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INTRODUCTION :

Le terme « schizophrénie » est issu du grec et a été inventé par le psychiatre suisse
Eugen Bleuler en 1908. |l est composé de deux mots: « schizein » signifiant
fractionnement/scission et « phren » signifiant esprit. Il fut proposé par le psychiatre
lors de la réunion annuelle de I'’Association allemande de psychiatrie a Berlin pour
proposer sa propre conception de la « Dementia praecox » ancétre de la

schizophrénie (SCZ) identifiée quelques années avant par Emil Kraeplin.

La SCZ est une pathologie psychiatrique chronique fréquente fortement invalidante
touchant environ 1% de la population mondiale (24 millions de personnes soit une
personne sur 300 selon les derniers chiffres de 'TOMS). En France, on retrouve environ
600 000 personnes atteintes de SCZ. Les patients atteints de SCZ présentent un
risque de mort prématurée 3,7 fois plus important que la population générale avec 50%
des patients qui feront au moins une tentative de suicide dont 10% a 15% en décedent
(Inserm, Schizophrénie, 2017).

Elle touche plus fréquemment les hommes que les femmes avec un sex-ratio de 1,4
(60% chez les hommes et 40% chez les femmes) (Davidson et al., 1997 ; McGrath et
al., 2009)

Les premiers troubles psychotiques surviennent le plus souvent a I'adolescence entre

15 et 25 ans avec une incidence s’inversant a partir de 40 ans (Figure 1).
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Figure 1 : Incidence de la SCZ en fonction de I'age et du sexe en Angleterre entre
1950-2009. (Jauhar et al., 2022)



La SCZ regroupe des troubles multiples, liés a la pathologie elle-méme, au style de
vie des patients mais aussi aux traitements et au caractére chronique de leur prise. On
retrouve une association hétérogéne de symptdmes décrits en partie dans I'échelle
des symptoémes positifs et négatifs (« Positive And Negative Syndrome Scale »
(PANSS)) en 1987 (Kay et al., 1987). lls sont classés en trois catégories : les
symptoémes productifs/positifs, les symptomes déficitaires/négatifs et les symptdmes

cognitifs.

Le diagnostic de la schizophrénie reste, de nos jours, purement clinique. Le Diagnostic
and Statistical Manual of Mental Disorders (DSM) est un ouvrage de référence publié
par I'Association américaine de psychiatrie décrivant et classifiant les troubles
mentaux. La 5°™ version (DSM-V) évoque en premier critére diagnostique la survenue
de deux ou plus des symptdmes suivants pendant une partie significative du temps
sur une période d’un mois :

1- Idées délirantes

2- Hallucinations

3

4- Comportement grossierement désorganisé ou catatonique

Discours désorganisé

5- Symptémes négatifs / déficitaires.

C’est une pathologie complexe avec une étiologie multifactorielle dont les rouages
restent encore méconnus de nos jours. On retrouve un dysfonctionnement de
différents systémes de neurotransmetteurs et en particulier ceux modulés par la
dopamine (DA), le glutamate (GLU), l'acide gamma-aminobutyrique (GABA), la
sérotonine (5-HT) et la noradrénaline (NAd) ainsi que linfluence de facteurs

environnementaux, psychosociaux et génétiques (Hany et al., 2022).

La prise en charge actuelle dans la SCZ recommande la prescription
d’antipsychotiques (AP) atypiques avec des changements de principe actif
(neuroleptique de 1°¢, 2é™me ou 3°™Me génération) si échec de traitement (VIDAL Recos :
Schizophrénie, mis a jour janvier 2023). La prise en charge reste encore incompléte
avec une gestion relativement satisfaisante des symptdmes productifs et une prise en
charge uniquement partielle des symptomes déficitaires et cognitifs méme avec les

APs de derniére génération.



La mise au point d’'une thérapeutique réellement efficace dans la correction des
symptomes déficitaires et cognitifs représente donc aujourd’hui, un véritable enjeu de

santé publique.

C’est dans ce contexte que se situe mes travaux de thése, lesquels visait a valider au
niveau préclinique, l'intérét de I'association de l'aripiprazole et de I'activité physique
dans 'amélioration des symptémes déficitaires et cognitifs dans un modéle murin de

schizophrénie.

Pour se faire, la premiére étape a été la validation pharmacocinétique d’un nouveau
protocole d’administration subchronique d’aripiprazole via les biberons (eau de
boisson) chez la souris C57BI/6, souche de souris parmi les plus utilisées a I'heure

actuelle dans les études comportementales.

Cette thése est composée d’une premiére partie bibliographique sur la schizophrénie
en clinique et en préclinique puis une deuxiéme partie introduisant notre étude pilote.
A la suite un premier article a été soumis, présentant la mise au point de ce protocole
d’eau de boisson, I'étude pharmacocinétique de l'aripiprazole chez la souris C57BI/6
apreés une prise unique per os, une mesure des concentrations résiduelles de 'AP
aprés administration aigué et subchronique a trois doses testées et une étude
comportementale (mesure de I'activité spontanée) permettant de corréler les doses
d’ARZ administrées (et les concentrations résiduelles mesurées) a d’éventuelles
modifications de comportement .

Pour finir, nous discuterons sur les points essentiels de ce projet, leurs intéréts et leurs

limites.



Il. PARTIE | :

Au cours de ce chapitre nous allons développer certaines données bibliographiques
concernant I'étiologie de la schizophrénie, puis nous évoquerons la symptomatologie
de cette pathologie, ses traitements, en insistant sur un antipsychotique de 3°me
génération, l'aripiprazole. Nous évoquerons également l'intérét d’associer 'activité
physique au traitement médicamenteux et nous terminerons ce chapitre en évoquant
les modéles animaux de schizophrénie et en particulier ceux basés sur un
hypofonctionnement glutamatergique ainsi que la place de I'activité physique dans la

recherche préclinique.

A. L’étiologie multifactorielle :
Les causes de cette pathologie ne sont pas, a ce jour, élucidées mais son origine

multifactorielle (perturbation de systémes de neurotransmetteurs, facteurs génétiques

et environnementaux) semble démontrée.

1. Les neurotransmetteurs :

a. L’hypothese dopaminergique :

Historiquement, la premiére hypothése décrite fut I’hypothése dopaminergique. Elle fat
notamment fondée dans les années 1950 sur l'efficacité clinique du premier AP : la
chlorpromazine, antagoniste des récepteurs dopaminergique D2, démontrée par Jean
Delay et Pierre Deniker.

Ce n’est qu’a partir des années 1970 que I'on a pu relier I'efficacité des APs de
premiére génération sur les symptdmes productifs de la SCZ par leur effet antagoniste
sur la famille D2-like des récepteurs dopaminergiques. L’avenement de I'imagerie avec
la Tomographie par Emission de Positons a permis d’appuyer I'hypothése en
observant I'affinité des APs vis a vis des récepteurs D2/3 et leurs expressions dans

différentes régions cérébrales chez des patients schizophrénes (Griinder et al., 2016).

On s’est alors intéressé a deux voies dopaminergiques : la voie méso-limbique et la
voie méso-corticale.
L’hypothése suggére qu'il y aurait une hyperactivité au niveau de la premiére voie, se

traduisant par une surexpression des récepteurs D2/3 au niveau présynaptique de la
6



région sous corticale responsable des symptdbmes productifs. L’utilisation de
radiotraceur a permis de mettre en évidence une augmentation de libération de DA et
un pourcentage de liaison de la DA au récepteur D2/3 augmenté dans la région
striatale de patients schizophrénes (Howes et al., 2017).

La deuxiéme voie se projetant notamment au niveau du cortex préfrontal serait
responsable en partie des symptdmes cognitifs et déficitaires. Une étude clinique
réalisée en 2015 a pu mettre en évidence une diminution de la libération de DA dans
la région dorsolatérale du cortex préfrontal chez des patients schizophrénes « drug
free » ou « drug naive » aprés la prise d’amphétamine ; stimulant la libération de DA ;

comparé a des patients témoins (Slifstein et al., 2015).

b. L’hypothese glutamatergique :

Cette hypothése d’hypofonctionnement glutamatergique a été avancée suite a
'observation de symptémes psychotiques, déficitaires et cognitifs proches de ceux
observés chez les schizophrénes, chez des individus sains aprés la prise aigué ou
chronique d’antagoniste des récepteurs de | acide N-méthyl-D-aspartique
(NMDA) (ex : kétamine ou phencyclidine (PCP) (Krystal et al., 1999).

Cette hypothése a pu étre étayée par des observations cliniques, notamment post
mortem et des données expérimentales précliniques via notamment l'utilisation de
modeéles murins de schizophrénie.

Dun point de vue physiopathologique, il a été mis en évidence que
I'hypofonctionnement glutamatergique sous-tendant au moins en partie les
symptomes déficitaires et cognitifs est principalement lié a 'atteinte fonctionnelles et
la diminution d’expression des récepteurs NMDA dans différentes régions cérébrales
et plus particulierement ceux présents sur les interneurones GABAergiques corticaux
(Konradi et al., 2003).

L’hypofonctionnement des récepteurs NMDA au niveau de la région corticale
entrainerait une diminution de contréle négatif des interneurones GABA amenant a
une suractivation de la voie glutamatergique descendante et générant I'hyperactivité

de la voie dopaminergique mésolimbique (Figure 2).
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Figure 2 : Schéma illustrant 'hyperfonctionnement de la voie dopaminergique méso-
limbique : (A) Fonctionnement normal chez un individu : Voie glutamatergique en
orange avec un interneurone GABA entre les deux projections et la voie
dopaminergique méso-limbique en bleu. (B) Chez un patient schizophréne : on
retrouve un hypofonctionnement des récepteurs NMDA au niveau du cortex frontal
entrainant une diminution de [linhibition GABAergique sur les neurones

dopaminergiques de la voie méso-limbique (Stahl, 2015).

La diminution de la transmission dopaminergique dans la voie méso-corticale présente
un mécanisme similaire au début avec l'interaction de la voie glutamatergique et des
interneurones GABA au niveau cortical puis une suractivation de la voie
glutamatergique descendante. On retrouve, en plus, des interneurones GABA
présents dans le mésencéphale entre la voie glutamatergique descendante et la voie
dopaminergique méso-corticale. Cette fois-ci la suractivation de la voie
glutamatergique descendante active les interneurones GABA qui vont diminuer le

tonus de la voie dopaminergique méso-corticale (Schwartz et al., 2012) (Figure 3).
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Figure 3 : Schéma illustrant I'hypofonctionnement de la voie dopaminergique méso-
corticale. (A) Chez l'individu sain, on a la voie dopaminergique méso-corticale en bleu
et son interaction avec le systeme glutamatergique en orange et les interneurones
GABA. (B) Chez un patient schizophréne, on peut illustrer cet hypofonctionnement par
I'altéeration des récepteurs NMDA au niveau cortical entrainant la diminution de
I'inhibition des interneurones GABA corticaux avec dans un second temps la
surstimulation de la voie glutamatergique descendante entrainant ainsi un
hypofonctionnement dopaminergique sous-cortical via des interneurones GABA

mésencéphaliques (Stahl, 2015).

c. L’hypothese GABAergique :

De nombreuses études cliniques et précliniques ont montré que l'altération du systéme
GABAergique est impliqué dans le mécanisme physiopathologique de la SCZ.

La premiére théorie, explicitée précédemment, propose que I'’hypofonctionnement des
récepteurs NMDA entraine une dysrégulation des interneurones GABA.

Des études cliniques post-mortem ont démontré une diminution d’expression de
'enzyme Glutamic Acid Decarboxylase 67 (GAD67) nécessaire a la synthése du
GABA et une diminution de la quantité de protéine liant le calcium, la parvalbumine
(PV) qui marque un sous type de neurones GABAergiques chez des patients
schizophrénes (Akbarian et al., 2006). Ces atteintes du systéme GABA ont été
retrouvées au niveau du cortex préfrontal (CPF) et de I'hippocampe (HIP) (Kaar et al.,
2019).



Par ailleurs ces altérations seraient a l'origine des troubles cognitifs de la SCZ
(diminution des performances de la mémoire a court et long terme et des fonctions

exécutives).

2. Les facteurs environnementaux :

Depuis quelques années une notion est apparue dans I'étiologie de la SCZ : son
origine neuro-développementale. En accord avec ce modéle, la manifestation clinique
de la SCZ surviendrait plusieurs années aprés un développement anormal des
structures cérébrales (Rapoport et al., 2012). Les premiers troubles
développementaux apparaitraient dés la phase prénatale, en effet la phase in utero
est une étape critique dans le développement cérébral. De nombreuses études
épidémiologiques ont montré un risque accru de développement tardif de la SCZ en
lien avec des complications obstétriques, telles que I'exposition a des agents infectieux
(Toxoplasma gondii, influenzae,...) (Cheslack-Postava et al., 2022) le stress prénatal
(Koenig et al., 2002), des déficiences nutritionnelles (Brown et al., 2008),...

De nombreux facteurs postnataux couvrant de la naissance jusqu’a I'dge adulte ont
également été décrits durant ces derniéres années.

Un des plus connus étant la consommation de cannabis. Méme si le lien de causalité
entre sa consommation et la survenue de psychose n’est pas encore totalement
élucidé sa corrélation a été largement démontrée. Selon l'inserm sa consommation
avant 'age de 18 ans multiplierait par 2 le risque de SCZ (Inserm, Schizophrénie,
2020).

Les traumatismes (maltraitances physiques et psychologiques) constituent également
un facteur de risque largement étudié et retrouvé chez les patients schizophrénes.
L’équipe de Larsson a souhaité évaluer en 2013 la prévalence de traumatismes
pendant 'enfance. Sur 194 patients schizophrénes, 29% ont subi des abus physiques,
35% des abus sexuels, 67% des négligences émotionnelles et 46% des négligences

physiques (Larsson et al., 2013).

3. Les facteurs génétiques :

L’approche génétique sur la survenue de la SCZ peut se différencier en deux parties :
la prévalence génétique et I'épigénétique.
En 1991, I'étude de Gottesman a montré une part génétique importante dans le risque

de développer la SCZ. Pour deux jumeaux homozygotes, le risque de développer la
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SCZ est de 48% comparé a par exemple des fréres et soeurs non gémellaires pour
lesquels celui-ci est de 9%. Le développement de la SCZ est plus fréquemment
retrouvé chez les membres d’'une méme famille avec un chiffre de 8 a 18% de risque
pour un enfant ayant un de ces parents atteint, et pourcentage s’élevant de 15 a 50%
quand les deux parents sont atteints (Gottesman et al., 1991).

Des études par criblage du génome de famille de schizophrénes ont été réalisées ces
30 derniéres années. Elles s’accordent a dire qu’elles n’ont pas détecté de génes
majeurs mais I'existence de plusieurs régions candidates pouvant contenir un locus
de susceptibilité. En dehors de cette approche de criblage du génome des familles,
des études de liaisons et d’associations ont été conduites dans la recherche de
« génes candidats », génes pouvant étre impliqués dans le mécanisme
physiopathologique de la SCZ. Actuellement plus de 1000 génes ont été testés, certain
plus cités que d’autre (DISC1, DTNBP1, NRG1 et COMT) mais aucun n’a pu

démontrer un vrai lien statistique spécifique a la schizophrénie (Henriksen et al., 2017).

La prévalence génétique n’explique donc pas totalement I'étiologie de la SCZ. Les
facteurs environnementaux ont également un réle important dans son développement.
De nombreuses études s’accorderaient sur une base génétique rendant un individu
vulnérable a la survenue de la pathologie auxquelles s’ajouterait plusieurs facteurs
environnementaux précoces et tardifs entrainant son déclenchement.

L’épigénétique représente I'étude des changements dans l'activité des geénes,
n’impliquant pas de modifications de la séquence d’ADN et pouvant étre transmis lors
des divisions cellulaires (Inserm, Epigénétique, 2017). Ce sont des modifications
réversibles survenant au cours de notre vie et induites par 'environnement au sens
large.

L’altération de TADNm a été une des premieres modifications épigénétiques associées
dans la SCZ (Richetto et al., 2021). On a pu par exemple observer que certains génes
candidats, dans le risque de survenue de la maladie, étaient differemment méthylés,
comme par exemple les génes impliqués dans les systemes GABAergiques (Huang et
al., 2007), dopaminergiques (Kordi-Tamandani et al., 2013),...; des

neurotransmetteurs impliqués dans les symptémes de la SCZ.

11



B. Les symptdmes comportementaux :

Comme évoqué plus tét, la manifestation clinique de la SCZ se classent couramment
en trois types : les symptdmes productifs/positifs, les symptomes déficitaires/négatifs
et les symptémes cognitifs.

Le modéle des symptdmes positifs et négatifs dans la SCZ a été introduit a partir de
1980 par Timothy Crow et Nancy Andreasen (Crow et al., 1980 ; Andreasen et al.,
1991).

lls sont classiquement mesurés en clinique au moyen de I'échelle de quantification, la
PANSS (Kay et al., 1987).

On va retrouver plus précisément 7 items évoquant la classe des symptébmes
productifs : délires, désorganisation de la pensée, hallucinations, excitations,
grandiloquences, méfiances et hostilité. Et également 7 items pour les symptédmes de
type déficitaire : retrait émotionnel, émoussement affectif, appauvrissement social,
difficulté de la pensée abstraite, retrait social apathique passif, manque de fluidité et

de débit de la conversation et pensées stéréotypées.

On observe également de nombreux autres symptdmes, souvent non spécifique a la
SCZ et retrouvés dans différentes pathologies psychiatriques, ne pouvant étre classés
dans la triade. La PANSS les regroupe dans une catégorie « General psychopathology

Scale » (figure 4).

Le diagnostic clinique de la SCZ reste compliqué, aucun marqueur biologique n’a pour
le moment été retrouvé spécifiquement dans cette pathologie. La manifestation de la
maladie varie d’'un patient a un autre et I'appréciation des symptomes peut étre
praticien dépendant.

Une métanalyse regroupant des études cliniques entre 1974 et 2011 a montré que lors
de la phase prodromique (premiere phase de la SCZ) 19% des patients étaient
diagnostiqués schizophrénes a tort (étude incluant environ 5000 participants).
(Soares-Weiser et al., 2015).
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Individual scale items

Positive Scale
Delusions
Conceptual disorganization
Hallucinatory behavior
Excitement
Grandiosity
Suspiciousness
Hostility
Scale total

Negative Scale
Biunted affect
Emotional withdrawal
Poor rapport
Passive-apathetic social withdrawal
Difficulty in abstract thinking
Lack of spontaneity & flow of conversation
Stereotyped thinking
Scale total

General Psychopathology Scale
Somatic concern
Anxiety
Guilt feelings
Tension
Mannerisms & posturing
Depression
Motor retardation
Uncooperativeness
Unusual thought content
Disorientation
Poor attention
Lack of judgment & insight
Disturbance of volition
Poor impulse control
Preoccupation
Active social avoidance

Figure 4 : Différents types de symptémes retrouvés dans la schizophrénie. Tableau
extrait de l'article de Kay et al., 1987

C. Déficits cognitifs et atteintes physiopathologiques :

De nombreuses perturbations anatomiques et fonctionnelles ont pu étre observées
chez des patients SCZ. Ces modifications surviennent principalement au niveau du
systéme nerveux touchant des zones corticales et sous corticales mais également
'organisme en entier (déréglement du systéme immunologique, pathologie cardio
vasculaire...) (Joyce et al., 2007).

Les performances cognitives, particuliérement diminuées dans la SCZ, concernent la
mémoire de travail, les fonctions motrices, I'attention, les fonctions exécutives et la
fluidité verbale (Bralet et al., 2008).

Plusieurs mécanismes expliquant ces déficits semblent étre en jeu. Nous allons
développer ici les atteintes physiopathologiques avec le remaniement architectural du
systéme nerveux central (SNC), le déréglement de la neurotransmission et la plasticité

cérébrale.
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1. Atteinte anatomique :

Il a rapidement été évoqué que les atteintes anatomiques du SNC retrouvées dans la

SCZ concernaient un ensemble de structures et non une région cérébrale distincte.

Avec I'avénement de la neuro-imagerie il a pu étre observé chez des patients SCZ en
comparaison a des volontaires sains, une diminution de volume cérébral de 3% avec
2% concernant la matiére grise et 1% la matiére blanche dans différentes régions
cérébrales (Kim et al., 2017).

Plus précisément, les patients SCZ présentent notamment une réduction de volume
de matiére grise au niveau de I'hippocampe (HIP), du cortex insulaire, du thalamus,
du cortex cingulé antérieur, et des gyrus parahippocampiques (Glahn et al., 2008 ;
Heckers et al., 2001 ; Kim et al., 2017).

Par ailleurs, Johnstone et son équipe furent les premiers en 1976 a avoir observé une
augmentation du volume des ventricules cérébraux chez des patients SCZ (Johnstone
et al., 1976).

Cette grande diversité de remaniements anatomiques présente de grandes différences
inter-individuelles (Joyce et al., 2007).

En fonction des catégories de neuroleptiques utilisées, ces atteintes anatomiques
peuvent étre majorées. Ainsi, il a pu étre établi par des différentes approches :
utilisation de limagerie, de tests cognitifs, dosage de certains biomarqueurs
d’intérét..., que les atteintes cognitives étaient moindres avec la prise d’APs atypiques
qgu’avec des APs typiques (Hori et al., 2006).

Néanmoins ces remaniements anatomiques corrélés aux perturbations cognitives
surviennent chez des patients naifs de traitement et s’aggravent avec la chronicité de

la SCZ et la sévérité de 'ensemble des symptomes.

2. Déreglement de la neurotransmission :

L’altération de la transmission de différents neurotransmetteurs sous-tend certains
symptémes de la SCZ.
Si on s’intéresse particulierement aux déficits cognitifs, I'hypothése du lien entre le

déficit de signalisation dopaminergique au niveau frontal et la perturbation des

14



performances de la mémoire de travail observée en clinique et pré-clinique a été
avancée (Slifstein et al., 2015 ; Lewis et al., 2008).

Expliqué précédemment, l'origine de cette hypoactivité dopaminergique pourrait venir
d’'une altération des récepteurs NMDA amenant a une diminution de l'activité des
interneurones GABA a parvalbumine (PV). Des études précliniques ont montré que
les interneurones PV+ étaient essentiels a la conduction des oscillations gamma
(représentant l'activité électrique du cerveau et se déclenchant lors de I'activation
synchrone des neurones pendant une tache) au niveau cortical. On a pu observer
durant une activité cognitive une diminution de ces oscillations au niveau du cortex
pré- frontal chez les patients SCZ (Lewis et al., 2012).

Cette altération a également pu étre démontrée par diminution de I'expression de
'’ARNmM de la PV et de la concentration de GADG7 au niveau du cortex préfrontal (CPF)
(ainsi que dans d’autres régions néocorticales) (Hashimoto et al., 2003 ; Lewis et al.,
2008).

3. La plasticité cérébrale :

La plasticité cérébrale se définit par la capacité du cerveau a remodeler ses
connexions structurales et moléculaires en fonction de I'environnement et des
expériences vécues par I'individu (Lewis et al., 2008).

Elle peut étre structurelle (neurogénése, synaptogénése...) ou fonctionnelle
(potentialisation a long et court terme) et concerner les neurones ou la glie.

La modification de différentes formes de plasticité serait impliquée dans la SCZ. On va
s’intéresser ici a la plasticité structurelle. Et en particulier a la neurogenése qui désigne
'ensemble des processus de formation d’un neurone fonctionnel du systéme nerveux
a partir d’'une cellule souche neuronale. Un de ses médiateurs principaux est le BDNF
(« Brain-Derivated Neurotrophic Factor »). Celui-ci est exprimé principalement au
niveau de I'HIP et du CPF. Ce facteur neurotrophique stimule la croissance dendritique

et la densité des épines.

Dans des études cliniques, on a pu observer in vivo que le taux sérique en BDNF de
patients atteints de SCZ était étroitement corrélé aux performances neurocognitives
de mémoire et d’apprentissage (Zhang et al., 2012).

Une diminution de I'expression de I' ARNm de ce facteur au niveau du CPF et de I'HIP
a également été rapportée dans des études post mortem (Lewis et al., 2008 ; Durany

et al., 2001).
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Ces observations sont étroitement liées a la réduction du volume de I'HIP et I'altération

des processus de mémoire observés chez des patients SCZ.

D. Traitements de la schizophrénie :

1. Traitement médicamenteux :

De fagon générale, le traitement de la SCZ a pour objectif de réduire les symptoémes
et de favoriser l'insertion socio-professionnelle des patients.

Le premier antipsychotique, la chlorpromazine, a été découvert en 1950. Il fait partie
de la premiére classe des APs, dit de premiére génération ou APs typiques. Depuis
I'arsenal thérapeutique a disposition des médecins s’est enrichi avec I'apparition des

APs dits de deuxiéme génération ou atypiques (figure 5).

[Thioridazine Olanzapine

:Illll>lu-||(|/i|u- Quetiapine Ziprasidone :
T > — Lurasidone
Chlorpromazine Haloperidol Risperidone
L Lumateperone
[CT nli l 1 Clozapine l Aripiprazole ‘ l

I 1950 1960 1970 1980 1990 2000 2002 2010 2019 I

Figure 5 : Date de mise sur le marché des principaux antipsychotiques aux USA. En
bleu : antipsychotiques de premiere génération, en vert : antipsychotiques atypiques
de seconde génération. ECT = « electroconvulsive therapy ». Adapté d’aprés Tandon,
2002 (Jaeschke et al., 2016)

Cette classe des APs atypiques fait partie, dans les recommandations officielles en
France, de la premiére ligne de traitement dans la prise en charge de la SCZ (HAS,
2017). On retrouve, souvent associée, des antidépresseurs, normothymiques,
anxiolytiques et hypnotiques selon le contexte clinique du patient. Ainsi que des
traitements de « supports » liés aux phénomenes de dépendances tabagiques,
alcooliques... et aux effets secondaires des neuroleptiques.

Nous allons ici nous intéresser plus particulierement a I'aripiprazole.
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a. L’aripiprazole

> Généralités :

La premiére génération d’AP (neuroleptique (NRL) typique) a été développée avec
comme propriété pharmacodynamique principale I'antagonisme vis a vis des
récepteurs D2 de la DA bloquant I'’hyperactivité dopaminergique responsable en partie
des symptdmes productifs de la SCZ.

La deuxiéme génération d’AP (NRL atypique) apparue dans les années 80 associe un
antagonisme d’une part, vis-a-vis des récepteurs D2-like et d’autre part, vis-a-vis des
récepteurs sérotoninergique 5-HT2a. Ce profil pharmacologique étant caractérisé
principalement par rapport aux premiéres générations de NRL par une diminution des
effets indésirables extra pyramidaux. En effet, I'antagonisme des récepteurs 5HT-2a
confére a ces NRL atypiques une sélectivité d’action sur la voie mésolimbique et une
diminution d’antagonisme de la voie dopaminergique nigro-striatale (Stahl, 2015).

La troisieme génération, représentée notamment par 'ARZ présente un mécanisme
d’action unique comparé aux 1% et 2Megénérations. Il est principalement agoniste
partiel des récepteurs dopaminergiques D2 et sérotoninergiques 5-HT1a et
antagoniste des récepteurs sérotoninergiques 5-HT2a constituant une nouvelle classe
pharmacologique de NRL les « stabilisateurs du systéme dopaminergique » (Figures
6 et 7) (Preda et al., 2020).

Hyper-Dopaminergic Hypo-Dopaminergic
in the Mesolimbic in the Mesocortical
D, Receptor —’E—v Sy Insufficient
e © Exc_essive '[: Signal
O....E Signal ° 2| Negative
.... Positive ® +: Symptoms/
[ ) Symptoms Cognitive
® E , ] Impairment
Dopaminé —
Aripiprazole
obf Bl
o ® E
®, %00 L™ “stabilized” > E» “Stabilized”
® o E Signal [e] Signal
ee o o E_.
° Normal Normal
® E—’ Conditions E_. Conditions

Figure 6: « Stabilisateur du Systéme Dopaminergique” : Mécanisme de 'ARZ en tant
qu’agoniste partiel des récepteurs D2 (Kikuchi et al., 2021).
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Receptors Brexpiprazole Aripiprazole Olanzapine Quetiapine Risperidone Haloperidol

D, 0.30 0.34 20 180 2.2 14
D, 11 0.8 50 940 9.6 2.5
5-HT,, 0.12 1.7 2100 230 210 3600
5-HT,, 0.47 34 3.3 220 0.29 120
5-HT,¢ 34 96 10 1400 10 4700
5-HT, 3.7 39 250 1800 3.0 1100
o, 3.8° 52¢ 54 15 14 47
H, 19 61 2.8 8.7 19 440
M >1000 6800 4.7 100 2800 1600

2a1a receptor, the Ki values are quoted from Maeda et al., 2014, Citrome et al., 2015, Miyamoto et al.,
2000

Figure 7 : Constante d’affinité des antipsychotiques pour différents récepteurs (Ki,
nmol/L) (Kikuchi et al, 2021).

» Pourgquoi cet antipsychotique ?

Plusieurs critéres nous ont poussés a choisir cet AP pour notre étude. Tout d’abord, il
s’agit d’'un des APs les plus prescrits dans le monde et qui présente, outre la SCZ, un
large spectre d’indications. Il a, par ailleurs, été démontré que contrairement a la
majorité des autres APs, 'ARZ améliore les symptébmes déficitaires et partiellement
les symptébmes cognitifs (Hori et al., 2017) suggérant une potentielle possibilité de
'augmentation de son efficacité vis a vis de ces derniers symptdémes par l'activité
physique. Cette derniére assertion étant étayée par des impacts communs et positifs
de cet AP et de l'activité physique sur la neurogenése et la sécrétion de BDNF
(Chikama et al., 2017 ; Park et al., 2009). Enfin, le profil pharmacologique de 'ARZ
semble associé a sa capacité a améliorer des déficits cognitifs dans des modéles

murins de schizophrénie par hypofonctionnement glutamatergique (Nagai et al., 2009).

2. Traitement non médicamenteux :

La prise en charge non médicamenteuse de la SCZ propose des psychothérapies, une
aide a la réhabilitation psychosociale et remédiation cognitive.
L’électroconvulsivothérapie (ECT) a été I'un des premiers traitements utilisés pour
traiter la SCZ. Elle consiste a 'administration répétée de chocs électriques sur le crane.
Elle est aujourd’hui utilisée en derniére intention dans le traitement de la maladie
quand la SCZ est dite résistante ou réfractaire aux APs. Une étude de 2005 de Tharyan
(Tharyan et al, 2005) recense plusieurs études cliniques contrélées de 1982 a 2005
comparant un placebo a I'ECT, différentes approches non pharmacologiques et des
18



APs pour des patients atteints entre autres de SCZ. lls en concluent que I'utilisation
de 'ECT associé a des APs peut étre considéré comme une option de traitement
guand on souhaite obtenir une prise en charge rapide des symptédmes ainsi que pour

les SCZ réfractaires aux médicaments mais que le bénéfice clinique ne perdure pas.

La stimulation magnétique trans-cranienne (rTMS) est une technique indolore qui
contrairement a 'ECT ne nécessite pas d’anesthésie. Son principe est basé sur
I'utilisation de courte impulsion d’origine magnétique au niveau cérébrale dont I'objectif
et d’augmenter ou diminuer I'excitabilité corticale. Elle est proposée aux patients SCZ
souffrant d’hallucinations auditives persistantes. Il existe a ce jour aucune étude
robuste sur un réel bénéfice de la prise en charge de certains symptédmes de la SCZ
par rTMS (Guttesen et al., 2021 ; Sciortino et al., 2021)

» _Activité sportive et schizophrénie :

Comme évoqué en introduction, la SCZ regroupe des troubles multiples, liés a la
pathologie elle-méme, au style de vie des patients et également aux traitements.

Les troubles liés au style de vie des patients sont essentiellement la conséquence de
la sédentarité, d’'une hygiéne négligée, de troubles du sommeil et d'une mauvaise
alimentation. S’ajoutent a cela les effets indésirables et inévitables des traitements, qui
sont généralement des traitements a vie (syndrome métabolique, pathologies
cardiovasculaires, diabéte, etc.).

De facgon trés intéressante, on peut noter que la plupart de ces problémes physiques
et mentaux peuvent-étre en partie contrebalancés par l'activité physique (Maurus et
al., 2019). En effet, I'activité physique est reconnue pour étre un moyen non-
pharmacologique trés puissant pour améliorer la santé, non seulement physique mais
aussi mentale (Ashdown-Frankset et al., 2020); ceci a été montré dans plusieurs
pathologies (U.S. Department of Health and Human Services, 1996). Les principaux
effets bénéfiques de I'activité physique concernent les fonctions cardiovasculaires et
musculo-squelettiques, mais de plus en plus d’études révélent que I'activité physique
stimule aussi les fonctions cérébrales. En effet, un certain nombre de données
cliniques et issues de I'expérimentation animale démontrent que la pratique d’'une
activité physique entraine 'augmentation du nombre de cellules gliales, de neurones,
de vaisseaux sanguins cérébraux, et enrichit la substance blanche ainsi que les
complexités synaptique et dendritique (Gligoroska et al., 2012 ; van Praag et al., 1999).

De tels effets sont associés a une amélioration de la cognition et & une augmentaticig



de la résistance au stress aussi bien chez ’lhomme que chez I'animal (Rothman et al.,
2013).

Concernant I'impact de l'activité physique sur I'amélioration des symptédmes de la
schizophrénie, un certain nombre de données cliniques récentes mettent en évidence
un effet positif de telles approches notamment concernant les symptdmes cognitifs
(Shimada et al., 2022) et les symptémes négatifs (Cella et al., 2023). Par ailleurs, dans
une méta-analyse récente (regroupant 6456 participants issus de 117 essais
randomisés contrOles, atteints de différentes pathologies psychiatriques dont, pour
certains, la schizophrénie), Yu et ses collaborateurs ont notamment montré qu’un
protocole d’exercice de résistance permettait d’'améliorer les symptédmes positifs alors
gu’un entrainement multimodal (avec I'association d’au moins deux types d’exercice
(exercice aérobique et exercice de résistance, par exemple)) permettait d’améliorer
les symptdmes négatifs des patients schizophrénes (Yu Q et al., 2022). Ces données
récentes soulignent et renforcent I'intérét de telles approches pour potentialiser et/ou
compléter l'efficacité thérapeutique des antipsychotiques. Cependant, un certain
nombre de points restent a élucider concernant I'intérét de 'activité physique dans ce
domaine (par exemple, durée et fréquence nécessaire des entrainements, périodes
éligibles par rapport a I'’évolution de la maladie,...) et en particulier, la mise en évidence
des mécanismes moléculaires, cellulaires, synaptiques et systémiques impliqués.
Pour cela, I'expérimentation animale permettant notamment de réaliser des études
longitudinales comportementales corrélées a des approches ex vivo est d’'un grand

intérét.

E. La schizophrénie et la recherche préclinique :

1. Les modeéles animaux :

Le développement de nouvelles molécules dans la prise en charge de la schizophrénie
nécessite une administration chez I'animal durant la phase de recherche en préclinique
comme c’est le cas pour d’autres pathologies. Par ailleurs, son étiologie multifactorielle
et non élucidée de nos jours, et les modifications comportementales qui la
caractérisent ne permettent pas de mettre en ceuvre de maniére préférentielle des
études strictement cellulaires, tissulaires ou encore sur un organe ciblé au cours de
ces essais précliniques mais impliquent des études in vivo.

Le développement d’'un modéle animal de schizophrénie apparait a la fois comme un

véritable enjeu de santé publique au vu d’'une absence de thérapeutique réellement
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efficace mais également un véritable défi dans le domaine scientifique. De nombreux
modéles visant a modéliser la nature complexe de son étiologie ont été développés au
cours de ces derniéres années. De fagon schématique, ces modéles s’articulent autour
de trois catégories, une approche pharmacologique, des modifications génétiques et
environnementales ainsi que des atteintes anatomiques.

Le modéle peut étre composé d’une seule approche ou d’'une association de plusieurs

modifications chez I'animal.

Un des premiers modéles a étre apparu a été I'administration d’antagoniste des
récepteurs NMDA (Krystal et al., 1999).

Ce modele pharmacologique a été utilisé pour notre étude par administration
chronique de PCP (Nabeshima et al., 2006). Ce composé est un psychotrope
synthétisé en 1962 aux Etats-Unis et utilisé initialement en thérapeutique comme
anesthésique et analgésique. Son usage fat rapidement détourné vers I'utilisation a
des fins « récréatives » et ceci a conduit a l'interdiction de sa commercialisation en
1978.

Il agit comme antagoniste non compétitif des récepteurs NMDA du glutamate avec une

fixation allostérique lorsque le récepteur est en conformation ouverte (Figure 8).

Ca?*, Na*

Ketamine
Phencyclidine (PCP)
Dizocilpine (MK-801)

Extracellular 2 \% Glycine
< binding site

|

Cytoplasmic
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Figure 8 : Le récepteur NMDA est un récepteur ionotropique nécessitant la liaison de
glutamate et de la glycine pour son activation. Il est composé de 4 sous unités formant
un pore central perméable aux ions calcium (Ca?*). Au repos le canal pore est occupé

par du magnésium (Mg?*) mais durant la dépolarisation I'ion Mg?* se détache pour
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laisser entrer dans la cellule les ions calcium. La PCP (comme la kétamine et le
MK801) se fixe alors quand le récepteur est en conformation ouverte et va bloquer
l'influx calcique.

Schéma extrait de la publication de (Lisek et al., 2020)

On a pu observer chez les humains lors de la prise aigué et prolongée de PCP, la
survenue d’hallucinations et de délires pouvant évoquer les symptédmes productifs
observées chez des patients SCZ ainsi que I'altération des performances cognitives,
une alogie et un retrait social progressif évoquant les symptébmes déficitaires et
cognitifs de la SCZ (Cohen et al., 1962).

Ces symptdmes observés chez '’humain sain ont amené a la création d’'un modéle
pharmacologique murin de SCZ ainsi qu’au développement de [I'hypothése

glutamatergique dans I'étiologie de la SCZ.

Des approches regroupant plusieurs facteurs ont également vu le jour au cours de ces
derniéres années.

Nous pouvons citer par exemple le modéle 3-hit (Bouet et al., 2020) congu sur trois
facteurs : un facteur génétique (délétion partielle du géne map6 codant pour la protéine
MAPG6 impliquée dans la stabilisation des microtubules), un facteur environnemental
précoce (séparation maternelle au jour 9 postnatal) et un tardif (une exposition

chronique au tétrahydrocannabinol (THC) durant I'adolescence).

Une fois avoir sélectionné le modéle en fonction de ce que I'on souhaite mettre en
évidence, la deuxieme difficulté est d’évaluer les différents symptémes chez la souris.
En effet les symptdmes schizophréniques présentent une grande variabilité inter
individuelle rendant le diagnostic complexe.

Ce diagnostic passe par une évaluation comportementale avec une expression
verbale de la part des patients. Cette dimension rend son appréciation complexe quasi
impossible chez I'animal. Il est donc nécessaire de développer et de déterminer
comment il est possible d’'observer et d’évaluer les symptdmes de la SCZ chez la
souris.

Plusieurs approches sont possibles, soit la mise en évidence d’altérations
anatomiques et structurelles par différentes approches (moléculaire, tissulaire,

électrique...) ou alors une approche comportementale par ['utilisation de tests
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spécifiques permettant d’'observer des réactions modélisant celles observées chez

’hnomme.

2. Protocole d’activité physique en préclinique :

L’évaluation des programmes d’activité physique a visée de santé chez 'homme sont
des études se déroulant généralement sur une longue période, nécessitant un groupe
avec un programme d’activité physique adaptée (APA) et un groupe témoin. Le suivi
et le contréle des essais rend difficile de prouver scientifiquement l'efficacité de
I'activité physique dans I'amélioration de certains symptomes. Les méta-analyses et
les revues systématiques destinées a faire la synthése de ces essais font le constat
actuellement d’'un manque d’études de bonne qualité sur le plan méthodologique

(Ouvrage Inserm, 2019).

L’intérét de travailler en préclinique sur un protocole incluant de l'activité physique
permet un contréle et un suivi exact du temps et de l'intensité sportive donnée.

Pour les souris, une multitude de protocoles est retrouvée dans la littérature. Nous
allons nous intéresser particulierement a I'activité physique sur tapis roulant.

Une revue et métanalyse de Costa Dianele en 2019 regroupe une multitude de
protocoles avec la durée d’entrainement, la vitesse du tapis roulant et le temps de
I'exercice, le genre et la souche de souris utilisée, 'étude comportementale réalisée a
posteriori ainsi que les observations physiologiques au niveau cérébral observée a la
fin du protocole (Da Costa Daniele et al., 2019).

Une étude De Bono a montré que les premiers effets physiologiques apparaissaient a
partir de 10 jours d’entrainements (De Bono et al., 2006). Manzanares a pu observer
des changements au niveau des muscles squelettiques, de la biogenése
mitochondriale et des capacités oxydatives a partir de 20 jour d’activité sportive
(Manzanares et al., 2018)

En lien avec notre projet nous avons donc établi un protocole d’APA d’'une durée de
14 jours minimum. Cette durée d’APA a motivé également notre décision de mettre en

place une voie d’administration de 'ARZ par voie non invasive.
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I1l. PARTIE Il :

Cette deuxieme partie présente notre étude pilote. Comme évoqué plus tét plusieurs
éléments nous ont motivés a mettre en place une étude préliminaire. Les objectifs
principaux ont été la mise en place d’un protocole d’administration par eau de boisson
de 'ARZ avec I'étude des parameétres pharmacocinétiques de 'ARZ chez la souris
C57BI6 et le choix de la dose d’ARZ a utiliser.

A. Voie d’administration chez les souris :

Il existe différentes voies d’administration de traitement chez les souris. La sélection
de l'une par rapport a l'autre peut dépendre des caractéristiques physicochimiques de
la molécule, de la durée de traitement ainsi que de la fréquence d’administration, du
caractére anxiogéne de la prise de traitement, des techniques de dosage de la
substance utilisée et du souhait d’éviter ou non le passage digestif de la substance.

On retrouve autant de voies possibles chez I'animal que chez ’humain.

Nous vous présenterons une liste non exhaustive de ces voies d’administration qui ont

été utilisées au cours du projet.

La voie orale est la voie la plus utilisée en clinique et est, de ce fait, également choisie
dans de nombreuses études expérimentales notamment chez le rongeur. C’est la voie
qui présente le caractére translationnel le plus important, en ce qui concerne les
médicaments chimiques (petites molécules). Ceux-ci étant le plus fréquemment
administrés par voie orale chez 'homme. Dans ce cas, l'approche la plus
communément utilisée est 'administration par gavage, par l'intermédiaire d’'une sonde
gastrique permettant d’amener directement la substance dans I'estomac de I'animal
(Gaillard et al., 2015). C’est une technique qui peut étre considérée comme stressante
pour I'animal et peut occasionner des lésions de I'cesophage. Par ailleurs, elle n’est
pas adaptée au développement préclinique de nouveaux biomédicaments, ceux-ci

devant étre administrés par voie intraveineuse, intramusculaire ou sous-cutanée.
Les deuxiemes types de voies utilisées sont l'injection de traitement par effraction
cutanée et/ou muqueuse. On retrouve principalement la voie intra péritonéale (IP) et

la voie sous cutanée (SC).
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La voie IP permet d’injecter la substance a travers la paroi abdominale au niveau de

la fosse péritonéale (Al Shoyaib et al., 2019)
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Figure 9 : Apercu schématique des voies d'absorption pour les petites et
macromolécules de la cavité péritonéale a la circulation systémique (Al Shoyaib et al.,
2019)

C’est une voie pratique et facile a maitriser, qui est moins stressante que la voie orale
par gavage pour le rongeur, adaptée a différentes formulations (c’est-a-dire modifiable
en fonction des propriétés physico-chimiques de I'agent pharmacologique testé), qui
est caractérisée par une vitesse de résorption élevée et qui est adaptée pour les
administrations répétées et de macromolécules (Al Shoyaib et al., 2019). Elle permet
de plus l'injection de volume important (Morton et al., 2001). Elle reste néanmoins peu
adaptée a l'étude de formulation de principes actifs et/ou de leurs propriétés
pharmacocinétiques pour la translation clinique. Il est également impossible de
déterminer avec certitude la dose de médicament injecté au niveau de la cavité
péritonéale plutét qu’au niveau des intestins, de la vessie ou autre organe se situant a

proximité (Lewis et al., 1966). C'est enfin une voie qui nécessite une certaine
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technicité. A titre d’illustration dans une étude ancienne, I'équipe de Steward en 1968

a reporté 14% d’erreur de placement de I'aiguille pour la voie IP (Steward et al., 1968).

La voie SC est une autre voie communément utilisée chez le rongeur. Elle permet
d’éviter I'effet de premier passage hépatique contrairement a la voie IP. C’est une voie
facile d’utilisation mais qui ne peut étre envisagée pour les molécules irritantes et avec
des pH situés aux extrémités du pH physiologique pouvant entrainer des douleurs

chez I'animal et éventuellement provoquer la nécrose des tissus (Morton et al., 2001).

Depuis quelques années se développent également la mise en place de protocoles
chez les rongeurs pour une prise du traitement, soit via 'eau de boisson soit via la
nourriture. L’équipe de Zhang décrit en 2021 comment administrer une substance chez
le rongeur en l'incorporant a des gelées sucrées en contrdlant le temps et la quantité
administrée de médicament pour un individu donné (Zhang et al., 2021).

Ces techniques permettent de s’affranchir du caractéere anxiogéne lié a la manipulation
de I'animal pour chaque administration, surtout lors d’'une administration chronique de
la substance. |l reste néanmoins une complexité non négligeable de I'utilisation de ces
techniques.

On ne retrouve pas dans la littérature un protocole bien établi pour toutes les
substances. Certaines molécules sont difficilement solubles dans I'eau. Une étude
préliminaire doit souvent étre réalisée au préalable pour déterminer les différentes
interactions pouvant survenir avec le type de nourriture utilisée. Les souris ne sont
jamais laissées seules dans leur cage, il en devient difficile de déterminer
individuellement si la consommation d’eau et de nourriture est homogéne au sein
méme d’une cage...

Dans ce contexte, nous avons décidé de mettre en place un protocole d’administration
de I'ARZ par eau de boisson ce qui, a notre connaissance, n’a jamais été validé d’'un
point de vue pharmacocinétique (mesure des concentrations résiduelles obtenues
aprés administration subchronique). Au début de nos travaux plusieurs études
utilisaient un protocole d’administration d’antipsychotiques via 'eau de boisson. Au
cours d’'une premiére étude relativement ancienne (Kuruvilla et al., 1982), les auteurs
ont administré a des souris males CD1 via les biberons, un antipsychotique,
I'haloperidol, pendant 35 jours. Dans cette étude, les souris étant hébergées par 5 ou
6. Une autre étude réalisée par Thomas et Yao en 2007 (Thomas and Yao, 2007) a

administré un antipsychotique atypique, la clozapine via une solution remplagant 'eau
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de boisson, pendant 4 semaines, a des souris males et femelles transgéniques (souris
knock-out apoD). Dans cette étude, les souris étaient hébergées individuellement. Une
autre étude (Wang et al., 2006) s’est intéressée aux effets de I'administration
chronique (via I'eau de boisson) de I'halopéridol et de la clozapine chez des souris
gestantes et leurs portées. Dans cette étude, les femelles gestantes étaient hébergées
par deux, les souriceaux, hébergés par groupes de 8-10, étaient traités jusqu’a leur
56éme jour postnatal. Plus réecemment, He et ses collaborateurs ont testé, dans ces
conditions, les effets d’'un autre antipsychotique atypique, la quétiapine, administrée
pendant 1 a 7 mois via 'eau de boisson dans un modéle (maladie d’Alzheimer) de
souris transgénique (He et al., 2009). Dans cette étude, les souris méles étaient
hébergées individuellement alors que les souris femelles I'étaient par groupes de 5 a
6 souris. La méme équipe chinoise, en collaboration avec des chercheurs canadiens
et américains a administré cette méme quétiapine toujours en libre accés via les
biberons pendant 10 mois chez des souris transgéniques femelles modéle de la
maladie d’Alzheimer (Luo et al., 2014). Cette étude mettait en ceuvre uniquement des
souris femelles hébergées par groupes de 3 ou 4.

L’intérét du protocole que nous avons choisi est, comme c’est le cas dans certaines
de ces études (Kuruvilla et al., 1982, Luo et al., 2014 ; Wang et al., 2006), de laisser
pendant toute la période d’exposition au traitement, les souris en environnement social
(hébergement par 5 dans les cages) et non en isolation sociale (souris hébergée
individuellement). Ceci est trés important pour les études expérimentales et en
particulier comportementales, car I'hébergement individuel constitue un stress
chronique (si le traitement dure plusieurs semaines a plusieurs mois) pour des souris
au comportement trés sociable et grégaire, stress dont les conséquences sur les
résultats expérimentaux sont difficiles a quantifier et de ce fait constitue un biais dans
'analyse de ces résultats. Le caractére innovant de notre étude, réside dans le fait
que nous avons mesuré les concentrations résiduelles en aripiprazole aprés
administration subchronique de cet antipsychotique, ce qui n’avait jamais été réalisé a
notre connaissance dans des études utilisant ce mode d’administration (en libre acces

via une solution remplagant I'eau de boisson).
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B. Choix d'une dose dans la recherche animale

Il est difficile de déterminer la dose adéquate de médicament a utiliser chez les
'animaux pour se retrouver dans lintervalle de concentrations thérapeutiques
comparables a celles utilisées en clinique.

Des équivalences de dose entre 'hnumain et 'espéce animal utilisé peuvent étre
appliqués (Nair et al., 2016). Il réside néanmoins des incertitudes concernant la
substance utilisée, la voie d’administration, la caractére aigu ou chronique de la prise,
et les caractéristiques individuelles de I'animal. En effet, il existe différentes souches
de souris utilisées en expérimentation animale (exemple la souris C57BI/6, la Friend
Leukomia Virus Strain B...).

La pharmacodynamie et pharmacocinétique de la substance peuvent varier en
fonction de la souche, de 'age et du genre utilisé.

Une étude de Chikama a observé, a la dose de 3mg/kg d’aripiprazole par voie IP
pendant 21J chez la souris C57BI/6, une majoration de la neurogénése au niveau de
I'hippocampe (Chikama et al., 2017).

Une autre étude de Fejgin a observé aprés injection par voie IP d’'une dose unique
d’ARZ a 2,5mg/kg, un blocage des effets de la PCP dans le « Prepulse Inhibition Test »
(PPI) (Feigin et al., 2007). C’est un test mesurant I'inhibition du reflexe du sursaut. En
effet une altération du PPI a été signalé dans plusieurs maladies psychiatriques, en
particulier la SCZ (Powell et al., 2009).

Nagai a étudié en 2008 plusieurs doses d’ARZ 0,01 ; 0,03 ; 0,1; 0.3 et 1 mg/kg. Il a
pu observer apres la mise en place d’'un modele murin de SCZ par administration de
PCP, des améliorations cognitives apres administration d’ARZ en dose unique par
gavage a la dose de 1mg/kg (Nagai et al., 2009).

Dans I'objectif du projet qui est 'amélioration des troubles cognitifs et des symptémes
négatifs par la prise d’ARZ dans un modéle murin de SCZ nous avons décidé d’utiliser
une large gamme de trois doses a tester : 0,1mg/kg, 1 mg/kg et 10 mg/kg. Ces 3 doses
sont en effet retrouvées fréquemment utilisées dans les études expérimentales
précliniques (Allen et al., 2011; Cosi et al., 2005; Flood et al., 2007; Gil et al., 2018;
Kim et al., 2017; Klingerman et al., 2014; Park et al., 2019, Rajagopal et al., 2022;
Stephan et al., 2022; Wesolowska et al., 2011).

Dans I'’évaluation de la dose la plus adaptée, deux dimensions ont été abordées : la
mesure des concentrations résiduelles de 'ARZ aprés administration par biberon
pendant 9 jours et la mesure de l'activité locomotrice en fonction de la dose

administrée.
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L’aripiprazole est connu pour entrainer a certaines doses des effets hypolocomoteurs
(Nagai et al., 2009 ; Jerlhag et al., 2008 ; Backstrom et al., 2021). L’activité motrice
spontanée des souris peut étre évaluée dans un actimetre automatique. On place les
souris individuellement pendant 1h dans une cage standard équipée de 2 rayons
infrarouges. Le nombre d’interruption du rayon par la souris est décompté
automatiquement et permet de refléter I'activité locomotrice de la souris sur un temps
donné (Since et al., 2013).

L’étude que nous avons menée a été soumise pour publication dans le journal

« Toxicology and Applied Pharmacology ». La version soumise est insérée dans la

partie 4 suivante de cette thése
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Abstract

Schizophrenia is a chronic mental illness, with a prevalence of about 1%. The symptoms of this
illness are classified in three categories: positive symptoms, negative symptoms and alteration
in cognitive function. Concerning pharmacologic treatment of this pathology, current
antipsychotics ameliorate mainly positive symptoms. In a largest context, our main study is to
associate aripiprazole with physical activity in a rodent model of schizophrenia and evaluate
the amelioration of cognitive deficit and negative symptoms. Our first step has been to validate
the administration of aripiprazole by drinking water, to calculate the pharmacokinetic
parameters of the antipsychotic in C57B1/6 mice, to determinate the residual concentration of
aripiprazole after a chronic administration by water bottle and to choose the adequate dose of
the antipsychotic. The quantification of aripiprazole in blood and in our solution was
determinate by liquid chromatography/tandem mass spectrometry (LC-MS/MS). Three doses
of aripiprazole were tested: 0.1, 1 and 10 mg/kg with for each dose the control of the
spontaneous locomotor activity.

We validate our method of aripiprazole solubilization. The 10mg/kg dose of aripiprazole
present coherent residual concentration and no strong effect of the spontaneous activity of mice.

Keywords: Schizophrenia, aripiprazole, pharmacokinetic, C57Bl/6 mice, drinking water.
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1. Introduction

Schizophrenia is a chronic mental illness, with a prevalence of about 1%. The symptoms of this
illness are classified in three categories: positive symptoms, negative symptoms and alteration
in cognitive function (Davidson and McGlashan, 1977). Concerning pharmacologic treatment
of this pathology, current antipsychotics are characterized by severe limitations. Firstly, these
treatments are efficient for about half of patients only. Secondly, they ameliorate mainly
positive symptoms (e.g., hallucinations and thought disorders which are the core of the disease)
but negative (e.g., flat affect and social withdrawal) and cognitive (e.g., learning and attention
disorders) symptoms remain insufficiently treated. Aripiprazole is an atypical antipsychotic
approved by the US Food and Drug Administration (FDA) since 2002 for the treatment of
schizophrenia. It is, notably, a partial dopamine D2, D3 and serotonin 5-HT 4 receptors agonist
and a serotonin 5-HT2. antagonist mainly. Its unique mechanism of action, classifies it as a
third-generation antipsychotic (Preda et al, 2020) and brings about allowance in regulating
positive schizophrenic symptoms and in a certain way, negative and cognitive ones with
minimum metabolic and extrapyramidal adverse effects (Hori et al, 2017). A strategy aimed at
better managing these latter symptoms would be to combine physical activity with particular
2nd and 3rd generation antipsychotics. In fact, clinical investigations have indicated that
physical exercise is effective in alleviating negative and cognitive symptoms in patients with
schizophrenia (Rosenbaum et al, 2014; Firth et al, 2015; Dauwan et al, 2016), but the
mechanism is largely unknown.

This is why our laboratory has just initiated a program aimed at determine if the association of
chronic (three months) aripiprazole treatment with physical activity (by treadmill) improve the
cognitive and negative symptoms observed in schizophrenia in a mice model generated by
subchronic injection of phencyclidine (Noda et al, 1995).

As part of this project, some methodological aspects must be settled. Given the long period of
administration of aripiprazole envisaged (at least 3 months) and in order to limit the stress
(Walker et al, 2012) in the mice inherent in the repetition (one injection orally daily) of the
injections, we decided to administer our antipsychotic via drinking water. In effect, this stress
may mask or enhance treatment effects, increasing the risk of false positive or negative results
and decreasing reliability.

In this context, the main objective of this present study is to verify whether the subchronic
administration of aripiprazole via a bottle-delivered solution in C57Bl/6 mice, housed in
standard social conditions (five mice per cage), is consistent from a pharmacological point of
view. In other words, the question is whether this mode of administration makes it possible to
obtain individual residual plasma concentrations of aripiprazole that are relatively stable over
time (in particular, during the duration of the behavioral studies) making it possible to correlate
the drug-induced behavioral modifications at the level of pharmacological exposition. To our
knowledge, such a study has never been carried out in C57Bl/6 mice with aripiprazole.
Moreover, given the few pharmacokinetic studies of aripiprazole described in mice in the
literature (Kirschbaum et al, 2010; Nagasaka et al, 2014;Wang et al, 2009) particularly in the
C57Bl/6 mouse (Balog et al, 2022), and the frequent use of the intraperitoneal and oral routes
(via gavage) in behavioral studies, we have completed our study by, firstly, a comparison of the
residual concentrations obtained after acute administration by these two routes and, finally, by
a description of main pharmacokinetic parameters after oral administration of a dose of 10
mg/kg (by gavage) of aripiprazole. In parallel, we also studied the effects on the spontaneous
activity of aripiprazole, both after acute (p.o. via gavage) and subchronic administration.

2. Materials and methods
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2.1 Animals

All experiments were performed with C57/BL6 J male mice aged between 6 to 10 weeks
(Janvier Labs©, Le Genest-Saint-Isle, France). All animals were housed in a normal 12h light-
dark room (light on at 7 am), with regulated temperature and humidity (21 + 2°C and 55 + 10
% respectively), and access to food and water ad libitum in standard laboratory cage (n =5 per
cage). Experiments were performed in accordance with French and European Economic
Guidelines for the care and use of laboratory animals (2010/63/UE) and authorized under the
No. APAFIS#5161.

2.2 Pharmacological treatment
2.2.1 Drugs formulation and administration

Aripiprazole chlorhydrate (Thermo Fischer Scientific©, Waltham, USA) was dissolved in
water with polysorbate 20% (Tween 20®, Sigma-Aldrich©, Saint-Louis, USA) at 0.5% of the
solution and acetic acid (2 drops for 100ml of the solution). Based on data from the literature
and in particular on the doses of aripiprazole used intraperitoneally and orally (by gavage) in
C57Bl/6 mice, a wide range of doses 0.1-1-10 mg/kg has been implemented in our experience
(Allen et al, 2011; Cosi et al, 2005; Flood et al, 2007; Gil et al, 2018; Kim et al, 2017,
Klingerman et al, 2014; Park et al, 2019; Rajagopal et al, 2022; Stephan et al, 2022;
Wesolowska et al, 2011).

For IP and PO (gavage) administration, aripiprazole and solvent (control group) were injected
in a volume of 10ml/kg.

For the drinking solution administration procedure, the volume of consumed liquid was
estimated a few days before the start of treatment and the concentrations of drug solutions (in
mg/ml) were prepared according to the amount consumed (3,8 ml/mouse/day).

2.3 Pharmacokinetic study
2.3.1 Chromatographic system

ARZ quantification in formulation and in blood sample were measured using liquid
chromatography/tandem mass spectrometry (LC-MS/MS). The chromatography was carried
out using ABSciex API 4500 QTRAP triple quadrupole mass spectrometer (Framingham, MA,
USA) equipped with an electrospray ionization source. Acquisition was realized in multiple
reaction monitoring (MRM) mode. The separation was performed on a reversed-phase
Biphenyl column (2.1 x 100 mm, Phenomenex, USA). Mobile phases consisted of 1mM
ammonium formate in water and 0.02% formic acid, (A phase) and ammonium formate 1mM
in methanol and 0.02% formic acid (B phase), with gradient elution at 0.5mL/min. The column
temperature was maintained at 40°C. All analyses were carried out in positive ion ESI (ESI+).
Aripiprazole was extracted from rat plasma using liquid-liquid extraction. 100 pL of plasma
were added with 50 pL of internal standards (D6-Venlafaxine and D3-Olanzapine, 250ng/mL),
500uL of sodic solution 0,25M and a mix of ethyl acetate/dichloromethane/hexane (40/22/38
v/v). Organic phase was extracted and dried down then the extract reconstituted in 100 mL of
A mobile phase prior to LC-MS/MS quantification.

2.3.2 Stability (room temperature) formulation control
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The measure of the concentration of aripiprazole in solution bottle was made by LC-MS on the
same 5 sample the day of the preparation (T0) and 3 days after (T3). It was to determine if the
concentration of aripiprazole was stabled at room temperature at least for 3 days.

2.3.3 Blood sample collect

All animals were anesthetized with isoflurane gas at 5% then 2.5% for maintain (with 70%/30%
nitrous oxide/oxygen). Blood samples were collected via intracardiac puncture into heparinised
tubes and stored at -20°C until analysis. The quantification of ARZ was performed on whole
blood.

2.3.4 Pharmacokinetic of ARZ:

2.4 Behavioural assessment

Animals were placed in the testing room at least 30mn before the behavioural tasks. The testing
room was dimly enlightened around 30 lumen with regulated temperature and humidity (21 +
2°C and 55 + 10 % respectively).

2.4.1 Actimeter

Spontaneous locomotor activity was measured in a restrained environment through an
automated actimeter (Imetronic®) (Bouet, 2021). Mice were individually placed in standard
cages (19cm x 11cm x 14cm) under two lines of infrared beams.

The test duration was 1h and the numbers of beam crossing reflecting locomotor activity were
automatically counted. The total activity including the activity in the front, in the back and back
and forth was measured.

2.5 Experimental setting:

Acute studies:
Pharmacokinetic studies:

1- Kinetic parameters for acute administration of 10 mg/kg aripiprazole:

Blood samples were collected at 0.5, 1, 2, 4, 8, 12 and 24h after single oral administration of
ARZ at 10 mg/kg to male C57/BL 6 mice under fasted condition. Each point was composed of
4 mice (at the point 0.5, 1, 2 and 4) and 3 mice at the point 8, 12 and 24h. The pharmacokinetic
parameters: Cmax (maximum plasma drug concentration), tmax (time to reach the maximum
plasma drug concentration), t1/2 (apparent elimination half-life) and AUCt-h (area under
concentration-time curve from Oh to the last observable concentration at time) were calculated
by non-compartment analysis.

2- Comparison of residual concentrations after i.p. and p.o administration
The aim of this study was to compare the concentrations obtained after intraperitoneal and oral
(gavage) administration of our range of doses (0.1-1-10 mg/kg). The blood sample collect was
realized 1h after the administration by gavage and 0.5h after the intraperitoneally injection (n=6

per group).

3.- Locomotor activity after p.o. administration:
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-> Acute study (see figure 1 for experimental design):

The locomotor activity of 24 mice divided into 4 groups (control, 0.1-1-10 mg/kg, p.o. (gavage)
n=6 per group) was measured for 1 hour, 1 hour after the administration of aripiprazole. The
total activity including the activity in the front, in the back and back and forth was measured.
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0.1; 1and 10 mgkg Blood sample collect |
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andip. (1=6) | ip. Gavage

Sy [

Figure 1: Experimental design of acute study.

=>» Subchronic study (see figure 2 for experimental design):

Two groups (n= 45 per group, n=15 per dose) corresponding to two different methods of
administration of aripiprazole were used. In “oral (gavage)” group, mice have been treated by
our doses (0.1-1-10 mg/kg) every day at 9 am. for 9 days. For the other group (drinking
solution), aripiprazole was administered via drinking solution. On the 8th day, in the two
administration groups, the mice of each dose (n=15) were randomly allocated to 3 subgroups
(n=5 per subgroup). Locomotor activity was measured for one hour at 10 a.m. for one subgroup,
at 12 p.m. for the second and at 3 p.m. for the third.
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Figure 2: Experimental design of subchronic study.

Weight and liquid intake by the mice were also monitored daily during the subchronic study.
2.6 Data analysis

Statistical analyses were performed using GraphPad® Prism software (Version 8.3.0, La Jolla,
USA). The test used for normal distribution and variance comparison were the Shapiro test and

Fischer test (before a t test) / Bartlett test (before an ANOVA test) respectively. When the

5
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variances were significantly different, a Welch correction was applied. For the difference
between two samples: Student t test as a parametric test and the Wilcoxon test as a non-
parametric paired test were used. The comparison between to a reference value were calculated
with univariate t-test (and the Wilcoxon test for a non-parametric test). For the analysis of > 2
samples, we used a one-way or two-way ANOVA test. If a significantly difference was
observed, a Tukey’s multiple comparisons test was performed.

Differences were considered significant when the associated P value was below 0.05.

Main pharmacokinetic parameters: area under the plasma drug concentration-time curve
(AUCO0-0), the non compartimental half-life time (t1/2), the Mean Transit Time were calculated
by non-compartment analysis using “Rstudio” (R Core Team) software equipped with “PK”
package.

3. Results

3.1 Acute studies

3.1.1- Kinetic parameters for acute administration of 10 mg/kg aripiprazole:

After a single oral administration (10 mg/kg) to mice, maximal plasmatic concentration of
aripiprazole was equal to 567.7 ng/ml with a Tmax of 1 h (Figure 3, Table 1). The T12 was
equal to 4.84 h.

Route/dose Cimax Tmax[h] | AUC (010125t AUC (0winty | MTT (mean | T2
[ng/mL] [ng.h/ml] [ng.h/ml] transit time) | [h]
[h]
G. 10 mg/kg | 567.7 + 106 1 3737+ 413.3 | 3831.9 +403.9 6.98 4.84

Table 1: Pharmacokinetic data of ARZ after 10 mg/kg gavage administration from 0.5 to 24h
in mice
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Figure 3: Time profile of plasmatic concentrations after a single oral administration of
aripiprazole (ARZ) to C57Bl/6 mice at a dose of 10mg/kg. Each point represents the mean +
SD of data from four mice (0.5-1-2-4h) or three mice (8-12-24h).

3.1.2- Comparison of residual concentrations after i.p. and p.o administration
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The residual concentrations of ARZ are indicated in table 2 and figure 4 (as log concentration).
Analysis showed significantly differences (ANOVA one way for gavage: F (2,15) = 48.04;
P<0.0001, for intraperitoneal administration, F (2,15) = 8.451; P=0.0035). Post hoc analysis
(Tukey’s multiple comparison test) showed no difference between the 0.1 mg/kg and the 1
mg/kg for the two different administration routes (P= 0.8218 for gavage and P = 0.9818 fori.p.
administration) and significative differences for other doses comparisons (see figure 4 for
details).

* %k % % % %k
10000 *k l 10000 _—
E : E
2 1000 |1 2 10004 | ns
c c
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S 104 o 104
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1= 1
01 1 10 0.1 1 10
Dose mg/kg i.p. Dose mgl/kg p.o.

(A) (B)

Figure 4: ARZ log concentration ng/ml (Mean + SEM) after i.p. (A) and p.o. (B) acute
administration at the three doses tested (n=6 per dose).
**¥p<0.01; ****p<0.0001 (Tukey’s multiple comparisons test)

ARZ Lp.. p-o. Ratio
[i.p.]mean/[p.o.]Jmean
0.1 mg/kg | 16.18 (£0.9776) | 9.91 (+0.8606) 1.63
1 mg/kg 111.1 (+6.750) | 44.35 (+3.812) 2.5
10 mg/kg | 1911 (4636.1) 512.8 (£70.10) 3.725

Table 2: Mean + SEM of the concentration of ARZ in ng/ml

Figure 5 indicate comparison of log concentration obtained for each dose depending of the
route of administration. Analysis (Unpaired Student test) revealed significative difference for
0.1 mg/kg (P=0.0007) and for 1mg/kg (P<0.0001) and only tendance for signification for 10
mg/kg (P=0.0538).
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Figure 5: ARZ log concentration ng/ml i.p. group and p.o. group. Data are shown in Mean at
the three different doses. Unpaired Student test
*** p<0.01; *¥*** p<0.0001

3.1.3- Locomotor activity after acute p.o. administration:

To explore the effect of aripiprazole on spontaneous activity at the three different doses, we
measured locomotor activity after a single oral administration. Figures 6B et 6C shows the
effect of a single administration of aripiprazole on locomotor activity in mice.

Treatment with aripiprazole decreased total locomotor activity in a dose-dependent manner in
a dose-dependent manner (ANOVA one-way F (3,20) =20.44; P<0.0001, post hoc Tukey test
details in fig 6.B). The time course of changes in locomotor activity revealed a significative
decrease that aripiprazole at doses of 1 and 10 mg/kg caused marked locomotor suppression 1
h after treatment (ANOV A two way with repeated measures, effect of group: F (3,20) = 20.44,
P<0.0001; effect of the time: F (11, 220) = 2.285, P =0.0116; no effect of interaction between
group and time: F (33, 220) = 1.234, P=0.1892; fig 6.C).
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Fig 6: Effects of single p.o administration of aripiprazole (0.1, 1 or 10 mg/kg) or vehicle on

locomotor activity.

(A) Experimental schedule for the measurement of locomotor activity. Mice were administered
aripiprazole (0.1-1-10 mg/kg, p.o.) or vehicle, 1 h before the measurement of locomotor
activity.

(B) Total locomotor activity for 1 h. Data are shown in mean values + S.E.M (n=6 per group).
Analysis with a post hoc Tukey test: ¥p<0.05; **p<0.01; *** p<0.001; **** p<0.0001

(C) Time course of changes in locomotor activity measured every 5 minutes. Data are shown

in mean values + S.E.M (n=6 per group). ***p<0.001, ****p<0.0001 versus control group;

#p<0.05, ###p<0.001 versus 0.1 mg/kg group.

3.2 Subchronic studies

3.2.1 Formulation control:

We validate the dilution of ARZ in solution bottle and determinate if the concentration was
stable at least for three days. Because ARZ showed solubilisation difficulties in water, we added
tween 20 (1%, m/m) a non-ionic surfactant and acid acetic to obtain a micellar solution.

The formulation control was obtained at day one of the preparation by LC-MS and three days
later with the same sample (keeping in room temperature).

The results are shown in table 3. Our formulation allowed ARZ to solubilise at 1 mg/ml at 21
+ 2°C with no significant change between the sample and 72h later (Wilcoxon test, samples
paired: P=0.6250).

We compared also separately with a one sample t test with the theorical mean 1 mg/kg, no
difference was found (Day 1 P=0.0768, Day 3 P=0.2063)

Concentration (mg/ml)

Day 1 Day 3
0.684 0.988

1.05 0.967
0.779 0.983
0.920 0.948
0.827 0.697

Mean (+ SEM) 0.852 (£ 0.06245) 0.9166 (= 0.05534)

Table 3. Concentration of ARZ (mg/ml) in solution bottle at day 1 and 72h later. Data
represents the concentration of each sample and the mean + SEM of the sample of the day.
Wilcoxon test, samples paired: P=0.6250.

3-2-2 Comparison of residual concentrations after p.o administration (gavage and drinking
bottle group):

= Gavage group:
After 8 days of treatment, the plasma concentration of ARZ at 10, 12 and 3pm after a last single

oral administration at 9 am day 9 are shown in table 4. We compared for each dose the possible
difference at the 3 times of the day.
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After an ANOVA two-way, we found an effect of group (F (2,12) =138.1, P<0.0001), effect of
the time (F (2,24) =5.203, P=0.0133), effect of interaction between group and time (F (4,24)
=2.892, P=0.0437). A Tukey’s post hoc test showed two differences for the 10mg/kg group
between 10am and 3pm (P=0.0009) and between 12am and 3pm (P=0.0048). We found no
difference between 0.1 and 1, (P=0.0713) but we found a difference between 0.1 and 10
(P<0.0001) and between 1 and 10 (P<0.0001)

10 am 12 am 3 pm
0.1 mg/kg 7.472 (£0.4073) 7.114 (+0.1687) 6.506 (+£0.1176)
1 mg/kg 77.68 (£26.03) 40.68 (£2.616) 27.12 (£3.711)
10 mg/kg§§§ 336.8 (+82.5) 307.4 (£39.45)** 157.6 (£18.83)****

Table 4: Mean + SEM of the concentration of ARZ in ng/ml for the three concentrations at
10am, 12am and 3pm for the p.o. gavage group. n= 5 per group. §§§ p<0.001 versus 0.1 mg/kg
and 1 mg/kg groups. **p<0.01, ****p<0.0001 versus group “10mg/kg, 10 am”.

= Water bottle group:

The plasma concentration of ARZ after water bottle administration are shown in table 5. The
result for the 0.1mg/kg was under the curves for analyse by LCMS. The concentration was too
low to be interpretate. If we focus on the two other doses, by an ANOVA 2way we found an
effect of group (F (1,8) =406.2, P<0.0001), effect of the time (F (2,16) =5.208, P=0.0181),
effect of interaction between group and time (F (2,16) =5.316, P=0.0170). A Tukey’s post hoc
test showed three differences: for the 1mg/kg group between 10am and 12am (P=0.0447), for
the 10mg/kg group between 10am and 3pm (P=0.0256) and between 12am and 3pm
(P=0.0083).

We tested also the possible difference intra individual for each separate group to validate the
homogeneity of the d.b. administration: by ROUT Method (Q=1%) no outliers were found.

10 am 12 am 3 pm
0.1 mg/kg NE NE NE
1 mg/kg 7.696 (+0.2948) 14.36 (£1.360) * 11.83 (+0.8628)
10 mg/kg&&&& 31.24 (£0.9516) # 29.84 (£2.742) ## 38.62 (£2.282)

Table 5: Mean + SEM of the concentration of ARZ in ng/ml for the three concentrations at 10
am, 12 am and 3 pm for the p.o. drinking bottle group. n= 5 per group. &&&&p<0.0001 versus
1 mg/kg group. * p<0.05 versus “1mg-10 am”. #p<0.05 versus 10 mg 3 pm, ##p<0.01 versus
“10 mg 3 pm”.

3.2.3 Locomotor activity after subchronic p.o. (gavage or solution bottle) administration:

10
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This experiment aimed to compare the effects of aripiprazole on spontaneous activity
performance after two modalities of subchronic oral administration: one by gavage, the other
via a drinking solution. The results are reported in the figure 9.

= Gavage group:

To explore the effect of sedation by aripiprazole at the three different doses, we measured

locomotor activity after a subchronic oral administration and analyse the differences found

between 10 am, 12am and 3pm.

We made an ANOVA two way with no repeated measure (different sample between 10, 12 and

3pm). We found an effect of time (F(2,32)=17.79, P<0.0001), an effect of group

(F(3,16)=27.10, P<0.0001) and no interaction between group and time (F(6,32)=2.161,
=0.0733).
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Figure 7: Effects of subchronic p.o. (gavage group) administration of aripiprazole (0.1, 1 or 10
mg/kg) or vehicle on locomotor activity in mice at the three time of the day. Data are presented
as the accumulated counts over the entire 60-min period. Shown are the mean values + S.E.M
(n=5 per group)

= Water bottle group:

Even if the locomotor activity was measured for 1h we grouped the result to compare the mean of each
mouse at the three different time (10, 12 and 3pm) and the three doses. With an ANOVA two way we
found no difference between group (F (3,16) =1.263; P=0.3204), small effect of the time of measurement
(F (2,32) = 3.843, P=0.0319) and no interaction between group and time (F (6,32) =1.899, P=0.115).
With the post hoc test we found the only differences was at 1 mg/kg between 10 am and 12am
(P=0.0233) and 10 am and 3pm (0.0499) (details are shown in figure 8)
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Figure 8: Effects of subchronic p.o. (drinking water) administration of aripiprazole (0.1, 1 or
10 mg/kg) or vehicle on locomotor activity in mice at the three time of the day. Data are
presented as the accumulated counts over the entire 60-min period. Shown are the mean values
+ S.E.M (n=5 per group). * p<0.05.

4 Discussion:

4.1 Acute studies

4.1.1- Kinetic parameters for acute administration of 10 mg/kg aripiprazole:

To our knowledge, no study to measure the main pharmacokinetic parameters after acute
administration has been performed in C57Bl/6 mice to date. The only study in this mouse strain
reported the residual concentration obtained after intraperitoneal administration of aripiprazole
at a dose of 2.5 mg/kg (once daily for 8 days) (Balog et al, 2022). Nagasaka (Nagasaka et al,
2014) described pharmacokinetic parameters after a single oral administration of aripiprazole
(2 mg/kg) in FVB mice. The authors notably reported Cmax, Tmax, T2 and AUCixr values
equal to 272 ng/ml, 0.5 h, 4.1 h and 1810 ng.h/ml, respectively. Using the same mouse strain
(FVB) Wang (Wang et al, 2009) indicates that, after an i.p. of 2 mg /kg administration of
aripiprazole, the residual plasma concentrations after 1h, 2h and 3 h are respectively equal to
183, 114 and 82 ng/ml which makes it possible to approximate a T2 of the order of 3 hours. In
study of Piazzini (Piazzini et al, 2020) mice CD-1 were orally administered using an ARP dose
of 0.2 mg/kg (ARP commercial solution (Abilify®)) and the values of Cmax, Tmax, T} and
AUC .24 were equal to 437ng/ml, 4h, 13.4 h and 8463 ng.h/ml, respectively. It is difficult to
compare the values of the pharmacokinetic parameters obtained in our study with those of
Nagasaka, Piazzini and Wang, being notably the differences in mouse strains, doses of
aripiprazole, route of administration and other methodological considerations, but concerning
the T2, our results are close to those of Nagasaka for this parameter (4.84 h for us versus 4.1
h).

4.1.2- Comparison of residual concentrations after i.p. and p.o administration

Taking into account that many studies in C57B1/6 mice, in particular behavioral ones, use acute
intraperitoneal administration of aripiprazole (Allen et al, 2011; Balog et al, 2022; Bortolozzi,
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et al, 2007; Choy et al , 2016; Cosi et al, 2005; Faure et al, 2019; Flood et al, 2007; Huang, et
al, 2020; Murotani et al, , 2011, Mutlu et al, 2017; Pereira et al, 2014; Ponce et al, 2015;
Rajagopal et al, 2022; Sarkysyan et al, 2010; Wesolowska et al, 2011; Zocci et al, 2005), we
decided to compare the residual concentrations obtained after administration of our range of
doses (0.1-1-10 mg/kg) after intraperitoneal and oral administrations. We used a 30-minute
delay between administration of aripiprazole and collection of plasma samples for the i.p. in
accordance with the work of Chen et al, 2020; Flood et al, 2007; Mutlu et al, 2017 using i.p.
acute injection of aripiprazole in C57Bl/6 mice. The delay was 1 h for oral administration in
accordance with our kinetic data described here (Tmax = 1 h). In summary, we note a significant
dose-dependent increase in residual concentrations for the two types of administration in the
range of doses used (figure 4 and table 2). Moreover, under our conditions, for each dose, the
concentrations obtained after i.p. administration are higher than those obtained after p.o.
injection. Interestingly, the comparison of the residual concentrations for each dose and each
route of administration (table) shows that the higher the dose, the greater the ratio
mean([i.p.]J/mean[p.o.], going from 1.63 to 0, 1 mg/kg to 2.5 to 1 umg/kg and 3.725 to 10 mg/kg.
Knowledge of this ratio can be very useful for extrapolating doses of interest in C57Bl/6 mice
when switching from the i.p. at the p.o. and vice versa.

4.1.3- Locomotor activity after acute p.o. administration

To our knowledge, no study has so far reported the effects of aripiprazole on locomotor activity
after a single oral administration in C57Bl/6 mice. Our results appear nevertheless, similar to
those of Zocci et al, 2005 reporting a decrease in locomotor activity in this same strain of mice
after acute intraperitoneal administration of aripiprazole at 0.3 mg/kg but not at 0.1 mg/kg. Our
results can also be compared to those of Boulay et al, 2010 and Marinho et al, 2014, who notably
reported a hypolocomotor effect at a dose of 1 mg/kg in Swiss mice after single oral or i.p.
administration, respectively. As well as those of Jerlhag (Jerlhag, 2008) who reported a
significant decrease in locomotor activity in NMRI mice after a single i.p. from a dose of 1.25
mg/kg. In addition, other studies using acute i.p. of the same range of doses as us (0.1-1-10
mg/kg) in Swiss mice did not show any change in spontaneous activity (Almeida-Santoz et al,
2014; Viana et al, 2013). However, Picada et al, 2011, using i.p. single dose of the 1-3-10 mg/kg
range in SR-1 mice demonstrated a decrease in spontaneous activity at the 3 doses tested.
Differences in the results of studies of the effects of acute administration of aripiprazole on
spontaneous activity could reside, beyond the route of administration, in the strain of mice used,
the housing conditions of the animals (reversed light/dark cycle or not), in the time between
aripiprazole administration and test, in the methods of measuring activity (for example,
counting the number of interrupted photocell beams versus measuring the distance traveled in
an open-field) and the duration of the test.

4.2 Subchronic study

4.2.1 Formulation control:

We have developed a solubilization method for aripiprazole and we have also checked the
stability over 3 days at room temperature of this solution. After several adjustments aimed at
optimizing solubility by varying in particular the concentration of the surfactant, we have
validated our solution of aripiprazole hydrochloride, carried out with the addition of polysorbate
20 dosed at 0.5% of the solution, 2 drops of 10 pl of acetic acid/100ml of solution (Kirschbaum
et al, 2009) and completed with tap water. We used the surfactant agent tween 20 which allows
to solubilize about 10 mg of aripiprazole per ml (Ramya et al, 2019) and contains hydrophilic
groups which allows it to be soluble in water. Finally, we also demonstrated that our solution

13

42



was stable for at least 3 days at the temperature of the mouse housing room. This allowed us to
set the frequency of 3 days for changing bottle solutions.

4.2.2 Locomotor activity after subchronic p.o. (gavage and solution drinking) administration
and correlation with residual concentration:

We measured the change in body weight as well as the volumes of water or solution consumed
during the 9 days of administration of the different doses of aripiprazole and found no
significant difference between the different groups (data not shown).

4.2.2.1 Plasmatic residual concentration

The two main results of our study concern, on the one hand, the demonstration of residual
plasma concentrations measurable 9 days (reach of the state of equilibrium of concentrations)
after administration by the bottle solution of doses of 1 and 10 mg/kg, and on the other hand,
that these concentrations remain relatively stable during the period 9 am-3 pm which
corresponds to the period of behavioral experimentation. Interestingly, little inter-individual
variability is observed for the concentrations measured for each of the two doses and each point
after this mode of administration.

This suggests that our mode of administration based on the average water consumption of the
mice and without individual control of the volumes actually consumed ultimately makes it
possible to achieve comparable levels of systemic exposure to aripiprazole for each of the
experimental groups.

Only one study has, to our knowledge, measured the residual concentration of aripiprazole in
C57BV/6J male mice after subchronic administration (Balog et al, 2022). In this study, the
authors obtained a concentration of between 100 and 125 ng/ml after subchronic administration
(a daily intraperitoneal injection at 8 am for 8 days) of 2.5 mg/kg of aripiprazole. The samples
were taken 4 to 6 hours after the last treatment. It is difficult to make a comparison of our data
with those of this study (given methodological differences concerning in particular the route of
administration and the time of collection after the last administration) but we can note that the
residual concentration value (100-125 ng/ml) obtained by Balog is between those obtained 3
hours and 6 hours after the last oral administration (gavage) of doses of 1 mg/kg and 10 mg/kg,
respectively (see table 4).

Moreover, no accumulation of aripiprazole is seen in subchronically (p.o. gavage) treated mice
compared to acutely injected animals. This result is in agreement with those of Kirschbaum,
(Kirschbaum et al, 2010) obtained after subchronic i.p. administration or aripiprazole in FVB
mice.

5 Conclusion:

We have validated from a pharmacokinetic point of view a new chronic administration protocol
in C57BL/6 mice via the drinking water of aripiprazole. This makes it possible to obtain stable
concentrations of aripiprazole (between 10 am and 15 pm) and therefore seems particularly

suitable for measuring behavioral parameters after long periods (several months) of exposure
to this antipsychotic.
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V. DISCUSSION :

En complément de la discussion disponible dans I'article soumis, dans cette partie V,

nous apportons quelques développements complémentaires de discussion.

Dans le cadre de notre projet d’étude de l'intérét de I'association d’ARZ avec l'activité

physique dans la prise en charge des symptdmes déficitaires et cognitifs de la SCZ,

nous avons mené un certain nombre d’études préliminaires indispensables a la

réalisation pratique de ce projet.

Dans le contexte d’une administration chronique de notre AP et avec le souci de limiter

le stress inhérent a des administrations quotidiennes invasives, nous nous sommes

attachés a mettre au point une méthode d’administration via les biberons de notre

agent pharmacologique.

Dans ce cadre, nous avons :

Mis au point une méthode nouvelle de solubilisation (adaptée a la prise par
biberon) de 'ARZ et vérifié la stabilité sur trois jours de la solution obtenue
(compatible avec la périodicité des changes de biberons et des cages au sein
du laboratoire).

Etabli lors d’une étude subchronique (9 jours), que I'administration a disposition
de '’ARZ via les biberons permettait d’obtenir des concentrations résiduelles
significatives d’'un point de vue pharmacologique.

Déterminé, aprés administration unique d’ARZ a la dose de 10mg/kg par voie
per os (gavage), les parametres pharmacocinétiques de la molécule chez la
souris C57BI/6.

Déterminé la dose d’ARZ a utiliser pour la suite de notre protocole par
évaluation pharmacocinétique et pharmacodynamique (activité locomotrice par

actimétrie).

En paralléle, nous avons suivi la consommation de liquide et le gain de poids chez nos

souris pendant 9 jours.
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A. Protocole d’administration par biberon :

1. Validation de notre méthode de solubilisation et mesure de la stabilité
de 'ARZ :

Nous avons mis en place une méthode de solubilisation de '’'ARZ dans 'eau de biberon
des souris permettant sa prise en chronique selon une période donnée.

Pour valider cette méthode trois étapes ont été réalisées.

Nous avons tout d’abord, aprés quelques ajustements, établi la formulation adéquate
dans la solubilisation de chlorhydrate d’aripiprazole avec l'ajout de polysorbate 20
(Tween20®) dosé a 0,5% de la solution, 2 gouttes de 10 pl d’acide acétique/100 ml de
solution (Kirschbaum et al., 2010) et complété avec de I'eau du robinet.

Une fois la formulation établie nous avons dosé par LCMS a partir de cing tubes
d’échantillons la concentration d’ARZ (avec comme obijectif la concentration de
1mg/ml). Aucune différence significative n’a été retrouvé entre les échantillons (voir
article).

En accord avec la périodicité des changes de biberons et des cages des souris au sein
du laboratoire, ces mémes échantillons ont été laissés a température ambiante et
dosés a nouveau 3 jours aprés. Aucune différence significative n’a également été
retrouvée (voir article).

Nous avons donc pu conclure que notre formulation permettait d’obtenir une solution
d’ARZ homogeéne et stable durant au moins3 jours justifiant la fréquence de change

des biberons tous les 3 jours.

2. Etude des concentrations résiduelles d’ARZ

La derniére étape a été réalisée durant I'étude subchronique. Aprés 9 jours de
traitement, nous avons prélevé nos trois groupes de souris a 10h, 12h et 15h et mesuré
les concentrations résiduelles aux 3 doses d’ARZ testées. A 0,1mg/kg les
concentrations résiduelles mesurées étaient en dessous des valeurs limites de
détection de la LCMS et n'ont pu étre interprétées. Pour les deux autres doses testées,
nous avons montré une homogénéité des résultats entre les différents individus par la
méthode de ROUT en statistique n’identifiant aucun « outlers ».

Cette derniére étape nous a permis de valider notre méthode d’administration de 'ARZ

par 'eau de boisson.
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Sil'on s’intéresse aux études parues, a notre connaissance une seule s’est intéressée
aux concentrations résiduelles d’ARZ chez la souris C57BI6 aprés administration
subchronique (administration quotidienne pendant 8 jours) (Balog et al, 2022). Dans
cette étude, la dose utilisée était égale a 2,5 mg/kg et la voie d’administration était la
voie intrapéritonéale.

Il est donc difficile de comparer nos résultats a des études connues présentant la

méme souche de souris, la méme posologie et la méme voie d’administration...

B. Les paramétres pharmacocinétiques :

Concernant les paramétres pharmacocinétiques, peu d’études a notre connaissance
n'ont étudié les caractéristiques pharmacocinétiques de 'ARZ en particulier chez la
souris C57BL/6. Aprés administration unique par gavage a la dose de 10mg/kg d’ARZ
nous avons mesuré les concentrations résiduelles sanguines d’ARZ a 30min, 1h, 2h,
4h, 8h, 12h et 24h.

Nous avons pu ainsi déterminer certains parameétres pharmacocinétiques permettant
d'implémenter les données chez cette souche de souris.

Parmi les points de discussion (limites de I'étude), I'utilisation de 3 a 4 individus par
point de prélévement peut s’avérer juste statistiquement pour établir une généralité sur
la pharmacocinétique de I'ARZ chez la souris C57BI/6. Cependant, ce nombre
d’'individu par point est proche de celui couramment utilisé dans les études
pharmacocinétiques précliniques. Ce nombre est par exemple, égal a 5 dans 'étude
de Kirschbaum (Kirschbaum et al., 2010).

On a pu retrouver également des variabilités interindividuelles assez importantes,
surtout au point les plus proches de I'administration, présentées dans l'article en écart
type a la moyenne (SEM). Ceci pourra nous inciter lors d’études ultérieures a utiliser
un nombre d’animaux plus important pour ces points précoces.

Le modéle pharmacocinétique utilisé a été un modele d’analyse non compartimentale
ou les points pharmacocinétiques sont directement déduits des points expérimentaux
(Concentration maximale et Temps maximal). Ce sont le type détudes de
pharmacocinétique réalisé en préliminaire sur des petits échantillons. Il permet
d’obtenir les principaux parameétres pharmacocinétiques et n’a pas pour objectif

d’expliquer la variabilité inter-individuelle.
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C. Détermination de la dose adéquat d’ARZ a utiliser :

La premiére observation a été que les concentrations résiduelles d’ARZ a la dose de
0,1mg/kg se trouvant dans les valeurs basses de détection de la LCMS n’ont pu étre
interprétées. Cette premiére remarque nous a permis, pour cette nouvelle méthode
d’administration dans I'eau de boisson, d’éliminer cette dose potentielle pour la suite
de nos travaux.

Les autres résultats ont montré que notre nouveau protocole d’administration par
biberon permet d’obtenir des concentrations résiduelles cohérentes d’un point de vue
pharmacologique. En effet les concentrations obtenues a la dose de 10 mg/kg sont
comparables a celles obtenues par gavage a la dose de 1mg/kg. Par ailleurs pour les
deux doses interprétables dans la prise par biberon, on retrouve une certaine stabilité
des concentrations durant la période d’étude comportementale visée (9h a 15h).

D’un point de vue pharmacodynamique les résultats d’actimétrie indiquent 'absence
d’effet hypolocomoteur important chez nos souris aux deux doses permettant d’obtenir
des concentrations plasmatiques détectables, [l'analyse des données
comportementales obtenues dans les différents tests envisagées (mémoire,
sociabilité) ne seront donc pas biaisés par des éventuels effets sédatifs.

En effet TARZ est connu pour entrainer des effets hypolocomoteurs dose-dépendant.
La publication de Nagai montre qu’a partir de la dose unique de 0,3mg/kg par gavage
on observe une diminution de mobilité des souris par rapport au groupe témoin (Nagai
et al., 2009). Une autre étude intéressante a observé, a la dose 1mg/kg par voie IP,
que 'ARZ contrait les effets psychostimulants entrainés par l'injection de MK801
(antagoniste des récepteurs NMDA également utilisé dans les modéles de SCZ au
méme titre que la PCP) (Leite et al., 2008)

Au vu des différents résultats pharmacocinétiques et pharmacodynamiques obtenus,
nous avons décidé de sélectionner la dose de 10 mg/kg par biberon pour la suite de

notre protocole.

D. Consommation liquide et surveillance poids :

Parallelement a ca, les résultats n’étant pas présentés dans larticle, nous nous
sommes intéressés a la consommation de « liquide » et I'’évolution du poids de nos
souris. L’objectif étant de déterminer si la prise d’ARZ (associée a ses excipients de
solubilisation) par eau de boisson entrainait une prise de poids ainsi qu’une

surconsommation de liquide par rapport au groupe gavage.
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Le suivi de ces deux paramétres a été journalier ce qui nous a également permis
d’ajuster au mieux la quantité d’ARZ a solubiliser dans I'eau par rapport a la moyenne
du volume consommeé par souris.

Nos résultats ont montré I'absence de modification sur I'évolution du poids de nos
différents groupes de traitement suggérant que 'ARP n’a pas d’influence sur ce
parameétre. La méta-analyse de Barton (Barton et al., 2020) montre en étude clinique
que '’ARZ (en fonction de la dose et du temps d’exposition) entraine un gain de poids
comparé au groupe placebo. Il faut souligner que cet AP n’est pas classé parmi ceux
qui engendre le plus de prise de poids. Concernant le lien de ces données cliniques
avec notre étude, la faible durée d’exposition a 'ARZ de nos souris et le faible
échantillonnage nous ne permettent pas de conclure sur la potentielle influence de
notre AP sur ce paramétre chez les souris C57BL/6. Nous veillerons cependant a
mesurer I'évolution du poids corporel lors de notre prochaine étude (3 semaines
d’exposition).

Concernant la consommation de liquide, aucune différence significative n’a été
observée entre le groupe per os (gavage) et le groupe biberon. Une moyenne de
3,67ml/souris/jour a été trouvé pour le groupe per os (gavage) et une moyenne de
4,170 ml/souris/jour pour le groupe eau de biberon.

Le guide sur le management et le bien-étre des animaux de laboratoires de
Wolfensohn, évoque une consommation de 6-7 ml d’eau par jour (Wolfensohn et al.,
2013). Les lignes directives du Conseil Canadien de Protection des Animaux (CCPA)
mentionnent une consommation d’eau variant de 3,9 a 8,2ml par souris selon la
souche. Nos résultats sont en accord avec ceux retrouvées dans le CCPA.

Il sera néanmoins intéressant de suivre la consommation d’eau lors de notre étude
pour le groupe réalisant de I'activité physique. La réalisation d’activité sportive chez
nos souris pourrait logiquement amener a une augmentation de la consommation

d’eau et donc des concentrations résiduelles d’aripiprazole retrouvées chez celles-ci.
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VI. CONCLUSION & PERSPECTIVE :

En conclusion, cette étude nous a permis de valider un protocole innovant
d’administration de 'ARZ adapté a I'administration chronique de ce médicament et
permettant de diminuer considérablement le niveau de stress chez nos souris du fait
du caractéere non invasif de la voie d’administration choisie.

Nous avons pu également sélectionner la dose d’intérét de 10mg/kg que nous
utiliserons dans notre projet de validation d’une nouvelle approche de prise en charge
des symptdmes déficitaires et cognitifs de la schizophrénie.

Par ailleurs, nous avons pour la premiére fois a notre connaissance caractérisé les
parameétres pharmacocinétiques de l'aripiprazole aprés administration aigué de la
dose de 10 m/kg par voie orale (par gavage). La connaissance de ces parametres
nous sera tres utile (ainsi qu’a d’autres chercheurs d’autres équipes) dans nos études
ultérieures utilisant cet antipsychotique.

Nous avons également démontré que la méthode d’administration libre via I'eau de
boisson de cet AP permettait d’obtenir des concentrations résiduelles significatives et
relativement stables pendant la période désignée des analyses comportementales

(entre 10 heures et 15 heures).
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TITRE
Validation de I'administration d’aripiprazole dans I’eau de boisson chez

la souris dans un projet d’étude sur la schizophrénie en préclinique

Résumé

La schizophrénie est une pathologie psychiatrique fréquente (touchant 1% de la population).
Les troubles liés a la pathologie sont regroupés en 3 catégories : symptomes productifs,
déficitaires et cognitifs. Actuellement seuls les symptémes positifs sont pris en charge par
les antipsychotiques. Dans un contexte large, le but de notre étude est d’associer
l'aripiprazole a de [l'activité physique dans un modéle murin de schizophrénie dans
'amélioration de la prise en charge des symptomes déficitaires et des atteintes cognitives.
Pour se faire, la premiére étape a été de mettre en place une méthode d’administration de
I'aripiprazole dans I'eau de boisson, une étude pharmacocinétique de de I'antipsychotique
chez la souris C57BI/6, une mesure des concentrations résiduelles du médicament aprés
une prise par eau de boisson pendant 9 jours et le choix de la dose de I'aripiprazole a utiliser
pour la suite de notre expérience. Les dosages de la solution et des concentrations
résiduelles ont été mesurés par chromatographie liquide lié a un spectromeétre de masse en
tandem (LC/MS/MS). Trois doses d’aripiprazole ont été testés : 0.1, 1 et 10mg/kg chez nos
souris avec une approche comportementale associée a la mesure de I'activité locomotrice
corrélant les performances d’activité aux concentrations d’aripiprazole utilisées.

Nous avons validé les conditions d’'une nouvelle méthode de solubilisation de I'aripiprazole.
La dose de 10mg/kg de [Iantipsychotique présente des concentrations résiduelles
significatives et interprétables par LC/MS/MS ainsi qu’une absence d’effet hypo locomoteur

important associé a cette dose.
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PHARMACOCINETIC OF ARIPIPRAZOLE ADMINISTRATION THROUGH DRINKING WATER IN A RODENT
MODEL OF SCHIZOPHRENIA : RESULTS FROM A PRECLINICAL STUDY

Summary

Schizophrenia is a chronic mental illness, with a prevalence of about 1%. The symptoms of
this illness are classified in three categories: positive symptoms, negative symptoms and
alteration in cognitive function. Concerning pharmacologic treatment of this pathology,
current antipsychotics ameliorate mainly positive symptoms. In a largest context, our main
study is to associate aripiprazole with physical activity in a rodent model of schizophrenia and
evaluate the amelioration of cognitive deficit and negative symptoms. Our first step has been
to validate the administration of aripiprazole by drinking water, to calculate the
pharmacokinetic parameters of the antipsychotic in C57BI/6 mice, to determinate the residual
concentration of aripiprazole after a chronic administration by water bottle and to choose the
adequate dose of the antipsychotic. The quantification of aripiprazole in blood and in our
solution was determinate by liquid chromatography/tandem mass spectrometry (LC-MS/MS).
Three doses of aripiprazole were tested: 0.1, 1 and 10 mg/kg with for each dose the control
of the spontaneous locomotor activity. We validate our method of aripiprazole solubilization.
The 10mg/kg dose of aripiprazole present coherent residual concentration and no strong

effect of the spontaneous activity of mice.
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