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r Effet & long terme d'injections intracérébroventriculaires d'anticorps dopaminergiques surw
I'hypersensibilité comportementale chezla souris

Des injections intracérébroventriculaires répétées de I'anticorps monoclonal anti-dopamine conjuguée (ACm anti-
DAc) chez des souris Balb/c entrainent, pendant 8 semaines apres la fin des injections, une hypersensibilité
comportementale. L'analyse immunohistochimique montre que cette hypersensibilité ne semble pas liée
directement & une perte des cellules DA dans la substance noire et dans l'aire tegmentale ventrale.

Mots clés: Anticorps dopaminergiques- Injections intracérébroventriculaires-Hypersensibilité comportementale-
Souris

Effect of repeated Intracerebroventricular injections of conjugated dopamine antibodies onw
behavioural supersensitivity in mice

In the present study the effect of repeated intracerebroventricular (ICV) of anti-conjugated dopamine antibodies
(Acm anti-DAc) was investigated on behavioural supersensitivity and eating behavior. Mice were injected in ICV
(with an ICV cannula) with either Acm anti-DAc or no immuns immunoglobulins (IgNI) twice a week for 5 weeks,
their behavioural supersensitivity to apomorphine (0.05 mg/kg) were measured. The results showed that Repeated
intracerebroventricular injections of anti conjugated dopamine antibodies produced a behavioural supersensitiv-
ity to apomorphine. Immunohistochemical analysis showed that the behavioural supersensitivity is not due to DA
cell losses in the substantia nigra or the ventral tegmentum area.

Key words: Dopaminergic antibodies-Intracerebroventricular injections-Behavioural supersensitivity - Mice

! Laboratoire de Pharmacologie et Toxicologie, Université Ibn Tofail, Kénitra, Maroc

2 Laboratoire de Neurosciences Comportementale et Cognitives, URA-CNRS 339, Université de Bordeaux I, Avenue
des Facultés 33405 Talence cedex, France

% Laboratoire dImmunologie et Pathologie, Bat 1B, BP 66, Rue Léo Saignat, 33076 Université de Bordeaux II,
Bordeaux cedex France

< Auteur correspondant



6 Actes Inst. Agron. Vet. (Maroc) 1995, Vol. 15 (1)

Mrabet et al.: Anticorps dopaminergiques - Hypersensibilité

INTRODUCTION

Denombreux travaux ont montré des modifications
comportementales résultant de l'injection intra-
cérébrale de différents anticorps idiotypiques et
anti-idiotypiques spécifiques dirigés contre des
antigenes cérébraux. Ainsi, Tarrab-Hazdi & Edery
(1980) ont montré que l'injection intracé-
rébroventriculaire (ICV) d'anticorps dirigés contre
le récepteur nicotinique de l'acétylcholine induit
une adipsie et une aphagie. Par ailleurs, il a été
montré, chez le rat, que l'injection de sérum anti-
insuline, dans le ventricule latéral, entraine une
hyperglycémie, une diminution de la prise
alimentaire (associée a une perte de poids corporel)
et une réduction de la durée du sommeil lent
(Danguir et al., 1984). Ces auteurs ont également
observé une perturbation du sommeil paradoxal
induit par le carbachol, a la suite de l'injection de
sérum anti-somatostatine dans le noyau du tractus
solitaire.

Plusieurs travaux font état de perturbations
amnésiques consécutives a l'injection de sérum
anti-arginine-vasopressine dans le ventricule ou
I'hippocampe dorsal, chez le rat (Kovacs et al.,
1982) ou de sérum anti-vasopressine dans le
ventricule chez la souris (Leccese & Isenhour
1983). Par contre, Martinez et al. (1985) ont
observé une facilitation de l'acquisition apres
administration de sérum anti-(Leu) Enkephaline.
Nous avons préalablement montré que l'injection
d'anticorps anti-idiotypes de la dopamine
conjuguée dans les noyaux accumbens ou caudé
médio-dorsal induisait un comportement de
rotation (Mrabet et al., 1991). Des lésions
immunologiques spécifiques des neurones
noradrénergiques ont été observées a la suite de
I'injection intra-ventriculaire d'anticorps anti-
dopamine B-hydroxylase (Costa et al. 1979).

Le but de ce travail est d'aborder les éventuelles
modifications comportementales et histologiques
liées a la transmission dopaminergique apres
administration chronique des anticorps anti-
dopamine conjuguée.

MATERIELS ET METHODES

Des souris males de la lignée BALB/c ont été
utilisées. Un guide canule de 8 mm de longueur
(diametre externe : 0,45 mm; diamétre interne :
0,25 mm) est placé unilatéralement ademeure 40,5
mm au-dessus du ventricule latéral. Les
coordonnées stéréotaxiques d'aprés Lehman (1974)

sont déterminées en prenant le bregma comme
point de référence ; pour les coordonnées antéro-
postérieures (0,0 mm) et latérale (1,0 mm) et le
point de trépanation pour la coordonnée verticale
(-2,1 mm). Les injections intracérébroventri-
culaires (ICV) sont effectuées au moyen d'une
canule de 8,5 mm de long qui coulisse dans le guide
canule. La longueur de la canule, supérieure de 0,5
mm a celle du guide, permet d'atteindre le
ventricule latéral dans lequel est effectuée
I'injection.

1.Protocole expérimental
¢ Injections ICV

Dans un premier temps, les animaux recoivent des
injections ICV répétées soit de l'anticorps mono-
clonal anti-dopamine conjuguée (ACm anti-DAc,
n= 10), soit des immunoglobulines non immunes
(IgNI, n= 5), a raison de 2 injections par semaine,
pendant 5 semaines. Le volume injecté a chaque
fois est de 2 ml (Img/ml). La production et la
purification des ACm anti-DAc et des IgNI ont
été décrites par Chagnaud et al. (1987) et Mons et
al. (1987).

* Contréole du poids corporel et du
comportement alimentaire

Le poids corporel et le comportement alimentaire
des animaux ont été contrdlés. Ainsi, les souris sont
pesées régulierement avant chaque injection ICV
et leur poids est comparé a leur poids de départ,
mesuré dans les jours qui précedent la lére injec-
tion ICV (moyenne de 3 pesées successives). Le
comportement alimentaire est évalué par la facon
dont les animaux dispersent et émiettent les bis-
cuits de nourriture dans leur cage.

* Mesure de I'hypersensibilité comportemen-
tale consécutive al'injection d'apomorphine

Une semaine apres la dixiéme et derniére injection
ICV d'ACm anti-DAc ou d'IgNI, l'activité
déambulatoire des animaux a été mesurée. Apres
uneinjection intrapéritonéale d'apomorphine (0,05
mg/kg, Sigma), les souris sont placées dans des
allées circulaires et leur activité locomotrice est
mesurée pendant une heure. Le méme protocole est
répété ensuite a différentes périodes (3, 6, 8 et 12
semaines) aprés la derniére injection ICV
d'anticorps ou d'IgNI.

e Etude histologique des cerveaux par
immuno-histochimie de Ia dopamine (DA)

L'étude a été effectuée sur les cerveaux de 4
animaux ayant recu les injections ICV d'ACm anti-
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DAc et de 3 animaux ayant recu les IgNI. Un mois
apres la derniére mesure de l'activité locomotrice,
I'immunohistechimie de la DA a été réalisée selon
la méthode décrite par Geffard et al. (1984).
Briévement, les souris sont perfusées. Les
cerveaux sont ensuite prélevés. Des coupes
frontales (40 mm) sont réalisées a l'aide dun
vibratome (Lancer, USA). La technique de
révélation utilisée est celle de la péroxydase anti-
péroxydase ou PAP d'apres Sternberger et al.
(1970). Les coupes sont incubées dans l'anticorps
monoclonal anti-DA conjuguée (dilué au 1/5000e).
Apres rincage, les coupes sont transférées dans
I'anticorps secondaire (lapin anti-souris, DAKO)
dilué au 1/100e. Les coupes sont alors incubées en
présence du complexe PAP souris dilué au 1/5000e,
pendant 1 heure & 37°C. Finalement, l'activité
péroxydasique est révélée par addition d'HoOg9
(Merck, 0,04%) et de la 3,3' diaminobenzidine
(DAB, Sigma)(0,025%).

¢ Mesure du nombre et de la surface des
cellules DA immunoréactives

Le nombre et la surface des cellules
immunoréactives,ont été mesuré par un analyseur
d'images BIOCOM 200 (Biocom, Les Ulis, France).

110
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Pour chaque animal, les sections frontales du
cerveau situées a 2,6 mm en arriere du bregma
(Lehman, 1974) ont été soigneusement choisies.
Sur ces coupes de tissu, le nombre des cellules
ayant une immunoréactivité DA (DA-positives) a
été compté dansl'aire tegmentale ventrale (ATV) et
dans la substance noire (SN). Sur la méme section,
la surface de cellules immunoréactives a été
mesurée sur les cellules possédant des noyaux bien
délimités. Ces mesures ont été effectuées sur 2
régions de la substance noire et 4 régions de l'aire
tegmentale ventrale (de 267 2 197 mm)

RESULTATS
1. Evolution du poids corporel

L'analyse de variance ne montre aucune différence
significative entre les deux groupes (F(1,13)= 0,1;
n.s.). La figure 1 montre que les animaux des 2
groupes perdent approximativement 14 5% de leur
poids post-opératoire pendant les 5 semaines qui
suivent les injections ICV. Ils récupérent ensuite
leur poids de base (6-7 semaines). Leur poids
s'accroit alors réguliérement.
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Figure 1. Evolution du poids corporel (valeurs moyennes et erreur standard de la moyenne (e. s. m.)) exprimé
en pourcentage du poids de départ a différentes périodes (en semaines) apreés la 1ére injection

de I'ACm anti-DAc
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2.Comportement alimentaire

Les animaux ayant recu les injections ICV d'ACm
anti-DAc ont montré les signes d'un comportement
alimentaire particulier débutant entre les 2éme et
4éme semaines qui suivent la fin des injections
ICV, alors que les animaux IgNI ont un
comportement identique a celui des témoins (qui
consiste 4 rassembler les biscuits dans un coin de
la cage et & terminer un biscuit avant d'entamer un
autre). Les animaux ACm anti-DAc émiettent tous
les biscuits disponibles (12 par semaine) et les
dispersent dans toute la cage. Ce comportement a
persisté jusqu'a la fin de 1'expérience.

3. Activité déambulatoire

L'analyse de variance montre qu'il existe une
différence globale entre les groupes (F(1,13) =
5,764; P = 0,032) et entre les séances (F(5,65) =
5,192; P = 0,0005).

Du fait de l'existence d'une interaction entre
groupes et séances (F(5,65)=2,45; P=0,0435), des
analyses par le test des effets simples ont été
effectuées. Les résultats montrent une différence
significative entre les groupes pour les lére
(F(1,54) = 8,777; P = 0,005), 3eme (F(1,54) = 4,48 ;
p = 0,039) et 6éme semaines aprés la derniére
injection ICV (F(1,54) = 7,59 ; P = 0,008) (Figure 2).

@ 1900 7 m ACm anti-DAc
3 i l* % 0 igNI
=
® 1500 A
= .
g 1\
2
5 1100
© 1
2
T 700"
C
b i
300 T T T —_—
1 3 6 8 12

Semaines

Figure 2. Evolution de I'activité déambulatoire au
cours des 12 semaines qui suivent la
10éme injecttioon ICV d'IgNI ou d’'ACm
anti-DAc

Par contre, aucune différence significative
intergroupe n'est mise en évidence pour les 8éme et
12éme semaines.

Par ailleurs, pour le groupe traité avec I'ACm anti-
DAc, l'existence d'une interaction entre l'activité
locomotrice et les séances successives (F(5,65)=
10,76 ; P<0,001) indique une diminution
significative des performances au cours des 12
semaines. Ce phénomeéne n'existe pas pour le
groupe traité a I'aide des IgNI (F(5,65)= 0,34; n.s.).

4. Mesure du nombre et de la surface des
cellules DAimmunoréactives

L'analyse de variance a 2 facteurs (groupes versus
cotéipsiou controlatéral au site d'injection) montre
qu'il n'existe aucune différence significative entre
les 2 groupes en ce qui concerne le nombre total
moyen des cellules DA positives et le nombre moyen
des cellules retenues (Tableau 1 et Figure 3) pour
les mesures des surfaces cellulaires dans la
substance noire (SN) ou dans l'aire tegmentale
ventrale (ATV).

On observe, cependant, que le nombre des neurones
DA positifs a tendance a étre plus faible dans la
substance noire des cerveaux d'animaux traités
avec 'ACm anti-DAc, alors que ceci n'est pas
observé dans l'aire tegmentale ventrale. Par
contre, les animaux traités avec 'ACm anti-DAc
présentent une surface moyenne plus petite (mais
non significative) dans 'aire tegmentale ventrale
ipsilatérale au site d'injection.

Tableau 1. Evaluation des cellules DA positives

ATV SN
ipsi contro ipsi contro

N.tc*

ACm anti-DAc  248,8+21,6 282,5+18,1 117,3+11,6 122,8+20,0

IgNI 260,7+28,0 266,7+16,8 148,3+13,9 157.0+73,2
N.m.c.r.*
ACmanti-DAc  823+40 945+68 428+20 50,5+4,4
IgN! 87,0+59 977+27 50,0+31 60,745,6
Sm.c.r*
ACmanti-DAc  109,8+2,2 120,224 1132+30  112,3£3,0
IgNt 124627 1202+2,6 113,9+39  113,0+30

N.t.c. : Nombre total de cellules ; N;m.c.r. : moyen de cellules
retenues ; S.m.c.r. : Surface moyenne des cellules retenues
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Figure 2. Immunoréactivité de collules DA dans le noyau caudé (CA) (1), dans la substance noire (SN) et
dans l'air tegmentale ventrale (ATV) (2) pour une souris soumise al'injection d'ACm anti--DAc
(A) et pour une souris témoin ayant recu les IgNI (B)
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A linverse, aucune différence significative n'est
observée en ce qui concerne la surface moyenne des
cellules DA-positives dans la substance noire des
deux groupes.

DISCUSSION

Les injections ICV répétées d'ACm anti-DAc
entrainent, pendant 8 semaines apres la fin des
injections, une augmentation significative de
l'activité comportementale induite par
l'apomorphine a une dose (0,05 mg/kg)
normalement inefficace sur des animaux témoins
(Staunton et al., 1982), ou dans le cas présent, sur

des animaux ayantregu des injections ICV répétées
d'Ig N1.

L'hyperactivité locomotrice, induite chez les souris

ACm anti-DAc par une faible dose d'apomorphine,
est similaire a celle observée chez des rats apres
1ésion par la 6-hydroxy-dopamine (6-OHDA) de la
substance noire, del'aire tegmentale ventrale et du
faisceau médian du télencéphale (FMT)
(Ungerstedt, 1971) ou des noyaux caudé et
accumbens (Kelly et al., 1975). Elle est
généralement attribuée a une hypersensibilité
fonctionnelle du systéme dopaminergique,
consécutive 4 une dénervation présynaptique
(Staunton et al., 1982).

En nous appuyant sur ces travaux, on suggere
done que l'hyperactivité temporaire induite par
l'apomorphine sur les souris ACm anti-DAc
pourrait dépendre du développement d'une
hypersensibilité fonctionnelle du systéeme
dopaminergique central.

Cette hypothese est renforcée par le fait que les
perturbations du comportement alimentaire mises
en évidence chez les souris ACm anti-DAc
(émiettement de la nourriture) sont a rapprocher
de celles observées chez le rat aprés lésion de la
région tegmentale ventrale, soit par courant a
haute fréquence, soit par la 6-OHDA (Stinuset al.,
1978; Herman et al., 1988).

D'autres travaux (Burunatet al., 1988) ont montré
que la réponse comportementale induite par
l'apomorphine, apres lésion 6-OHDA de la
substance noire ou du FMT, peut étre conditionnée
par installation d'une association entre les stimuli
extéroceptifs et l'injection d'apomorphine. Il est,
cependant, peu probable qu'un tel condition-
nement secondaire soit compatible avec nos
données expérimentales.

Ainsi, I'hyperactivité des animaux ACm anti-DAc
est trés élevée des la premiere séance du test, alors
qu'aucun traitement préalable al'apomorphine n'a
été effectué.

En outre, l'intervalle temporel entre les séances est
long (2 4 4 semaines) et l'effet comportemental
disparait totalement 12 semaines apres le début du
test.

Par ailleurs, 1'analyse immunohistochimique des
cerveaux traités avec I'ACm anti-DAc montre que
cette hypersensibilité ne semble pas liée
directement a une perte des cellules dopami-
nergiques dans la substance noire et dans I'aire
tegmentale ventrale.

On peut avancer I'hypothése que les injections ICV
répétées de 'ACm anti-DAc entrainent un blocage
immunopharmacologique chronique des
récepteurs dopaminergiques suite a la production
in situ d'anticorps anti-idiotypes de la dopamine
conjuguée (AIDA).

Ce blocage serait responsable de 1'hypersensibilité
comportementale. Cette hypothese a été avancée
par Abramsky & Litvin (1978) ; elle est confortée
par certains travaux qui ont montré que des injec-
tions ICVrépétées d'antigénes cérébraux induisent
la production d'anticorps détectés en périphérie
(Mrabet et al. ,1990 ; 1992). Ces AIDA sont
capables de reconnaitre les récepteurs DA in vitro
(Mons et al., 1991) et in vivo (Mrabet et al. , 1991).

CONCLUSION

Les résultats obtenus montrent que des injections
ICV répétées d'anticorps dopaminegiques
induisent une hypersensibilité comportementale
qui semble étre due a4 un blocage immuno-
pharmacologique.
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