 au niveau du

cortex pré-frontal mais aussi au niveau du noyau accumbens.  D’autres travaux ont montré que les

effets  in  vivo de modulateurs  d‘activité  HDAC sont  régions-  spécifiques  et  « type de buveur »

spécifiques. (Simon-O’Brien et al. 2015)

Les  résultats  préliminaires  semblent  montrer  également  que  pour  une  structure  cérébrale

donnée,  il  n'existe  pas  de  différence  d'expression  de  HDAC2  dans  les  cellules  selon  que  le
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traitement soit EBJD9 ou CRTL. Drissi et al. 2019, ont montré que le promoteur du gène de la sous

unité GluN2B est régulé par l’enzyme HDAC2 : une activité HDAC2 importante va augmenter

l’expression de GluN2B. De plus, HDAC2 fait partie des HDACs catalysant la désacétylation de

H4K12 (donc faisant  baisser le niveau Ac-H4K12). Si EBJD9 influençait l'activité de HDAC2 et

par là même le niveau d'acétylation de H4K12, alors le degré d'expression de GluN2B changerait

également dans le même sens de variation que l'activité HDAC2. EBJD9 entraîne dans le CPF une

diminution du niveau d' Ac-H4K12 chez les Low Drinkers et une augmentation du niveau d' Ac-

H4K12 chez les High Drinkers : nous devrions donc constater avec EBJD9 une hausse de GluN2B

chez les Low Drinkers et une baisse de GluN2B chez les High Drinkers.

Or dans le CPF, on constate chez les Low Drinkers une légère diminution de GluN2B qui ne

semble pas être significative par rapport aux rats Low Drinkers n'ayant pas reçu EBJD9. Tandis que

chez les High Drinkers, EBJD9 semble induire une augmentation significative de GluN2B.  Ces

résultats  préliminaires  dans  l'expression  de  GluN2B,  principalement  chez  les  High  Drinkers,

semblent  être  en  défaveur  d'une  implication  de  HDAC2 dans  le  mécanisme par  lequel  EBJD9

module l' Ac-H4K12 dans le cortex pré-frontal.

De même, au niveau du noyau accumbens, EBJD9 semble induire une baisse significative de

l' Ac-H4K12 chez les Low Drinkers et une légère baisse de l' Ac-H4K12 chez les High Drinkers par

rapport  au  groupe  contrôle.  EBJD9 semble  également  entraîner  une  hausse  de  l'expression  de

GluN2B chez les Low Drinkers et une baisse de l'expression GluN2B chez les High Drinkers. Ces

résultats confirmeraient l'idée selon laquelle la modulation d' Ac-H4K12 par EBJD9 dans le noyau

accumbens  n’implique  pas  HDAC2.  En  effet,  chez  les  High  Drinkers,  la  baisse  d’Ac-H4K12

associée à celle de l'expression GluN2B est en défaveur de l'implication d'HDAC2.

EBJD9 activerait donc une autre HDAC que l'HDAC2 afin de modifier les niveaux Ac-H4K12 au

niveau du cortex pré-frontal ainsi que du noyau accumbens.   

Au niveau de l'expression de GluN2A qui, d'après les résultats préliminaires du GRAP, n'est

pas modifiée par l'augmentation de l'activité de HDAC2, il est intéressant de notifier qu'elle semble

être abaissée par EBJD9 chez les Low Drinkers uniquement dans les 4 structures étudiées. Ce qui

tend  également  à  penser  qu’EBJD9  activerait  une  autre  HDAC  dont  l'activité  aurait  pour

conséquence une diminution de l'expression de GluN2A. Cela serait d'autant plus cohérent que les

résultats  des  expériences  comportementales  ne  montraient  d'effet  d’EBJD9  que  sur  la

consommation des Low Drinkers.

Nos résultats semblent montrer qu' EBJD9 aurait une action activatrice HDAC associée à

une diminution d’Ac-H4K12 au sein du cortex pré-frontal et du Nacc chez les Low Drinkers, soit la

58



population de rats sur laquelle EBJD9 s'est montré actif lors des expériences comportementales.

Nous avons observé qu’EBJD9 régule l’expression d’ac-H4K12 sans modifier celle de HDAC2. Les

modifications dans l'expression de GluN2B sont en défaveur de l'implication de HDAC2 dans les

mécanismes  par  lesquels  EBJD9  module  Ac-H4K12.  Ceci  nous  incite  à  proposer  que  l'effet

d’EBJD9 impliquerait l'activité d' une HDAC autre que celle d'HDAC2.

5. Conclusion :

Dans  ce  travail,  nous  avons  montré  qu’EBJD9  est  un  activateur  HDAC  et  augmente  la

consommation  d’alcool  chez  des  rats  présentant  un  faible  niveau  spontanée  de  consommation

d’alcool,  ce  qui  montre  que  les  modifications  d’activité  des  HDAC sont  bien  en  lien  avec  la

consommation d’alcool. Pour la première fois, nous disposons d’une molécule activatrice HDAC, et

nous montrons que son effet in vivo est l’exact opposé de celui des inhibiteur HDAC : Les iHDAC

diminuent  la  consommation  d’alcool,  et  cet  activateur  HDAC  l’augmente.  Pour  comprendre

pleinement le rôle de la modulation épigénétique, il nous reste à explorer des aspects autres que la

simple consommation d’alcool, dont la motivation ou la rechute. Nous avons également montré

qu’EBJD9 ne modifie pas la consommation des High Drinkers, et nous supposons que cela soit dû à

un effet « plafond » de leur consommation.

Nous  avons  des  résultats  préliminaires  en  ce  qui  concerne  la  cytométrie  en  flux  montrant

qu’EBJD9 pourrait normaliser l'activité d'une ou plusieurs HDACs dans le cortex pré-frontal ainsi

que dans le noyau accumbens. Une étude précédente du GRAP (Drissi et al., 2019) avait montré que

le promoteur du gène codant la sous unité GluN2B est contrôlé par HDAC2, et que l’augmentation

de l’activité et de l’expression de HDAC2 augmente l’expression de GluN2B.

Ici, nous avons observé qu’EBJD9 module les niveaux d'Ac-H4K12 sans modification ni de

l'expression HDAC2 ni de son activité comme le montre l'évolution de l'expression de GluN2B.

L'HDAC2 ne serait donc pas impliquée dans l’action d’EBJD9.  L'augmentation de l'activité des

HDAC(s) impliquée(s) pourrait être associée à une diminution de l'expression de GluN2A provoqué

par EBJD9, uniquement chez les Low Drinkers, qui elle-même serait associée à une augmentation

de la  consommation d'éthanol  des Low Drinkers jusqu'à  un niveau semblable à celui des High

Drinkers. Cette hypothèse reste à explorer.
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L'alcool représente un enjeu considérable de santé publique dans l'ensemble de l’Europe et en France en particulier. Les

récentes recherches ont permis de mettre en évidence que l'éthanol était entre autre, un perturbateur épigénétique.  Parmi

les  différents  mécanismes  épigénétiques  perturbés  par  l'éthanol,   l'acétylation  des  protéines  histones,  que  l'éthanol

favorise,  est  la  mieux  documentée.  Cependant,  la  compréhension  des  mécanismes  par  lesquels  l'éthanol  est  un

perturbateur épigénétique reste à parfaire. C'est dans ce but que nous avons étudié la molécule EBJD9, soupçonnée d'être

un activateur HDAC. Nos résultats mettent en lumière qu’EBJD9 induit in vitro une augmentation de l'acétylation H4K12

et une augmentation de l'activité HDAC totale, et induit in vivo une hausse de la consommation d'éthanol chez des rats qui

buvaient spontanément peu d’alcool sans montrer d'évolution de la consommation d'éthanol chez des rats qui buvaient

spontanément beaucoup.  Cela nous apparaît  tout  à fait  pertinent  dans la mesure où les iHDACs ont  la propriété de

diminuer la consommation d’alcool dans plusieurs modèles animaux. Les résultats préliminaires (n=3) de la cytométrie en

flux,  montrent  que  ces  deux  groupes  de  rats  diffèrent  par  leurs  niveaux  d’acétylation  Ac-H4K12.  Dans  le  cortex

préfrontal, les bons buveurs présentent une plus forte expression de HDAC2 et une moindre expression d’Ac-H4K12 par

rapport  aux rats  mauvais buveurs,  tandis qu’ils  présentent  une plus faible  expression de la  sous unité GLUN2B du

récepteur  NMDA.  Dans  le  noyau  accumbens,  nous  observons  le  même  profil  pour  HDAC2  et  Ac-H4K12,  mais

l’expression de la sous unité GLUN2B du récepteur NMDA est plus forte pour les bons buveurs.  Il existe également une

tendance d’EBJD9 à « normaliser » Ac-H4K12 dans le cortex pré-frontal et le noyau accumbens dans les deux groupes de

rats sans modifier l’expression de HDAC2. Nous avons précédemment montré au laboratoire qu’une augmentation de

l’expression de HDAC2 est associée à une augmentation de l’expression de la sous unité GLUN2B par action sur son

promoteur. Ici nous observons avec EBJD9 une expression de GLUN2B dans le cortex préfrontal et le noyau accumbens

qui évolue dans le sens inverse à celui attendu par l’hypothèse qui voudrait qu’EBJD9 module l’activité HDAC2. Dans la

mesure où EBJD9 ne module pas HDAC2, nous proposons l’hypothèse qu’EBJD9 développe son effet  sur Ac-H4K12 via

une action  sur  une enzyme HDAC différente  de HDAC2.  Ensemble,  ces  résultats  permettent  de  dire  qu’EBJD9 se

comporte  comme  un  activateur  HDAC.  Ce  travail  permet  d’enrichir  les  connaissances  actuelles  sur  les  activateurs

HDACs dont l'étude est encore très récente. La compréhension de leurs mécanismes d'actions pourrait nous en apprendre

beaucoup sur les mécanismes d'actions de l'éthanol, reconnu comme étant lui-même un activateur HDAC.      
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