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Résumeé

Le récepteur 5-HT: et la dynamique de son réceptosome :
Role dans la différenciation neuronale et potentiel thérapeutique

pour le traitement des troubles du spectre autistique
MOTS CLEFS : RECEPTEUR 5-HTs ; GPRIN1 ; NEURODEVELOPPEMENT ; TROUBLES DU SPECTRE DE L’ AUTISME

Les symptomes cognitifs retrouvés dans différentes pathologies neurodéveloppementales comme la
schizophrénie ou l'autisme sont trés handicapants et leur prise en charge est toujours tres insuffisante. En
conséquence, il y a un besoin urgent de nouvelles approches thérapeutiques. Ces déficits cognitifs pourraient
résulter d'anomalies des processus neurodéveloppementaux. Ces derniéres années, le récepteur 5-HTs a émergé
comme une cible thérapeutique prometteuse pour ces pathologies du fait de son expression précoce au cours du
développement, son impact sur différents processus neurodéveloppementaux clefs comme la migration
neuronale et la pousse neuritique et des effets pro-cognitifs des antagonistes du récepteur dans différents
paradigmes expérimentaux de cognition. Afin de caractériser les substrats moléculaires de I'impact du récepteur
sur la cognition et le développement neuronal, notre équipe a identifié grace a des stratégies de protéomique
I'interactome du récepteur. Ces études fonctionnelles ont par la suite montré que le récepteur 5-HTg joue un réle
crucial dans la migration et le positionnement des neurones, ainsi que dans l'initiation de la croissance des
neurites, via son interaction avec Cdk5. Parmi ces partenaires, nous avons également identifié la protéine GPRIN1,
un substrat de Cdk5 connu pour favoriser la pousse neuritique. Mon travail de thése a permis de caractériser
I'effet de l'interaction entre le récepteur 5-HTs et GPRIN1 sur l'activité constitutive du récepteur et Ila
différenciation neuronale dans une lignée cellulaire de neuroblastome (NG108-15) utilisée comme modéle de
différenciation neuronale. J’ai montré que GPRIN1 interagit avec les 22 acides aminés N-terminaux du domaine
C-terminal du récepteur via un mécanisme dépendant de la protéine Gs et contr6lé par la phosphorylation de la
Ser®® du récepteur par Cdk5 et ai ainsi mis en évidence une dynamique d’interaction entre le récepteur et Cdk5
d’une part, et GPRIN1 d’autre part. J'ai par la suite montré que |’association de la GPRIN1 au récepteur stabilise
le récepteur dans une conformation capable d’activer constitutivement la voie Gs et présentant une affinité
réduite pour les agonistes inverses. Cette interaction augmente également la longueur et la ramification des
neurites aussi bien dans les cellules NG108-15 que dans des cultures primaires de neurones issus d’embryons de
souris. Les effets de GPRIN1 sur la différenciation neuronale induite par le récepteur dépendent d’une activation
agoniste-indépendante de la voie Gs/AMPc/PKA. L’ensemble de mes résultats montrent que la différenciation
neuronale sous le contrble du récepteur 5-HTs dépend d’une séquence complexe d’évenements de signalisation
dépendant de son association successive a Cdk5 et GPRIN1 : I'interaction 5-HTe-Cdk5 est impliquée dans l'initiation
de la pousse neuritique alors que l'interaction 5-HTe-GPRIN1 favorise la croissance et la complexification des
dendrites. J’ai enfin mis en évidence dans un modele préclinique d’autisme, la souris invalidée pour le récepteur
Mu des opioides (Oprm17), le potentiel thérapeutique d'un antagoniste du récepteur 5-HTs pour améliorer les
troubles du comportement liés a I'autisme. Globalement, ma these souligne I'importance du récepteur 5-HTs et
de la dynamique de son interactome dans la différenciation et connectivité neuronale et ouvre de nouvelles
perspectives thérapeutiques pour la prise en charge des troubles psychiatriques d’origine
neurodéveloppementale comme I'autisme.



Abstract

The 5-HTs receptor and the dynamics of its receptosome:
Role in Neuronal Differentiation and Therapevutic Potential for the

Treatment of Autistim Spectrum Disorders
KEY WORDS: 5-HT¢ RECEPTOR; GPRIN1; NEURODEVELOPMENT; AUTISM SPECTRUM DISORDERS

Cognitive symptoms observed in neurodevelopmental pathologies such as schizophrenia or autism spectrum
disorders are highly debilitating and poorly controlled by currently available treatments. Accordingly, there is still
an urgent need for new therapeutic approaches. It has become clear in the last few years that these cognitive
deficits are caused by neurodevelopmental alterations. The 5-HT¢ receptor has emerged as one promising targets
for the treatment of these deficits in light of its early expression during brain development, its role in key
neurodevelopmental processes such as neuronal migration and neurite growth and the pro-cognitive effects of
antagonists in various cognitive tasks in rodents. In order to identify novel molecular substrates of the control of
cognition and neural development by 5-HTe¢ receptors, our team has recently characterized the receptor
interactome thanks to complementary proteomic strategies. Further functional studies revealed that the Cdk5
pathway under the control of 5-HTs receptor plays a crucial role in the migration and positioning of cortical
pyramidal neurons as well as in the initiation of neurite outgrowth. The new protein partners of the receptor
identified also include G protein-regulated inducer of neurite outgrowth 1 (GPRIN1), a Cdk5 substrate known to
promote neurite outgrowth. This thesis aims at characterizing the impact of the 5-HTs receptor/GPRIN1
interaction upon receptor activity and neuronal differentiation in a neuroblastoma cell line (NG108-15 cells)
commonly used as a cellular model for studying molecular mechanisms underlying neuronal differentiation. |
showed that GPRIN1 interacts with a receptor sequence comprising the 22 N-terminal residues of its C-terminal
domain via a mechanism depending on its association with activated Gas protein and regulated by receptor
phosphorylation at Ser350 by Cdk5, thus demonstrating that the receptor recruits either Cdk5 or GPRIN1 in a
dynamic manner. | then showed that the physical interaction between GPRIN1 and the 5-HTs receptor stabilizes
an active receptor conformation able to activate Gs and the production of cAMP in an agonist-independent
manner and exhibiting a low apparent affinity for inverse agonists. This interaction also promotes neurite
extension and branching both in NG108-15 cells and primary cultured neurons originating from different regions
of the mouse brain. These effects upon neuronal differentiation are mediated by agonist-independent activation
of the Gs/adenylyl cyclase/PKA pathway. Collectively, my results indicate that neuronal differentiation under the
control of 5-HTg receptors requires a complex sequence of signaling mechanisms that depends on the sequential
association of the receptor with Cdk5 and GPRIN1: while the 5-HTs/Cdk5 interaction is required for the initiation
of neurite growth, neurite extension and branching depends on receptor association with GPRIN1. Finally, |
demonstrated that sub-chronic administration to mice depleted of Mu opioid receptor (Oprm1’- mice, preclinical
model of autism spectrum disorders - ASDs -) improves a range of primary symptoms, including alteration of social
cognition and stereotypic behaviors, suggesting that 5-HTe receptor blockade might be a relevant strategy for the
treatment of some behavioral symptoms in ASDs. Collectively, this thesis highlights the role of the 5-HTs receptor
interactome and of its dynamics in neuronal differentiation and the establishment of neuronal connectivity and
opens new perspectives for the treatment of psychiatric disorders of neuro-developmental origin, such as ASDs.
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INTRODUCTION



Chapitre | : Le récepteur 5-HT;de |la
Sérotonine : un acteur clef du systeme

sérotoninergique

. La sérotonine

La sérotonine est un des plus anciens messagers chimiques connus, son apparition daterait de plus
de 700 millions d’années chez la paramécie (Turlejski 1996). Elle est présente aussi bien chez les
vertébrés que chez les invertébrés. On la retrouve par exemple dans les antennes du sphinx du tabac
(Manduca sexta, une espéce de |épidoptéres) ou encore chez Helisoma trivolis, un gastéropode. De
méme, ses récepteurs sont présents tout au long de I'arbre phylogénétique du vivant, depuis I'organisme
unicellulaire jusqu’a I’humain (Turlejski 1996). Cette conservation remarquable au cours de I’évolution
et son ubiquité dans les différentes espéces du regne animal démontrent un réle crucial de la sérotonine

dans une large variété de processus physiologiques.

Les toutes premiéres évidences de I'existence de la sérotonine remontent a la fin du XIX®™e siécle. En
1868, Carl Friedrich Wilhelm Ludwig et son étudiant Alexander Schmidt travaillent sur une méthode de
perfusion utilisant du sang filtré, défibriné et oxygéné. lls découvrent alors que la perfusion d’un muscle
avec ce sang induit une augmentation du tonus vasculaire. Cette observation fortuite a I'’époque fut
consignée sans étre I'objet de plus d’investigations (Gothert 2013; Anrep, Blalock, et Samaan 1934). Il
s’agissait pourtant de la premiére mention dans la littérature de ce qui se révélera étre la sérotonine.

Cen’est qu’en 1912 que O’Connor redécouvre les propriétés vasoconstrictrices du « sérum » (liquide
sanguin dépourvu de cellules et de protéines coagulantes) qu’il attribue tout d’abord a I'adrénaline.
Cependant, O’Connor remarque que le sérum et I'adrénaline induisent des effets opposés lorsqu’ils sont

appliqués sur les intestins: le sérum produit toujours une action vasoconstrictrice tandis que
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I'adrénaline a un effet vasodilatateur. O’connor suggere la présence d’autres molécules actives dans le
sérum dont les effets sont proches de ceux de I’adrénaline, il les dénommera « adrenalin mimicking
substances » (Gothert 2013). A la suite de cette premiéere découverte, différentes équipes vont se
pencher sur le sérum et ses propriétés constrictrices.

En 1937, Vittorio Erspamer et ses collégues isolent une substance inconnue de la muqueuse
gastrique du lapin qui induit une constriction des muscles lisses. lls I'appellent entéramine en relation
avec sa provenance (les cellules enterochromaffines du tractus gastro intestinal), et sa structure
chimique (indolalkylamine) (Zucker 1944).

A la méme époque a Cleveland, Irvin Page méne des recherches sur I’hypertension dans le but
d’identifier des composés affectant la pression sanguine. En 1948, il isole avec I'aide de Maurice Rapport
une substance vasoconstrictrice a partir du sérum. lls la nomment sérotonine, contraction de sa
provenance et de ses effets sur le tonus musculaire. En 1949, Rapport et al. cristallisent et caractérisent
la structure de la sérotonine a partir de grandes quantités de sang : il s’agit de la découverte de la 5-
hydroxytryptamine (5-HT) (Page et Carlsson 1970; Gothert 2013). Le lien avec I’entéramine n’est fait que
trois ans plus tard lorsqu’Erspamer et Asero résolvent sa structure et se rendent compte qu’elle est
identique a celle de la sérotonine (Gothert 2013). Le nom de sérotonine demeurera comme seule
alternative a celui de 5-hydroxytryptamine.

Si son action périphérique a permis sa découverte, son réle de neurotransmetteur ne tardera pas
a étre démontré d’abord chez le mollusque « Venus mercenaria » par John H. Welsh et Betty M. Twarog
puis chez les vertébrés, notamment le chien, le rat et le lapin (Gothert 2013). C’'est le début de I’essor de

la recherche sur la sérotonine et ses fonctions centrales.

La sérotonine est une amine biogéne synthétisée a partir du tryptophane, acide aminé essentiel que
I’on retrouve dans de nombreux aliments. Le tryptophane est tout d’abord hydroxylé par la tryptophane
hydroxylase en 5-hydroxytryptophane (5-HTP). Le 5-HTP est ensuite décarboxylé par la L-amino acide
décarboxylase pour donner la sérotonine ou 5-HT (figure 1).

Cette décarboxylase n’est pas spécifique du métabolisme de la sérotonine puisqu’elle assure
également la décarboxylation de la L-dopa. Seule la tryptophane hydroxylase est sélective de la synthése

de la sérotonine.
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Il existe deux tryptophane hydroxylase (tphl et tph2). La Tph2 est exprimée dans les neurones
du raphé alors que la tph1 assure la synthese de la 5-HT en périphérie et dans la glande pinéale (Sugden
2003). En plus de leur localisation, ces deux enzymes différent par leur séquence et par leurs propriétés
enzymatiques (McKinney, Knappskog, et Haavik 2005). Nous nous concentrerons dans cette thése sur la
sérotonine centrale. Une fois synthétisée, la sérotonine est stockée dans des vésicules par
I'intermédiaire de transporteurs, les VMATs (« Vesicular Monoamine Transporter »), qui assurent
également le transport de diverses monoamines (comme la dopamine, la noradrénaline, 'adrénaline et
I’histamine). La sérotonine, aprés avoir été libérée dans la fente synaptique, est recaptée par son
transporteur SERT (« SERotonin Transporter ») et catabolisée par les monoamines oxydases A ou B
(MAOA ou MAOB). Il en résulte la formation d’un aldéhyde qui sera ensuite oxydé par I'aldéhyde
déshydrogénase en acide 5-hydroxyindolacétique (5-HIAA), métabolite retrouvé et dosable dans le sang

et les urines (figure 1).
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Figure 1- Métabolisme de la sérotonine et signalisation sérotoninergique

Le tryptophane (Trp), précurseur de la sérotonine (5-HT), provient de I’alimentation et parvient au systéme nerveux central
(SNC) par la vascularisation cérébrale. Les neurones sérotoninergiques du raphé captent le Trp et le transforment en 5-
hydroxytryptophane (5-HTP) grace a une enzyme spécifique, la tryptophane hydroxylase 2 (Tph2). L'activité de la Tph2 et
donc la quantité de 5-HT produite dépend directement de la disponibilité en Trp. Le 5-HTP est ensuite converti en 5-HT par
une décarboxylase non sélective, la 5-hydroxytryptophane décarboxylase (L-amino acide décarboxylase, AADC). La 5-HT est
ensuite stockée dans les vésicules pré synaptiques par l'intermédiaire de transporteurs vésiculaires, (VMAT). L'arrivée d'un
potentiel d'action a la terminaison synaptique provoque la libération de la sérotonine par exocytose, dans la fente
synaptique, ou elle pourra : activer des récepteurs (5-HTRs) pré ou post synaptiques ; étre recaptée par I'intermédiaire de
son transporteur (SERT) ; étre dégradée par la monoamine oxydase (MAO). Le processus de dégradation de la 5-HT donne
un métabolite, I'acide 5-hydroxy-indolylacétique (5-HIAA) dosable dans le sang ou les urines. La liaison de la 5-HT a ses
récepteurs mene a l'activation de différentes voies de signalisation qui dépendamment du type de récepteur, de sa
localisation, de son complexe membranaire et de son réceptosome vont moduler la transmission pré et post synaptique.
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En périphérie, la sérotonine est sécrétée majoritairement par les cellules entérochromaffines de la paroi
intestinale. Elle pourra ensuite étre captée et stockée par les plaguettes sanguines (Spohn et Mawe
2017).

Au niveau central, elle est synthétisée par les neurones sérotoninergiques du raphé dont les noyaux,
organisés en 9 groupes (B1 a B9), sont situés le long du tronc cérébral, dans le bulbe rachidien, le pont
et le mésencéphale (Dahlstroem et al. 1964; Hornung 2003). Les neurones des noyaux caudaux B1 a B3
projettent vers la moelle épiniére et le tronc cérébral. Les neurones du noyaux B4 projettent vers le
cervelet. L'innervation provenant des noyaux B1 a B4 constituent les projections sérotoninergiques
descendantes. Les noyaux rostraux (B5 a B9) forment les projections dites ascendantes qui innervent la
majorité des structures corticales et sous corticales dont I'"hypothalamus, I'amygdale et le septum, le
striatum dorsal et ventral, I'hippocampe et la quasi-totalité des différentes aires corticales
(Pollak Dorocic et al. 2014; Charnay et Léger 2010) (figure 2-C).

Au cours du développement, les enzymes de synthése tphl et tph2 sont exprimées trés précocement,
on retrouve ainsi de la sérotonine deés le jour embryonnaire 10,5 chez la souris (E10,5), E12 chez le rat et
durant le troisieme trimestre chez I'humain (figure 2-A,B) (Bonnin et al. 2011). Les neurones
sérotoninergiques commencent leur différentiation a ce stade, ils innerveront progressivement leurs
structures cibles jusqu’apres la naissance. Ainsi, la sérotonine d’origine embryonnaire ne contribuera
aux niveaux de 5-HT du cerveau antérieur que tardivement (aprés E16,5 chez le rat) (Deneris et Gaspar
2017). Il est donc important de noter que la production embryonnaire ne constitue pas la seule source
de sérotonine a ce stade. En effet, avant la fermeture de la barriére hémato-encéphalique (aux environs
de E15,5), la sérotonine d’origine maternelle et placentaire joue un role important dans les processus
neurodéveloppementaux (Velasquez, Goeden, et Bonnin 2013; Bonnin et al. 2011).

La sérotonine posséde donc un profil d’expression trés vaste, prédisant son réle de neuromodulateur

clef dans un large panel de fonctions du développement jusqu’a I’dge adulte.
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A. E11 B. E14

Figure 2- Développement et localisation des projections sérotoninergiques.

Schémas de sections sagittales de cerveau murin a différents ages, montrant la localisation des noyaux
sérotoninergiques et leurs principales projections. A- Les premiéres cellules sérotoninergiques apparaissent a
E11, rostralement a I'isthme (is), I'innervation du cortex débute un jour aprés leur naissance. B- Leur projections
atteignent la jonction cortico-striatale dés E14. Les noyaux sérotoninergiques se ségrégent progressivement en
neuf groupes (B1-B9). Les ( , points jaunes) sont principalement constitués du raphé
magnus qui projette sur la moelle épiniere, et la périphérie (points jaunes et fleche). Le raphé dorsal (B6, B7) et
le raphé médian (B5, B8) émettent des projections ascendantes destinées au télencéphale et au diencéphale
(violet). Les afférences sérotoninergiques destinées au cerveau antérieur convergent vers le faisceau médian du
cerveau antérieur (mfb). Les fleches indiquent les régions ou les axones dévient de la voie ascendante majeure :
le long du fascicule rétroflexus (fr) vers I'habenula, puis vers I'hypothalamus (hyp), le striatum, le septum (se) et
le cortex (cx). C- A I'd4ge adulte, de nombreuses régions regoivent une innervation sérotoninergique dense
(fleches) dont, I’'hypothalamus (hyp), I'amygdale (amg), le thalamus (th), I'accumbens (acc), le striatum (st), le
bulbe olfactif (ob), le cortex (cx) et I'hippocampe (hip). Dans le cortex cérébral, les couches V et VI regoivent
préférentiellement des afférences issues du raphé dorsal (violet clair) tandis que la couche | regoit des afférences
provenant principalement du raphé médian (violet foncé). MIf = fasiculus longitudinal médian ; dt = dorsal
thalamus ; vt = ventral thalamus. Modifié d’apres Vitalis et al, 2013, Front Cell Neurosci.
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A I'opposé du glutamate et du GABA, principaux neurotransmetteurs excitateurs et inhibiteurs du
systéme nerveux central, la sérotonine agit comme un modulateur ajustant I’excitabilité neuronale selon
le type de récepteur stimulé. L'implication de la sérotonine centrale a été démontrée dans la régulation
d’une multitude de fonctions allant de processus homéostatiques de base (thermorégulation ou
respiration) a des fonctions plus élaborées (contréle de I’humeur, cognition ou comportement). Notons
que la sérotonine est synthétisée a 98% en périphérie ou elle a différents réles (par exemple dans
I’agrégation plaquettaire et la digestion), sur lesquels nous ne nous attarderons pas. Nous aborderons
dans cette partie uniquement les fonctions centrales de la sérotonine a I’dge adulte, ses fonctions durant
le développement seront détaillées dans le chapitre Il dédié au neurodéveloppement.

Plusieurs méthodes permettent d’étudier les fonctions générales de la sérotonine. Tout d’abord,
la disponibilité en tryptophane, son précurseur, influence directement la synthése de |la sérotonine. En
modulant son apport, on peut donc créer une déprivation transitoire ou au contraire augmenter le taux
de sérotonine. Par ailleurs, I'administration d’inhibiteurs spécifiques des acteurs de son métabolisme
ainsi que I’étude des polymorphismes des génes du systeme sérotoninergiques ont suscité des avancées
majeures. Enfin, des modeles murins génétiquement invalidés pour Tphl, Tph2 ou SERT ont également
permis de progresser dans la compréhension des fonctions de la sérotonine (Charnay et Léger 2010;
Vitalis, Ansorge, et Dayer 2013; G6thert 2013).

La fonction la plus connue de la sérotonine est celle de régulateur de I'humeur initialement
découverte via I'effet antidépresseur des inhibiteurs de sa recapture (Wong et Licinio 2004). Ce role
majeur de la sérotonine a été largement exploré. Tout d’abord, nombre de publications démontrent que
la déplétion de sérotonine chez des sujets présentant une vulnérabilité génétique ou des antécédents
de troubles de I'humeur provoque des symptomes dépressifs. A I'inverse, une supplémentation en
tryptophane induit une amélioration des symptomes chez des sujets dépressifs ou bipolaires (Young
2013; Ruhé, Mason, et Schene 2007; Lindseth, Helland, et Caspers 2015; Sylvia et al. 2013; Jenkins et al.
2016). Dans ce sens, de nombreuses études démontrent une corrélation entre des polymorphismes
affectant des genes du systéme sérotoninergique, tel quel celui codant pour SERT, avec une vulnérabilité
au stress, un comportement impulsif et des passages a |'acte suicidaire violents (Valderrama et Miranda

2017; Jiménez-Trevifio et al. 2017; Valderrama et Miranda 2017; Antypa, Serretti, et Rujescu 2013;
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Rahikainen et al. 2017). Au-dela de ses effets sur I’lhumeur, la déplétion en sérotonine a également été
associée a une augmentation de l'agressivité et de I'impulsivité ainsi qu’a des changements du
comportement social aussi bien chez ’'Homme que chez le rongeur (Tsutsui-Kimura et al. 2017; Young
2013).

Par ailleurs, des études de stimulation du raphé (via 'implantation d’électrodes) ont démontré
un rble des neurones sérotoninergiques dans la récompense. En effet, les auteurs observent un
comportement d’autostimulation équivalent que I’électrode soit implantée dans le raphé ou dans I'aire
tegmentale ventrale (Van Der Kooy, Fibiger, et Phillips 1978).

En outre, la sérotonine apparait comme un acteur important de la régulation des processus cognitifs.
La déplétion en tryptophane induit des troubles cognitifs parmi lesquels une altération de la
consolidation de la mémoire épisodique chez ’'Homme et de la mémoire de travail chez le rongeur. De
nombreuses autres fonctions clefs ont été démontrées notamment dans la régulation de I'appétit, du
comportement alimentaire, des rythmes veille sommeil ou encore la nociception.

Ces études mettent en évidence un réle majeur de la sérotonine dans la régulation des fonctions
centrales. De fagon cohérente avec son large panel de fonctions neurophysiologiques, de nombreux
polymorphismes touchant au systeme sérotoninergique ont été associés a diverses pathologies telles
gue les troubles de I’'humeur, I'anxiété, la schizophrénie ou encore les troubles du spectre de I'autisme.
Ainsi, le systeme sérotoninergique est ciblé par de nombreux traitements comme les antipsychotiques
(quiétapine, clozapine), ou les antidépresseurs (sertaline, fluoxétine) (« Psychopharmacologie
Essentielle 4 Eme Edition » s. d.).

L’étude des fonctions globales de la sérotonine présente cependant certaines limites. D’une part,
certains des effets observés proviennent probablement de I'interaction de la sérotonine avec d’autres
systemes de neurotransmission tels que les systemes dopaminergiques ou glutamatergiques (Fischer et
Ullsperger 2017). D’autre part, méme si ces travaux permettent d’établir les fonctions globales de la
sérotonine, I'étude de ses récepteurs est indispensable pour comprendre ses fonctions plus spécifiques

et développer des stratégies thérapeutiques ciblées.
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ll. Les récepteurs de la sérotonine

Deés les années 50, Gaddum et Picarelli supposent I'existence de différents types de récepteurs
(Gaddum et Picarelli 1957). lls constatent que la réponse contractile a la sérotonine de I'intestin du
cochon d’Inde peut étre totalement inhibée par I’ajout de dibenzyline alors que cette réponse ne I'est
que partiellement par la morphine. lls y voient I'’évidence de I'existence de deux types de récepteur de
la sérotonine (5-HTRs) : ceux de type M qui ont une affinité pour la morphine et ceux de type D qui ont
une affinité pour la dibenzyline. Dans les années 1970, les études de liaison par ligands radiomarqués
([3H]5HT et [3H]LSD) permettent, d’abord a Fillion et ses collégues puis a Peroutka et Snyder, de décrire
dans le cerveau deux 5-HTRs distincts possédant différents sites de liaison, de faible et forte affinité qu’ils
dénomment 5-HT1R et 5-HT;R. Si le 5-HT1 R correspond au récepteur D de Gaddum, le 5HT;R ne semble
pas étre identique au récepteur de type M (Peroutka et Snyder 1979). En 1986, Bradley et ses
collaborateurs proposent une classification unifiée, en trois groupes : 5-HT;-like R (classe D), 5-HT, R et
5-HT3 R, ce dernier correspondant aux récepteurs M précédemment décrits (Bradley et al., 1986). Par la
suite, I'essor de la biologie moléculaire dans les années 1980 permit de cloner plus de 15 types de
récepteurs de la sérotonine, donnant naissance a l'une des familles de récepteurs de
neurotransmetteurs les plus complexes (Hannon et Hoyer 2008). Le récepteur 5-HTs est I'un des derniers

a avoir été cloné en 1993, simultanément par Monsma et Ruat (Monsma et al. 1993; Ruat et al. 1993).

Une nomenclature définissant 7 classes de récepteurs de la sérotonine (5-HT1 a 5-HT>) selon leur
ordre de découverte, leur pharmacologie, leur homologie de séquence et de structure sera finalement
adoptée par le « Serotonin Club Receptor Nomenclature Committee » (Gothert 2013). On peut les diviser
en 4 grands groupes en fonction de leur signalisation. A I'exception du récepteur 5-HTs, tous les
récepteurs de la sérotonine sont des récepteurs couplés aux protéines G (RCPG) (figure 3). Les récepteurs
5-HT3 (5-HTsa et 5-HT3g) sont des récepteurs canaux cationiques. Les récepteurs 5-HT1 (5-HT1a, 5-HTas,

5-HTip, 5-HT1g, 5- HT1¢) et 5-HTs sont couplés aux protéines Gi/Go, ils inhibent notamment I'adénylate
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cyclase (AC) et la formation d’AMPc. Les récepteurs 5-HT, (5-HT2a, 5-HT2s et 5-HTxc) sont couplés a la
protéine G, ils stimulent la phospholipase C[3 augmentant I'hydrolyse de I'inositolphosphate (PIP2)
menant a I'élévation du calcium intracellulaire. Enfin, les récepteurs 5-HTs, 5-HTs, 5-HTs et 5-HT7 sont
canoniguement couplés a la protéine Gs. lls induisent la stimulation de I'adénylate cyclase menant a
I"augmentation du niveau d’AMPc intracellulaire (Hannon et Hoyer 2008; Gerhardt et van Heerikhuizen

1997). Notons que les récepteurs 5-HTs et 5-HT7 peuvent également étre couplés aux protéines Giz/13.
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Figure 3- Les récepteurs de la sérotonine et leurs couplages canoniques.
Les récepteurs de la sérotonine sont classés en sept familles (5-HT, a 5-HT,) selon leurs propriétés pharmacologiques,

les systemes de transduction et leur degré d’homologie de séquence. On distingue 4 grandes sous familles associées a
des couplages canoniques différents. Les récepteurs 5-HT, sont des récepteurs-canaux a permeéabilité cationique. Les

autres récepteurs de la sérotonine sont des récepteurs couplés aux protéines G (RCPG) et sont regroupés sous
I"appellation récepteurs métabotropiques de la sérotonine (m5-HTRs). Les récepteurs 5-HT, sont couplé a aux protéine

Gi/o, ils inhibent I'adénylate cyclase et de fait la production d’AMPc. Les récepteurs 5-HT,, 5-HT, et 5-HT sont couplés

a la protéine Gs et stimulent I'adénylate cyclase, menant a une élévation de la production d’AMPc. L’élévation de la
concentration en AMPc va activer de nombreuses enzymes dont la principale est la Protéine Kinase A (PKA). Les
récepteurs 5-HT, sont couplés a la protéine Gqg/11, qui stimule la phospholypase C, responsable de la production

d’inositol triphosphate (IP3) et de diacylglycérol (DAG) a partir de I'inositol phosphate (PIP2). A noter que pour les
récepteurs 5-HT,, le couplage a la protéine Gi n'a pu étre démontré que in vitro, son couplage in vivo reste encore

incertain.
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Il est devenu évident depuis plusieurs années que ces couplages canoniques ne peuvent
expliquer a eux seuls la totalité des effets physiologiques des récepteurs métabotropiques de la
sérotonine (mM5HTR).

L’émergence des techniques de protéomique a permis d’identifier des réseaux de protéines
associés aux récepteurs et formant des complexes moléculaires spécifiques appelés « réceptosomes »
(figure 1). Ces partenaires protéiques, appelés GIPs (GPCR Interacting Proteins), interagissent le plus
souvent au niveau de motifs spécifiques situés dans les boucles intracellulaires ou sur I'extrémité C-
Terminale du récepteur (Bockaert, Fagni, et al. 2004). Il peut s’agir aussi bien de protéines solubles
(kinases, petites protéines G, protéines du cytosquelette...) que transmembranaires comme des canaux
ioniques ou méme d’autres RCPGs (homodimérisation, hétérodimérisation).

L’activation d’'un m5HTR peut mener au recrutement de différentes GIPs et mettre en jeu de
nombreuses voies de signalisations indépendantes des protéines Gcomme la voie ERK1/2 qui peut étre
activée par les récepteurs 5-HT1a, 5-HT1g, 5-HT2a, 5-HT2c, 5-HTs, 5-HTs, et 5-HT; (Marin et al. 2012).
L'activité fonctionnelle des m5-HTR fait I'objet d’une régulation fine et peut étre modulée par de
multiples facteurs tels que les protéines du « réceptosome » lui-méme. (Bockaert, Dumuis, et al. 2004;

Bockaert, Fagni, et al. 2004; Marin et al. 2012; Maurice et al. 2011).

0 Localisation subcellulaire

En premier lieu, les partenaires protéiques peuvent influencer la localisation subcellulaire des
récepteurs. Les plus connus sont les protéines a domaines PDZ. Il s’agit de protéines présentant un motif
spécifique de 80 a 90 acides aminés qui leur permet d’interagir au niveau de séquences consensus
conservées « PDZ binding motifs » situées a I'extrémité C-terminale des récepteurs. Parmi elles, figure
la protéine PSD-95 qui est, par exemple, requise pour I'expression dendritique du récepteur 5-HTaa.
Outre les protéines a domaine PDZ, d’autres GIPs peuvent moduler I'expression des m5HTR (Marin et al.
2012). On peut citer le cas du récepteur 5-HT1a dont le partenaire Yif1B est requis pour son adressage
dans la partie distale des dendrites (Carrel et al. 2009).

0 Endocytose et recyclage
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Par ailleurs, les GIPs gouvernent également |I'endocytose et le recyclage des m5HTR, des
processus d’une importance majeure pour la régulation de leur activité. Les B-arrestines sont I'exemple
le plus connu, elles sont responsables de I'internalisation de nombreux RCPGs suite a leur activation,
jouant ainsi un réle clef dans le processus de désensibilisation. On peut citer 'exemple de la forme
humaine du récepteur 5-HT2a dont I'internalisation est dépendante de son interaction avec la B-arrestine
2 (Marin et al. 2012). A I'opposé, certaines GIPs peuvent prévenir le phénomene d’endocytose suite a la
stimulation du récepteur et ainsi augmenter la transduction du signal comme c’est le cas de PSD-95 avec

le récepteur 5-HT2a précédemment décrit.

0 Signalisation et Modifications post-traductionnelles

Les GIPs peuvent également moduler directement la signalisation en amplifiant ou inhibant un
couplage, souvent par le biais de modifications post-traductionnelles. Celles-ci peuvent affecter le
couplage des m5HTRs, ajoutant un niveau de complexité supplémentaire a leur signalisation. Les
exemples les mieux connus concernent les phosphorylations. Elles ont souvent lieu au niveau des
boucles intracellulaires ou de I'extrémité C-terminale des RCPGs. Ces modifications peuvent moduler
I'activité du récepteur, sa désensibilisation et son internalisation ou mener au recrutement d’autres
partenaires. La kinase RSK2, par exemple, phosphoryle le récepteur 5-HTya sur la sérine 314, un
processus a |'origine d’une inhibition tonique de la voie de signalisation Gq (Marin et al. 2012; G. M.
Thomas et al. 2005). On peut également citer I'exemple du complexe mGluy/5-HT2a (Gonzalez-Maeso et
al. 2008), pour lequel une potentialisation de la phosphorylation de la Serine 843 du récepteur mGlu;
est observée uniquement lorsque le récepteur 5-HTa est présent, provoquant une augmentation de
I’activité Gi/odu récepteur mGlu, en réponse a sa stimulation (Murat et al. 2018). D’autres modifications
comme la palmitoylation ou la myristoylation peuvent affecter la localisation du récepteur dans les
radeaux lipidiques connus pour jouer un réle crucial dans la signalisation de nombreux RCPGs (Marin et

al. 2012; Ge et al. 2009).

La compréhension de la complexité de la signalisation des m5-HTR a eu un impact direct sur le
développement des ligands. En effet, en fonction de I'interactome du récepteur a un instant donné, la
conséquence de I'activation d’un récepteur par un ligand peut mener au déclenchement de voies de

signalisations différentes. Ce phénomene pourrait expliquer I’'hétérogénéité des réponses cliniques a
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certaines drogues. Par exemple on peut citer les antagonistes du récepteur 5-HTe dont les effet sur la
cognition varient en fonction des études et de la population (Fullerton et al. 2018; Upton et al. 2008). Ce
constat a mené au développement de ligands biaisés, dont le but est d’activer spécifiguement une voie
de signalisation. La modulation fine de la signalisation des RCPGs via |’utilisation de ligands biaisés ou le
ciblage de GIPs spécifiques permettra dans I'avenir d’obtenir des effets thérapeutiques plus spécifiques
et de minimiser les effets secondaires. Ce domaine d’étude est en plein essor, et de nombreux ligands
biaisés des m5-HTR sont en développement notamment dans notre équipe. Du fait de 'émergence de
ce domaine, aucun ligand biaisé des m5-HTR n’est encore passé en phase clinique a ce jour. Pour illustrer
le potentiel thérapeutique de cette stratégie, on peut citer I'exemple d’un ligand biaisé des récepteurs
Mu des opioides, le TRV130, sélectif de la voie Gi, qui est actuellement évalué en clinique. Celui-ci
démontre une meilleure capacité analgésique, associée a une réduction de la détresse respiratoire et
des nausées (Soergel et al. 2014).

Pour conclure, les mécanismes de régulation de la signalisation des récepteurs sérotoninergiques
sont extraordinairement complexes. Leur étude reste indispensable afin de mieux comprendre leurs
roles et développer des traitements pharmacologiques plus spécifiques et aux effets secondaires mieux
maitrisés. Lors de ma these, je me suis intéressée au récepteur 5-HTs et a un élément particulier de son

réceptosome.

[ll.  Le récepteur 5-HT, de la sérotonine et son réceptosome

Le récepteur 5-HTs de la sérotonine a été découvert en 1993, simultanément par Frederick
Monsma et Martial Ruat a partir d’'une banque de cDNA provenant du striatum de rat. Ces études ont
mis en évidence une protéine de 437 acides aminés (figure 4), dont le géne possede deux introns. Les
deux variants d’épissage qui en résultent donnent deux transcrits, un de 3,2 kb et un de 4,1 kb exempt

de différences pharmacologiques notoires (Monsma et al. 1993; Ruat et al. 1993).
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Figure 4- Structure du récepteur 5-HTs humain et résumé des résidus importants pour son activité fonctionnelle.
Le récepteur 5-HTs de la sérotonine, appartient a la classe A des récepteurs couplés aux protéines G. Plusieurs résidus

importants pour la conservation de I'intégrité structurale et/ou fonctionnelle du récepteur 5-HTg ont été identifiés. Certains
sont des résidus trés conservés de la classe A des RCPGs, comme de « DRY » (D126, R127, Y128), motif important pour la
modulation de I'activation de la protéine G par le récepteur. Les résidus F69, T70 et D72 du domaine transmembranaire 2, sont
impliqués dans la liaison du récepteur a la protéine G, leur mutation (F69L, T701, D72A) rend le récepteur incapable d’activer les
protéines G, ce mutant est dit « Gsdead ». Le résidu D106 a été identifié comme important pour la liaison de la sérotonine au
récepteur, sa mutation (D106A) rend le récepteur inactivable par un agoniste. Le motif BBXXB (ou B représente un acide aminé
basique et X un résidu non basique, ici RK-AL-K), joue un rdle important dans I'activité constitutive de nombreux RCPGs une
mutation a méme ce motif ou a proximité augmente ou diminue I'activité constitutive selon les cas. Le résidu W281, est
I’équivalent du W272 chez le récepteur 5HT4 chez lequel sa mutation en alanine supprime I'activité constitutive. La sérine 350
située a I'extrémité C-terminale du récepteur a été identifiée par notre équipe comme étant un site de phosphorylation par la
kinase Cdk5. Son implication a été démontrée dans les processus neurodéveloppementaux controlés par le récepteur.
Visualisation du récepteur issue de Protter. Omasits et al. 2013, Bioinformatics.
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0 Distribution générale a I’dge adulte

La cartographie de I'expression du récepteur 5-HTs a commencé grace a des techniques de
Nothern Blot et d’hybridation in situ chez le rat (figure 5). Ces études montrent une expression des ARN
messagers (ARNm) trés forte dans les bulbes olfactifs, le striatum ventral (en particulier dans le Noyau
Accumbens, Nac) ainsi que dans I'hippocampe, I'hypothalamus, les tubercules olfactifs et le cortex
cérébral. Au niveau périphérique, I'expression des transcrits du récepteur 5-HTs est tres faible, on le
retrouve néanmoins modérément dans I'estomac (Monsma et al. 1993; Ruat et al. 1993; Kinsey et al.
2001). En 1996, Ward et Dorsa précisent |’expression du récepteur dans le striatum par double marquage
des transcrits du récepteur et : des neurones épineux de taille moyenne exprimant les récepteurs D1
(voie striato-nigrale, marquage de la dynorphine) ou des neurones exprimant le recepteur D2 (voie
striato-pallidale, marquage de la substance P). Cette étude permet de conclure que le récepteur 5-HTs
est exprimé dans les deux types neuronaux (Ward et Dorsa 1996). La gRT-PCR vient affiner les résultats
d’hybridation in situ, mettant en évidence la présence du récepteur dans la substance noire, la moelle
épiniere et plus modérément dans I'aire tegmentale ventrale, le raphé antérieur et le cervelet (Gérard
et al. 1996). Ces auteurs sont allés plus loin en démontrant que la Iésion des neurones sérotoninergiques
par micro infusion de 5,7-dihydroxytryptamine dans le raphé ne modifie par I'expression des transcrits
du récepteur 5-HTs, prouvant qu’il ne s’agit pas d’un autorécepteur (Gérard et al. 1996). Cette méme
équipe a par la suite généré un anticorps ciblant I’extrémité C-terminale du récepteur afin de détecter
la protéine par immunomarquage. lls ont ainsi pu préciser sa localisation au sein de I'"hippocampe, dans
le stratum oriens et le stratum radiatum de I'aire CA1 ainsi que la couche moléculaire du gyrus denté
(Gérard et al. 1997). Dans le striatum dorsal, Hamon et al. ont montré une immunoréactivité confinée
dans le neuropile, sans aucun marquage au niveau des somas (Hamon et al. 1999). La microscopie
électronique a permis de confirmer dans I’hippocampe une expression plutot post-synaptique, dans les
dendrites avec un marquage dense dans les épines dendritiques, et peu ou pas de signal dans I'axone et
le soma (Gérard et al. 1997; Hamon et al. 1999). Cette équipe a par ailleurs décrit pour la premiére fois
son expression dans le cil primaire, ce qui sera confirmé ensuite par plusieurs études (Brailov et al. 2000;
Brodsky et al. 2017). Ces études d'immunomarquage confirment globalement les publications

précédentes sur la localisation des transcrits. Quelques divergences sont cependant observées. En effet,
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Gerard et al ne trouvent pas de marquage dans I’hypothalamus, I'habenula ni le raphé antérieur,
contrairement a ce qui a pu étre démontré par les études d’ARNm. De plus, ces auteurs ont observé un
fort marquage dans le cervelet ou I’ARNm est absent, ce qui questionne quant a la spécificité de

I’anticorps utilisé.

L’expression du récepteur 5-HTs chez la souris est sujette a controverse. Une étude de 2003
démontre par gRT-PCR une expression tres faible dans le cerveau de souris, sans enrichissement dans le
striatum, remettant ainsi en cause la pertinence de I'étude du récepteur dans cette espece (Warren D.
Hirst et al. 2003). Cependant, les gRT-PCR obtenues dans cette publication pourraient ne pas refléter
totalement la réalité chez la souris du fait que les auteurs utilisent pour leur PCR les mémes amorces
pour le rat et la souris. Or, si ces amorces reconnaissent une forme du récepteur commune aux deux
espéces, il existe un variant chez la souris qui n’est pas reconnu par l'une des deux amorces (« Gene:
Htré - Mus musculus - Ensembl"). Ce biais pourrait expliquer I'absence de détection de 'ARNm du
récepteur dans cette étude. L’expression du récepteur 5-HTe chez la souris a récemment été confirmée
par le projet GENSAT qui génére des souris BAC-eGFP dans le but de créer un atlas de I'expression
génique dans le systeme nerveux central. L’expression de la GFP sous le contréle du promoteur du géne
du récepteur 5-HTs a été étudiée par hybridation in situ ce qui a permis de confirmer que son expression
chez la souris suit un schéma trés similaire a celui observé chez le rat avec une expression tres forte dans
le striatum, I’hippocampe et le cortex. En outre, des expériences de qRT-PCR menées par notre équipe
(données non publiées), et celle de collaborateurs (Becker, Kieffer, et Le Merrer 2017) confirment la
présence de transcrits du récepteur dans le striatum de souris adultes et dans les cultures primaires de
striatum de souris. Par ailleurs, notre équipe a récemment généré une souris Knock-In (KI) 5-HTC"P/GFP
exprimant le récepteur 5-HTg fusionné a la GFP a son I'extrémité C-terminale. Les données préliminaires
obtenues confirment I'expression du récepteur 5-HTs dans le striatum et I’'hippocampe, au niveau du cil
primaire en particulier ainsi que dans les somas des neurones corticaux. L'ensemble de ces données
permettent de valider la souris en tant que modéle pour I'étude des fonctions du récepteur 5-HTe.

Enfin, des études de ligands radio-marqués ont permis de mettre en évidence une distribution
du récepteur 5-HTschez ’'Homme tres similaire a celle observée chez le rat (Boess et al. 1998; W. D. Hirst

et al. 2000; East et al. 2002; Marazziti et al. 2012, 2013).
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A. Expression du récepteur5-HT,a E15,5
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Figure 5- Expression de la GFP sous le contréle du promoteur du récepteur 5-HTs.
Coupes sagittales de cerveaux de souris BAC Htr6-EGFP durant le développement embryonnaire (E15,5) (A), et a I'dge adulte

(B). L'expression des transcrits de la GFP sous le contréle du promoteur du récepteur 5-HT6 est mise en évidence par
hybridation in situ. On observe que le récepteur est trés fortement exprimé, durant le développement, dans la quasi-totalité
de I'encéphale, a I'exception du caudé-putamen. A I’dge adulte, son expression se restreint a des zones spécifiques, telles
que le striatum ventral, les bulbes olfactifs, I’hippocampe, I'amygdale et faiblement dans certaines régions corticales.

http://www.gensat.org/
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0 Expression du récepteur durant le développement embryonnaire :

L’expression du récepteur 5-HTs au cours du développement a essentiellement été étudiée chez le
rat, par Grimaldi et ses collaborateurs, par amplification des transcrits (qRT-PCR) provenant de
différentes régions cérébrales et a différents ages (de E10 jusqu’a P36), chez le rat. ARNm du récepteur
est détectable dés E12, son expression décroit [égérement entre E14 et E15 puis remonte a E17.5 pour
se stabiliser jusqu’a I'dge adulte (Grimaldi et al. 1998). Il est intéressant de noter que le récepteur semble
étre exprimé avant méme l'innervation du cortex par les projections sérotoninergiques, laissant
supposer |'existence d’une activité indépendante de la sérotonine d’origine embryonnaire.

L'atlas de GENSAT donne également des informations sur |"évolution de I'expression du
récepteur au cours du développement chez la souris BAC Htr6-eGFP. A E15, son expression est forte dans
pratiguement toutes les régions cérébrales, a I'exception du striatum dorsal (caudé putamen), pour se

stabiliser a I’dge adulte (figure 5).

L’évolution de la localisation du récepteur 5-HTs permet de supposer un role clef dans le
neurodéveloppement. Outre sa localisation anatomique, le récepteur 5-HTe constitue aussi une entité
pharmacologique aux voies de signalisation particuliéres qu’il convient de décrypter afin de mieux

intégrer son importance dans le neurodéveloppement.

i. Couplage canonique a la protéine Gs

Lors de sa découverte en 1993, Monsma et Ruat ont pu démontrer que le récepteur 5-HTs est
canoniquement couplé a la protéine Gs. En effet, sa stimulation par la sérotonine ou des agonistes
spécifiques active la production d’AMPc, aussi bien dans des lignées cellulaires ou le récepteur est
surexprimé (COS-7 ou NG 108-15) que dans des systémes natifs comme les neurones de striatum (Ruat
et al. 1993; Monsma et al. 1993; Sebben et al. 1994; Kohen et al. 2001; Boess et al. 1997; Purohit et al.
2005; Codony et al. 2010). Cet effet peut étre bloqué par les antipsychotiques atypiques et certains
antidépresseurs incluant la clozapine, I'amoxipine, et I'amitriptyline qui se comportent comme des

antagonistes (Codony et al. 2010; Monsma et al. 1993).

ii. Découverte de nouvelles voies de signalisation engagées par le récepteur 5-HT;
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> Nouveaux partenaires identifiés par double hybride
Couplage a la kinase de la famille de Src Fyn. L'équipe de Yun Hyung-Mun fut 'une des premiéres a
identifier des partenaires du récepteur autres que la protéine Gs, grace a la technique de double hybride.
Le criblage d’'une banque de cDNA humain, utilisant I’extrémité C-terminale du récepteur comme appat,
a d’abord identifié Fyn, une tyrosine kinase membre de la famille Src, fortement exprimée dans les
neurones et la glie. Les auteurs ont démontré que la stimulation du récepteur par la sérotonine provoque
I’autophosphorylation de Fyn sur la tyrosine 420, et active un modulateur intracellulaire majeur, Erk1/2
(Extracellular regulated kinase 1/2), via la cascade d’activation classique Ras-Raf1-MEK (Yun et al. 2007).
Réciproquement, l'interaction de Fyn avec le récepteur influence I'activité de ce dernier en favorisant

son expression a la membrane. (Yun et al. 2007)

Couplage a la protéine Jab-1. La méme approche a permis a cette équipe de démontrer I'interaction du
récepteur avec Jabl (« Jun Activation domain-binding proteinl »), kinase dont les fonctions sont peu
connues (Yun et al. 2010). Les auteurs ont démontré que I'extinction de I'expression de Jabl par un
SiRNA réduit I'activation du récepteur par la sérotonine sans induire de changement de son affinité
apparente. Cet effet semble s’expliquer par la diminution du niveau d’expression membranaire du
récepteur. La stimulation du récepteur par la sérotonine induit également la translocation de Jab1 dans
le noyau, ce qui accroit I'interaction avec son substrat cJun. Cette interaction favorise la phosphorylation
de cJun, induisant son activation. Par ailleurs, une augmentation conjointe de I’expression du récepteur
5-HTe et de Jab1 est observée suite a un choc ischémique induit par une occlusion de I'artére cérébrale
moyenne. Une observation similaire a été réalisée dans des cellules en culture mises en situation
d’hypoxie. De plus, la surexpression du récepteur dans des cellules mises en hypoxie diminue la mort
cellulaire, suggérant un réle du récepteur 5-HTs sur la survie cellulaire dans un contexte de stress

cellulaire.

Couplage a la protéine MAP1B. Finalement, I'approche de double hybride permet a la méme équipe de
démontrer l'interaction du récepteur avec la protéine MAP1B (« Microtubule-Associated Protein 1B »),
une protéine particulierement exprimée dans le systéme nerveux central durant le développement (S.-
H. Kim et al. 2014). La protéine MAP1B est connue pour son implication dans le controle de la stabilité

et la dynamique des microtubules. Elle joue un rdéle important dans une large variété de fonctions telles
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gue le trafic intracellulaire, la pousse neuritique et la dégénérescence. L'interaction du récepteur 5-HTs
avec le domaine LC1 issu du clivage protéolytique de la MAP1B augmente la production d’AMPc induite
par la sérotonine sans changement de I'affinité apparente du récepteur pour la sérotonine. Cette
interaction induit également une augmentation de la phosphorylation d’Erk1/2 induite par la sérotonine,
et une augmentation de I’expression membranaire du récepteur. De fagon intéressante, I'interaction du
récepteur 5-HTs avec le domaine LC1 de MAP1B inhibe I'endocytose du récepteur suite a sa stimulation
par la sérotonine, réduisant sa désensibilisation et jouant ainsi un réle majeur dans la régulation de son

activité fonctionnelle (S.-H. Kim et al. 2014).

» Cribles protéomiques et découverte de nouvelles voies de signalisation

Afin de mettre en évidence de nouveaux partenaires associés au récepteur 5-HTs, notre équipe a
mené deux cribles interactomiques complémentaires : 1) I'identification des partenaires du récepteur
entier portant une étiquette HA exprimé dans des cellules HEK-293 et isolé par co-immunoprécipitation
avec un anticorps anti-HA et, 2) l'identification des partenaires recrutés par le domaine C-terminal du
récepteur a partir d'un lysat de cerveaux de souris. Ces études ont permis d’identifier plusieurs dizaines
de nouveaux partenaires potentiels du récepteur. De fagon remarquable, I'interactome du récepteur 5-
HTes est fortement enrichi en protéines connues pour leur implication dans la signalisation, le
développement cérébral, les processus cognitifs et la plasticité synaptique.

Parmi ceux-ci, on peut noter la présence de plusieurs protéines de la voie de signalisation mTOR, et
en particulier le complexe mTORC], telles que la protéine kinase mTOR elle-méme, raptor, Rheb, Vps34,
Ttil et Tel2 ainsi que la Neurofiboromin 1 (NF1) (Meffre et al. 2012). Le complexe mTORC1 est un
régulateur cellulaire majeur impliqué dans une trés grande variété de fonctions telles que la survie, la
prolifération et la différentiation cellulaire, la réponse immunitaire, la réponse au stress et la cognition
(Lee 2015; Bockaert et Marin 2015). Confirmant son importance majeure, la suppression de I'expression
de mTOR par des approches génétiques est |éthale (Gangloff et al. 2004). Ce complexe a également été
étudié pour son role dans un grand nombre de pathologies, en particulier le cancer mais également des
troubles du développement, (retard mental ou les troubles du spectre de I'autisme, TSA). La modulation
in vivo de l'activité de mTORC1 par la rapamycine présente cependant une multitude d’effets
secondaires. Dans ce contexte, il est particulierement intéressant de se pencher sur son interaction

spécifique avec le récepteur 5-HTs. En effet, la modulation pharmacologique du récepteur impacte de
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facon indirecte I'activité de mTOR constituant ainsi une piste thérapeutique majeure permettant de
minimiser les effets secondaires.

Outre les protéines du complexe mTORC], ces cribles interactomiques ont révélé I'interaction du
récepteur 5-HTe avec un réseau de protéines contrélant la dynamique du cytosquelette d’actine et
connus pour leur implication dans les processus neurodéveloppementaux. On peut citer les protéines
Cdk5 (Cyclin-dependent kinase 5), WAVE-1 (WASP-family verprolin homologous protein 1) et GPRIN1 (
G protein regulated inducer of neurite outgrowth 1) (Duhr et al. 2014). Dans leur ensemble, ces études
d’interactomique ont démontré la capacité du récepteur a recruter de nouvelles voies de signalisation
dont les voies mTOR et Cdk5, et ont révélé son implication dans le contréle de la formation des circuits
neuronaux, de la connectivité neuronale et des processus cognitifs (figure 6). Ces différents aspects

seront développés dans les deux prochaines parties de cette these.
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Figure 6- Voies de signalisations associées au récepteur 5-HT;

Cette illustration représente les voies de signalisation associées au récepteur 5-HTs, découvertes a partir de
criblages doubles hybrides et de stratégies protéomiques AP-MS. Notons que ces voies de signalisation sont
particulierement impliquées dans les processus neurodéveloppementaux et cognitifs. D’aprés Dayer et al, 2015
ACS Chem Neurosci.
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iii. Le récepteur 5-HT;s et son activité constitutive : réle de NF1

Le récepteur 5-HTs a la particularité de présenter une activité constitutive importante vis-a-vis
de la voie Gs-adénylate cyclase dans différentes lignées cellulaires ainsi que dans les cultures primaires
de neurones de striatum (Sebben et al. 1994).

Le motif BBXXB (ou B représente un acide aminé basique et X un résidu non basique) qui se trouve
sur la partie C-terminale de la 3°™¢ boucle cytoplasmique a été trés étudié pour son role dans I'activité
constitutive de nombreux RCPGs. Si une mutation a proximité de ce motif augmente I'activité
constitutive, Kohen et al. (2001) ont montré que des mutations ponctuelles dans cette région (K264,
K267A et A268R), du récepteur de souris, diminuent I'activité constitutive du récepteur dans les cellules
JEG-3 ou COS-7. Ce résultat n’a pas été reproduit par Romero et al. qui ont observé une augmentation
de I'activité constitutive par la mutation S267K du récepteur humain exprimé dans les cellules HEK-293F
(Romero et al. 2007). Des différences au niveau de l'interactome du récepteur dans les différentes
lignées cellulaires utilisées dans ces études pourraient expliquer ces divergences. Malgré leurs
apparentes contradictions, ces travaux suggéerent que l'activité constitutive du récepteur 5-HTs est
modulable et tres sensible a sa conformation. L’'ensemble de ces données permettent de supposer un
role important de I'activité constitutive du récepteur fortement régulée par son environnement
cellulaire (Purohit et al. 2005).

Dans ce sens, une étude récente du Dr Séverine Morisset-Lopez (CBM, Orléans) réalisée en
collaboration avec notre équipe a mis en évidence le rdle crucial de la neurofibromine (NF1) dans la
modulation de I'activité constitutive du récepteur 5-HTe. La déplétion génétique de NF1 par interférence
de I'ARN (siRNA) abolit I'activité constitutive Gs du récepteur dans les cellules Hela, et la diminue
fortement dans les striataux et les cellules de neuroblastome NG 108-15. L’extinction de I’expression de
NF1 n’a toutefois aucun effet sur le profil d’activation du récepteur par un agoniste. L'inhibition de
I'interaction entre NF1 et le récepteur 5-HTe grace a un peptide interférant qui cible la partie N-terminale
du domaine C-terminal du récepteur (peptide TAT320-342) produit la méme inhibition de I'activité
constitutive que I'invalidation génétique de la protéine. L’activité constitutive du récepteur semble donc
directement dépendante de son interaction physique avec NF1. De plus, le niveau basal d’AMPc dans le
cortex préfrontal des souris hétérozygotes Nf1*/- est fortement réduit par rapport aux souris sauvages

(Wt). Un agoniste inverse du récepteur réduit (dans une moindre mesure), le niveau d’AMPc cérébral
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chez la souris sauvage alors qu’il n’a pas d’effet sur le niveau réduit d’AMPc mesuré dans le cortex des
souris Nf1*~. Ces derniers résultats suggérent que I'interaction entre le récepteur 5-HTg et NF1 exprimés
de fagcon endogene, en contrdlant I’activité constitutive du récepteur, joue un réle clef dans la régulation
de la concentration intracérébrale d’AMPc. Cette étude décrit également un des premiers exemples de
la modulation de I'activité constitutive d’un RCPG par une de ses GIPs.

Il reste encore beaucoup a découvrir concernant les mécanismes de régulation de l'activité
constitutive des RCPGs. L’étude des partenaires du récepteur semble étre une stratégie prometteuse
pour mettre en lumiére de nouveaux mécanismes notamment dans les processus

neurodéveloppementaux.
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Chapitre Il : Le récepteur 5-HT, de la
seérotonine : un acteur clef du

neurodéveloppement

La sérotonine est connue depuis longtemps pour son réle crucial de régulateur des processus
neurodéveloppementaux. Elle module notamment la migration, la cytoarchitecture et la connectivité
neuronale (Homberg, Kolk, et Schubert 2013; Rojas et al. 2014). Le récepteur 5-HTs, du fait de son
expression précoce et de son interactome riche en partenaires contrélant la dynamique du cytosquelette
d’actine, pourrait contribuer a certains effets neurodéveloppementaux de la sérotonine. Dans ce
chapitre, apres avoir décrit les grandes étapes de la mise en place du systeme nerveux, nous étudierons

leur modulation par la sérotonine et le récepteur 5-HTs,

|. Les grandes étapes du développement du systéme nerveux
L’objectif de cette partie est d’aborder les différentes étapes du développement du systéeme nerveux
(figure 8) d’un point de vue macroscopique afin de revenir de fagon détaillée sur les implications plus

spécifiques de la sérotonine et du récepteur 5-HTs dans chacune de ces étapes.

Le développement du systeme nerveux commence trés précocement au cours de
I'embryogénése autour du jour embryonnaire 7 (E7) chez la souris et durant la troisieme semaine de
gestation chez 'Homme. A ce stade, I'embryon se divise en trois feuillets : 'endoderme, le mésoderme
et I'ectoderme. Ce dernier donnera les systémes nerveux central et périphérique. Sous l'influence de
facteurs d’induction, certaines cellules de I'ectoderme vont s’individualiser pour former des cellules
souches neuro-épithéliales constituant la premiere ébauche du tissu nerveux. Ce tissu va prendre la
forme d’une plaque neurale puis s’invaginer pour former une gouttiére. Enfin, un tube neural (ébauche
du systéme nerveux central) et des crétes neurales (ébauches du systéme nerveux périphérique), vont

apparaitre.
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Figure 7-Chronologie du développement du systéme nerveux central.
Les lignes discontinues signifient que le processus est actif tandis que les lignes pleines signifient que le processus
est a son apogée. D’apres Vitalis et al, 2013 Front Cell Neurosci.

Peu a peu, le tube neural va acquérir une polarité antéro-postérieure qui va le mener a se subdiviser en
prosencéphale, mésencéphale et rhombencéphale. Au cours de la 5¢™ semaine chez ’'Homme, deux de
ces trois vésicules primaires se fractionnent. Le prosencéphale donne naissance au télencéphale et au
diencéphale (ébauches des hémispheres corticaux, du striatum dorsal et de I’'hippocampe, du thalamus,
de I'hypothalamus et des parties neuronales de I'épithalamus). Le rhombencéphale se subdivise en
myélencéphale et en métencéphale qui formeront le pont, le bulbe rachidien et le cervelet. La vésicule

mésencéphalique ne se divise pas, elle constituera la partie haute du tronc cérébral.

La paroi du tube neural est formée de trois couches : ventriculaire, intermédiaire et marginale. Les
cellules souches neuro-épithéliales se divisent dans la zone ventriculaire. Lors d’'une mitose dite
« critique », elles produisent une ultime cellule fille et un neuroblaste, cellule post-mitotique qui se
différencie en neurone. La différentiation neuronale suit des étapes complexes, dynamiques et

séquentielles bien déterminées (figure 7).
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O La migration neuronale

Les neuroblastes migrent tout d’abord plus en périphérie du tube neural, dans une couche
d’accueil prédéterminée. Le schéma de migration est spécifique de la région concernée et du type
neuronal. Dans les régions du cerveau qui présentent une stratification cellulaire (cortex, hippocampe,
cervelet), la lamination correcte repose sur la migration coordonnée et précise de différents sous types
de neurones pyramidaux excitateurs et d’interneurones GABAergiques dans des couches spécifiques en
partant des couches profondes vers les couches superficielles (Hatten 1993; Rakic 1978; Kornack et Rakic
1995). Dans ce type de structures, la majorité des neuroblastes va adopter une migration radiale,
perpendiculaire a la surface ventriculaire et guidée par la glie radiaire. Les neurones constituant les
structures non laminaires (striatum, thalamus, bulbes olfactifs...) et la plupart des interneurones
GABAergiques adoptent une migration de type tangentielle et parallele a la surface ventriculaire

(McManus et al. 2004; Monk, Webb, et Nelson 2001; O’Rourke et al. 1992).

0 La différenciation des neuroblastes

Une fois que le neuroblaste a atteint son emplacement définitif, la différenciation des
prolongements va débuter. D’abord indifférenciés, ces prolongements ou neurites vont rapidement se
ségréger en deux types : I'axone, prolongement plus long qui présente a son extrémité un cone de
croissance, et les dendrites, prolongements plus courts et ramifiés. Ces stades de différenciation ont été
largement décrits dans les cultures primaires de neurones corticaux et hippocampiques (figure 7) (Dotti,
Sullivan, et Banker 1988; Fletcher et Banker 1989; Polleux et Snider 2010).

L’axone va croitre jusqu’a atteindre sa cible et former une synapse. Le cone de croissance,
extension située a I'extrémité distale de I’axone, est une structure labile, extrémement dynamique et
riche en actine. Il est le moteur du déplacement de I’'axone. Son rdle est de « sonder » les signaux
moléculaires présents dans I'environnement extracellulaire et d’y répondre en orientant la croissance
de I'axone. Le type de molécule de guidance, leur gradient de concentration et le contenu du céne de

croissance en récepteurs et réseaux protéiques associés influencent directement la vitesse et la direction
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A. Differenciation des neurones corticaux in vitro
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B. Différenciation des neurones corticaux in vivo
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Figure 8- Paralléle entre la différenciation du neurone in vitro et in vivo

(A) Description des stades de différenciation des neurones corticaux en culture. Au stade 1, les premiéres heures
suivant I'ensemencement, les neurones post mitotiques émettent de facon dynamique de multiples protrusions, de
type lamellipodes ou filopodes. Au stade 2, entre 24h et 48h de culture (1-2DIV, Days In Vitro), ces protrusions
donnent naissance a une multitude de neurites immatures. Au stade 3, entre 2 et 4 DIV, la polarisation neuronale
débute, un neurite se différencie des autres et devient I’axone tandis que les autres prolongements acquiérent une
identité dendritique. Durant le stade 4, partir de 4 DIV, I'’ensemble des prolongements pousse rapidement, tandis que
I'arborisation dendritique commence a se complexifier. Au stade 5, aprés plus de 15 jours en culture, les neurones
terminent leur différenciation, des épines dendritiques apparaissent et des synapses commencent a se former. (B) In
vivo, la polarisation neuronale se produit concomitamment avec la migration radiale. Les cellules post-mitotiques (1)
vont passer par un stade multipolaire transitoire (2) avant d’acquérir une morphologie bipolaire. Un neurite se
développant plus rapidement va former le «leading process» (LP) suivi par le «trailing process» (TP) qui donneront
naissance a la dendrite apicale et a I'axone, respectivement. Une fois leur position finale atteinte, les neurones
poursuivent leur différenciation. La complexification de I’arborisation dendritique, la projection de prolongements
vers d’autres structures et I'établissement de contacts synaptique continueront jusqu’en post natal. Modifié depuis
Polleux et Snider, 2010, Cold Spring Harb Perspect Biol.
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de croissance du prolongement. Une fois la cible atteinte, le cbne de croissance disparait, I'extrémité de

I’axone s’aplatit pour venir former une synapse.

En paralléle, I’arborisation dendritique va se densifier, se complexifier pour finalement adopter
un profil cytoarchitectural typique, propre & chaque type neuronal. A la surface des dendrites vont
apparaitre des épines, microdomaines spécialisés dans la réception des contacts synaptiques
excitateurs. Un tres grand nombre de synapses vont ainsi se former durant la gestation et tout au long
de la vie. Les connexions synaptiques entre les neurones au début du développement sont cependant le
plus souvent des tremplins transitoires vers les connexions plus stables qui caractérisent les circuits plus
matures. En effet, I’élimination des axones, dendrites et synapses surnuméraires, ainsi que I'apoptose
neuronale font partie d’'un processus d’élagage extrémement important pour la fonctionnalité des
réseaux neuronaux. Cet élagage comprend plusieurs phases : il débute lors des étapes tardives de la
gestation, augmente transitoirement aprées la naissance, puis une deuxiéme vague survient lors de

I’adolescence (Cowan et al. 1984).

De nombreux acteurs participent a ces différentes étapes du neurodéveloppement, qu’il s’agisse
de signaux extracellulaires, intracellulaires, ou de genes spécifiques dont I’expression suit une séquence
spatio-temporelle bien définie. Les signaux extracellulaires sont souvent exprimés sous forme de
gradient. Parmi ces signaux, on retrouve des molécules d’adhésion (laminine, NgCAM), des molécules
de guidance (Reelin, Netrin-1, Sema3A), des facteurs neurotrophiques (BDNF, NGF) et des
neurotransmetteurs, (monoamines, Glutamate, acétylcholine) ou encore des cytokines. Ces molécules
agissent le plus souvent via des récepteurs, souvent de type tyrosine kinases (RTKs) ou RCPGs. Ceux-ci
vont exercer leurs effets en mettant en jeu différents mécanismes de signalisation intracellulaires
comme des protéines kinases, (PKA, PKC, Cdk5, AKT, JNK...), des phosphatases (PTEN, PP2A) ; des
facteurs de transcription (SRF, CREB) ou encore des petites GTPases (Cdc42, RhoA, Ras, Racl).

L’AMPc figure parmi les seconds messagers dont I'importance a été clairement démontrée.
L’élévation de la concentration intracellulaire d’AMPc a notamment été associée a une augmentation de

la pousse neuritique et a la régénérescence axonale (Stiles, Kapiloff, et Goldberg 2014).
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L'ensemble de ces événements cellulaires converge vers la modulation du cytosquelette d’actine et des
microtubules. Les jeux de phosphorylation/déphosphorylation et I’expression induite de facteurs
régulateurs (par exemple p35, activateur de Cdk5) permettent de gérer la croissance et la rétraction du
cytosquelette d’actine et ainsi d’orienter avec précision la différenciation des neuroblastes.
L'orchestration stricte et minutieuse de ces événements est indispensable au développement
harmonieux du systéme nerveux. La sérotonine est un élément de régulation majeur a chacune de ces

étapes (Vitalis et Parnavelas 2003; Schubert 2014).

ll. Les fonctions de la sérotonine et du récepteur 5-HT, dans le

développement du systéme nerveux

Nous allons dans cette partie détailler I'implication de la sérotonine dans les différents stades du

neurodéveloppement, puis dans un second temps mettre en exergue le r6le du récepteur 5-HTe.

iv. Neurogénése embryonnaire

La premiére étape majeure de la constitution du systeme nerveux centrale est la prolifération
des progéniteurs neuronaux. Elle débute autour du stade E7 chez la souris et autour de la 10°™¢ semaine

de gestation chez ’'Homme pour ne se terminer qu’aprés la naissance.
0 Rale de la sérotonine dans la neurogenése

Au cours des toutes premiéeres étapes de la division des cellules souches neuro-épithéliales, c’est
la sérotonine d’origine extra embryonnaire qui joue un réle majeur. La sérotonine embryonnaire prend
le relais autour du jour E15 chez la souris, le temps pour les prolongements sérotoninergiques

d’atteindre leurs cibles corticales et sous corticales (figure 9).
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Figure 9- Sources de sérotonine durant le développement.

Les sources de sérotonines contribuant au développement du cerveau évoluent au cours du temps. Initialement,
la sérotonine de source exogéne (placentaire et maternelle) passe la barriere hémato encéphalique, perméable,
et contribue au neurodéveloppement. Autour de E10, les premiers neurones sérotoninergiques apparaissent au
niveau du raphé dorsal, ils innervent progressivement le cortex durant le dernier tiers du développement
embryonnaire. Ce changement au cours du développement permet au cerveau de I'embryon de devenir
progressivement dépendant de sa propre production de 5-HT. On peut noter qu’avant la fermeture de la barriére
hémato encéphalique, les facteurs environnementaux influengant la production ou la dégradation de la
sérotonine maternelle auront un impact direct sur I’embryon. DR, raphé dorsal ; DT, thalamus dorsal; ctx, cortex.

Modele proposé par Bonnin et al. 2011

De nombreux travaux ont démontré I'importance de la sérotonine en tant que signal régulateur
de la prolifération des progéniteurs neuronaux. En premier lieu, il a été constaté que la déplétion
pharmacologique ou génétique des niveaux de sérotonine embryonnaire induit une réduction de la taille
du cerveau, supposant une diminution de I'activité mitotique (Vitalis, Ansorge, et Dayer 2013). Dans ce
sens, Vitalis et al (2007) ont montré qu’une injection quotidienne de para-Chlorophenylalanine (PCPA),
un inhibiteur de la tryptophane hydroxylase, (entre les jours E12 et E17) chez les souris gestantes altére
la prolifération des cibles de I'innervation sérotoninergique en particulier dans I’hippocampe et le cortex
(Vitalis et al. 2007). Corroborant ces études in vivo, un traitement a la paroxétine (inhibiteur de la
recapture de la sérotonine) augmente la prolifération des cellules souches des crétes neurales en culture

(Vichier-Guerre et al. 2017).
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Coté et al. ont démontré I'importance de la sérotonine maternelle en utilisant des souris
génétiquement déplétées pour la tph1 (tph17), 'enzyme de synthése de la sérotonine périphérique. Les
embryons hétérozygotes (tph1*) dont la mére est homozygote (tph17") présentent des anomalies
développementales séveres et une réduction de 30% de l'incorporation du BrdU dans la zone
ventriculaire (indicateur de I'activité mitotique) comparés aux embryons tph1l”/- dont la mére est
hétérozygote. Ces données indiquent un réle majeur de la sérotonine d’origine maternelle dans les

étapes précoces du développement (Coté et al. 2007).

Une augmentation trop importante des niveaux de 5-HT semble a I'inverse délétere. En effet, la
micro injection directe de sérotonine dans la cavité amniotique entre les jours E7.5 et E10.5 induit des
altérations importantes du développement cérébral (Noto et al. 2016). De méme, les souris
génétiquement déplétées pour les monoamine oxydases MAO A et B (MAO-A/B7") enzymes impliquées
dans le catabolisme de la sérotonine, présentent une forte élévation du taux de sérotonine, et une
diminution de la prolifération des cellules souches neuro-épithéliales (Cheng et al. 2010). Soulignant
I'importance d’une modulation fine de la concentration de sérotonine, son addition dans le milieu de
culture stimule la prolifération des neurosphéres télencéphaliques provenant d’embryons sauvages,
mais ne montre aucun effet sur les cultures d’embryons (MAO-A/B”") dont le niveau de sérotonine est

déja élevé.

Au-dela de ses effets directs sur la prolifération, la sérotonine semble également jouer un role
important dans la régulation de la mort cellulaire. En effet, I'inhibition pharmacologique ou la déplétion
génétique de la MAO-A entre E7,5 et E10,5 provoque des anomalies structurales associées a une
diminution de I'activité apoptotique (C. C. Wang et al. 2014; Noto et al. 2016; C. C. Wang et al. 2011).
Cette observation est cohérente avec les effets protecteurs de la sérotonine contre la mort cellulaire,

largement documentés (Ryu et al. 2016).

Collectivement, ces études suggerent que la sérotonine joue un réle majeur dans la régulation de la
prolifération des progéniteurs neuronaux, par ses effets pro-mitotiques et anti-apoptotiques. La
régulation fine de sa concentration semble étre cruciale pour une prolifération harmonieuse des cellules

souches neurales.
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0 Role du récepteur 5-HTs dans la neurogénése

Une étude de 2014 s’est consacrée au rble du récepteur 5-HTs dans les anomalies
développementales induites par I'excés de sérotonine. Les auteurs ont démontré que l'inhibition
pharmacologique du récepteur 5-HTs ou l'inhibition de son expression par un siRNA normalise les
altérations développementales chez les souris MAO-A (/) et chez les animaux traités a la fluoxétine ou a
la sérotonine au jour E10,5 (figure 10). Plus précisément, les auteurs ont observé que l'inhibition du

récepteur restaure I'activation des caspases 3 et 9 et raméne |’activité apoptotique a un niveau normal

MAO-A 5-HT
MAO-A siRMNA +
Contrale siRMA 5-HT 5-CT Fluoxétine + 5-HT; siRNA
5-HT; siRNA

Figure 10- L'invalidation du récepteur 5-HTs restaure les anomalies développementales induites par I’élévation

du taux de sérotonine.
Les embryons ont été retirés des meres gestantes a E7,5, les effets des traitements ont été observés apres 72h

de développement en culture. L’élévation du niveau de sérotonine exogene a été induite de différentes fagon :
par I'électroporation d’un siRNA ciblant la monoamine oxydase A (MAQO-A), ou par le traitement des embryons
directement avec la 5-HT ou un analogue de la 5-HT (5-carboxamidotryptamine, 5-CT) ou un inhibiteur de la
recapture de la 5-HT (fluoxétine). On observe que I'augmentation de la concentration exogene en sérotonine,
quelle que soit la méthode utilisée induit des altérations développementales. L'inhibition de I’expression du
récepteur 5-HTg par I’électroporation d’un siRNA restaure un phénotype normal. La sur stimulation du récepteur
5-HTg par la sérotonine durant les phases précoces du développement de I’encéphale semble donc responsable
d’une partie des anomalies développementales observées chez les souris MAO-A 7~ ou celles traitées a la
fluoxétine. D’apres Wang et al, 2013, J. Chem Biol.

(C. C. Wang et al. 2014). Il semblerait donc que I’excés de sérotonine chez les souris MAO-A/") active le
récepteur 5-HTe, déclenchant ainsi des cascades de signalisation qui inhibent la mort cellulaire. On peut
par ailleurs noter que l'interaction du récepteur avec Jabl a été associée en culture a des effets

protecteurs contre la mort cellulaire dans des conditions de stress (Yun et al. 2010). Etant donné le réle
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bien documenté de Jab1 dans la protection contre I'apoptose, (H. Wang et al. 2011; L. Wang, Zheng, et
Pei 2016; Shackleford et Claret 2010), il est possible que les effets protecteurs de la sérotonine contre la
mort cellulaire durant le développement impliquent le recrutement de Jabl suite a I'activation du

récepteur 5-HTe.

v. Neurogenése adulte

Au cours des dernieres décennies, I'existence d’une prolifération des progéniteurs neuronaux a I’age
adulte a été mise en évidence dans de nombreuses espéeces y compris chez 'Homme. De nombreuses
évidences montrent son implication dans la cognition, en particulier la mémorisation, et son association
avec certaines maladies, comme la dépression. Plusieurs facteurs peuvent influencer la neurogenése

adulte comme le stress, facteur délétere qui induit une élévation du taux de glucocorticoides.
0 Role de la sérotonine dans la neurogenése adulte

Différentes études démontrent I'implication de la sérotonine dans la neurogenése adulte. A I'image
de ses effets embryonnaires, I'inhibition de la recapture de la sérotonine augmente la prolifération des
précurseurs neuronaux dans I’hippocampe a I’age adulte (Gould 1999; Jacobs, van Praag, et Gage 2000;
Pechnick et al. 2011). Il est intéressant de noter que la diminution de la neurogenése induite par le stress
précipite les épisodes de dépression. Ainsi, les inhibiteurs de la recapture prescrits en premiére intention
pour le traitement de la dépression exerceraient leurs effets sur I'humeur en partie par une

augmentation de la neurogénese (Paizanis, Hamon, et Lanfumey 2007).
0 Role du récepteur 5-HTs dans la neurogenése adulte

Le role du récepteur 5-HTs n’a pas encore été étudié dans le contexte spécifique de la neurogeneése
adulte. Cependant, le réle du cil primaire a été mis en lumiére depuis quelques années dans |'intégration
des signaux menant a la prolifération des précurseurs neuronaux chez I’adulte (Whitfield et Chakravarthy
2009). Le récepteur 5-HTs est fortement exprimé dans le cil et plusieurs études ont démontré son
importance dans la régulation de la morphologie et la fonction du cil primaire (Hu, Wang, et Zhang 2017;
Brodsky et al. 2017; Guadiana et al. 2013; Lesiak et al. 2018). Le récepteur 5-HTe exprimé dans le cil
pourrait donc étre un acteur important de la neurogenése a I’'dge adulte. Des études sont requises pour

élucider ce point.
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Les neuroblastes issus des progéniteurs neuronaux dans la zone ventriculaire commencent leur
différentiation en migrant dans une couche spécifique. Cette étape est particulierement importante car
une erreur de positionnement peut avoir des répercussions graves sur la connectivité cérébrale. Ce type

d’anomalie a été impliqué dans différentes pathologies comme |’épilepsie.
0 Rale de la sérotonine dans la migration

La sérotonine apparait comme un acteur clef de la migration de nombreux types neuronaux. Son
implication dans la migration des neuroblastes a tout d’abord été mise en évidence par des approches
pharmacologiques sur tranches de cerveau. Plusieurs études ont démontré que l'application de
concentration élevées de sérotonine (a partir de 100 puM) réduit la vitesse de migration des
interneurones GABAergique et des neurones pyramidaux. Ce ralentissement induit des anomalies de
positionnement de certains neurones au sein des couches corticales (Riccio et al. 2009, 2011; Vitalis et
Parnavelas 2003). De méme, chez les souris SERT/" qui présentent un taux élevé de sérotonine
extracellulaire, on observe une distribution anormale des neurones pyramidaux dans les régions
superficielles de la plaque corticale (Frazer, Otomo, et Dayer 2015; Riccio et al. 2009, 2009; Vitalis,

Ansorge, et Dayer 2013; Dayer et al. 2015).

La reeline est un des acteurs qui pourrait expliquer les anomalies de la migration induites par
I’excés de sérotonine. La reeline est une glycoprotéine sécrétée par les cellules de Cajal-Retzus localisées
dans la zone marginale. Elle est exprimée sous forme de gradient dans le cortex en développement. Elle
est connue pour jouer un réle majeur dans le controle du positionnement des neuroblastes en migration,
I’établissement de la lamination correcte du cortex mais également dans la différenciation neuronale et
la plasticité a I'age adulte (Supér et al. 2000; Soriano et Del Rio 2005; Lakatosova et Ostatnikova 2012).
En particulier, la reeline est trés importante pour la formation des micro-colonnes, unités de base de la
circuiterie corticale. La réduction des niveaux de reeline au stade post-natal induit des malformations
graves de la circuiterie corticale et notamment des micro-colonnes (Mountcastle 2003; Sarnat et Flores-
Sarnat 2002). De nombreuses publications indiquent que la sécrétion de reeline est controlée par la
sérotonine notamment durant les phases tardives de 'embryogenése. En effet, les cellules de Cajal-

Retjus sont innervées par des fibres sérotoninergiques (Janusonis, Gluncic, et Rakic 2004). Ainsi, une
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hyperserotoninergie durant I'embryogenése induit une diminution du taux de reeline qui pourrait
expliquer les altérations de I'organisation corticale observées (Janusonis, Gluncic, et Rakic 2004).

Un défaut de sérotonine altére également la migration. En effet, un traitement au PCPA entre
E12 et E17 engendre des erreurs de positionnement de certains neurones corticaux (Vitalis et Parnavelas
2003; Vitalis et al. 2007). De plus, les souris tph2(/?) présentent une réduction de la densité de neurones
GABAergiques dans I'amygdale et le cortex préfrontal, laissant supposer un défaut de migration de ceux-
ci (Waider et al. 2013).

En faveur d’'un effet dose de la sérotonine, Hornung et al. ont démontré sur des explants
corticaux, que I'addition de faibles concentrations de sérotonine (5 uM) accélére la migration des
neurones au lieu de la ralentir, comme cela a été décrit pour des fortes concentration (Durig et Hornung

2000; Hornung 2003).

Ces données suggerent que la concentration en sérotonine extracellulaire est un facteur critique
de ses effets sur la migration neuronale. On peut également relever que les protocoles utilisés ont
conduit a une diminution ou une augmentation linéaire de la concentration extracellulaire de
sérotonine. Or les mécanismes contrdélant la direction et la vitesse de migration des neuroblastes
mettent souvent en jeux des gradients, continus ou par paliers, de concentrations de signaux
moléculaires. On ne peut pas exclure qu’au-dela de la modification de la concentration de sérotonine en
valeur absolue, ce sont des altérations des gradients de concentrations qui perturbent la migration des
neuroblastes. En effet, la sérotonine pourrait étre présente sous forme de gradient aux stades
embryonnaires permettant, selon sa concentration, d’accélérer ou de stopper la migration, avec des

effets différentiels selon le type neuronal concerné et le(s) récepteur(s) exprimé(s).

0 Role du récepteur 5-HTs dans la migration

Le récepteur 5-HTg pourrait participer a cette régulation précise de la migration. En effet, Riccio
et al. ont démontré en 2009 et 2011 par cytométrie de flux puis qRT-PCR que les interneurones
GABAergiques et les neurones pyramidaux expriment le récepteur 5-HTs pendant la migration. Ils ont
ensuite montré que I'application d’EMD 386088, un agoniste spécifique du récepteur 5-HTs, réduit la

vitesse de migration des neurones corticaux, un effet reproduit par I'élévation du taux de sérotonine. De
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plus, I"application de SB258585 (antagoniste sélectif du récepteur 5-HTe) réverse en grande partie les
effets de I'exces de sérotonine sur la migration neuronale. |l semblerait donc que la majeure partie des
effets déléteres de I'excés de sérotonine soit due a une activation non physiologique du récepteur 5-
HTe. Plus particuliéerement, c’est le couplage du récepteur a la voie Gs qui semble étre responsable, le
traitement avec un analogue non hydrolysable de 'AMPc (le rpCAMP) ou un inhibiteur de la PKA

reversant les effets de la sérotonine de la méme fagon que le SB258585.

Il est intéressant de souligner que I'application du SB258585 ne réverse que partiellement les
effets de la sérotonine. Cela pourrait bien sir s’expliquer par I'implication possible d’autres récepteurs.
Les auteurs n’ont cependant trouvé que le récepteur 5-HTs coexprimé avec le récepteur 5-HTe dans les
neurones en migration, et sa modulation pharmacologique n’a montré aucun effet. Au-dela de cette
premiere hypothese, la restauration partielle du phénotype par le SB258585 pourrait s’expliquer par
I'importance de I'activité constitutive du récepteur 5-HTs. En effet, le SB258585 n’est pas seulement un
antagoniste spécifique mais aussi un agoniste inverse du récepteur (Duhr et al. 2014). Le récepteur 5-
HTs est connu pour présenter une forte activité constitutive vis-a-vis de plusieurs de ses voies de
signalisation. Il est possible que I'application du SB258585 réverse les effets déléteres de I'exces de
sérotonine induits par la suractivation de la voie Gs (de par son action antagoniste), mais inhibe
également d’autres voies de signalisation constitutivement activées par le récepteur et importantes
pour la migration. Si cette hypothése est correcte, I'application d’'un antagoniste neutre devrait restaurer

entierement les effets de I’exces de sérotonine.

Corroborant cette hypothese, les travaux de Jacobshagen et al. (2014) indiquent que I'interaction
constitutive du récepteur avec la kinase Cdk5 et I’activation agoniste-indépendante de la voie Cdk5 par
le récepteur jouent un réle crucial dans la migration correcte des neurones corticaux. Les auteurs ont
montré que I'électroporation in utero d’un shRNA inhibant I'expression du récepteur 5-HTs a E14,5 induit
des anomalies de positionnement des neurones. La protéine Cdk5 et son activateur p35, régulateurs clef
de la migration neuronale, tous deux identifiés dans I'interactome du récepteur, sont potentiellement
impliqués dans ces effets. De fait, la surexpression de Cdk5 et de p35 restaure les altérations de
migration induites par I'extinction de I’expression du récepteur 5HTs. De plus, I'expression du récepteur

5-HTe est capable d’induire la phosphorylation de substrats de Cdk5 impliqués dans le contréle de Ia
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migration (la kinase d’adhésion focale et la doublecortine) selon un mécanisme indépendant de la
présence d’agoniste, démontrant une activation constitutive de la voie Cdk5 (figure 11). Ces effets sont
également indépendants de la voie Gs car I'expression d’un récepteur 5-HTs muté sur le site de liaison
de la protéine Gs (Gsdead) restaure un profil de migration normal chez les animaux ou I’expression du
récepteur 5-HTs endogene a été invalidé par électroporation in utero d’un shRNA (Jacobshagen et al.

2014).

Enfin, il est intéressant de noter que l'interactome du récepteur 5-HTs contient deux protéines
connues pour leur interaction fonctionnelle avec la reeline : Cdk5 et Fyn (Duhr et al. 2014). En effet, la
reeline en se liant aux récepteurs ApoER2 (apolipoprotein E receptor 2) et VLDLR (very low density
lipoprotein receptor) induit I'activation de la kinase Fyn qui va phosphoryler la protéine Dabl. Cette
étape est essentielle au bon déroulement de la migration neuronale. En effet, Dabl, une fois
phosphorylée par Fyn, recrute une large gamme de protéines et active de multiples cascades de
signalisation, qui conduisent a un remodelage du cytosquelette et un controle précis du positionnement
neuronal. Cdk5 intervient également dans la modulation de la signalisation de la reeline en
phosphorylant Dab1 sur un autre site, engendrant sa dégradation progressive (Katsuyama et Terashima
2009; Beffert et al. 2004; Ohshima et al. 2007; Ohshima et Mikoshiba 2002; Moon et al. 2015). Le lien
entre lareeline et le récepteur 5-HTsreste a établir, mais il pourrait constituer le maillon en aval de Cdk5

sous tendant I'implication du récepteur dans la migration neuronale.

L’ensemble de ces études suggere un rbéle majeur du récepteur 5-HTs dans les anomalies du

positionnement neuronal causées par un exces de sérotonine.
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Figure 11- La voie 5-HTs/Cdk5 contréle la migration des neurones pyramidaux

(A) Le complexe 5-HTe/ Cdk5 contrdle deux étapes distinctes du processus de migration des neurones pyramidaux
: le passage d'un état multipolaire a bipolaire et la phase de migration guidée par les cellules gliales (migration
radiaire). (B) Le complexe 5HTs/Cdk5 phosphoryle la kinase d'adhésion focale (FAK) et la doublecortine, protéine
associée aux microtubules (DCX). Plusieurs autres cibles en aval de Cdk5 controlent la dynamique du
cytosquelette et la migration neuronale, parmi lesquelles, la protéine de liaison lissencéphalie 1 (Lis 1) Ndell, le
« DIX domain containing 1 » (DIXDC1), la protéine inhibitrice Cdkp27kip1l et la neurabine. D’aprés Dayer et al,
2015, J. Chem Biol
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Une fois sa destination atteinte, le neuroblaste va poursuivre sa différenciation en émettant des
prolongements, ou neurites, qui donneront naissance aux dendrites et a l'axone. Le profil de
I’arborisation dendritique et son domaine de projection, de méme que I'extension de I’axone jusqu’a ses
cibles sont déterminants pour |I'assemblage précis des réseaux neuronaux. La pousse neuritique requiert
une régulation précise de la dynamique du cytosquelette et du trafic membranaire et met en jeu un

grand nombre d’acteurs.

O Role de la sérotonine dans la différenciation neuronale

Lauder et Krebs furent les premiers a suggérer que la sérotonine pourrait étre un signal clef de la
différenciation neuronale, sur la base des anomalies développementales induites par le traitement de

rattes gestantes au PCPA (Lauder, Wallace, et Krebs 1981; Lauder et Krebs 1978).

Suite a ces études pionniéres, de nombreuses équipes ont montré l'influence de la sérotonine
sur la pousse neuritique et la complexification de I'arborisation dendritique dans différentes espéces
(Vitalis, Ansorge, et Dayer 2013). Ses effets ont d’abord été étudiés sur les neurones du gastéropode
Helisoma trivolis en culture. Dans ce modeéle, la sérotonine appliquée sur le cone de croissance induit un
effondrement du cone et donc un effet inhibiteur sur la pousse neuritique (Goldberg, Mills, et Kater
1991). Cet effet de I'exces de sérotonine est également observé sur des cultures primaires de neurones
du raphé (Liu et Lauder 1991), de neurones corticaux (Sikich, Hickok, et Todd 1990) et de neurones de

mésencéphale (Menegola et al. 2004).

Cependant, d’autres auteurs ont montré une augmentation de la pousse et de la complexification
de l'arborisation dendritique des neurones thalamiques en culture suite a I'application de sérotonine
(entre 0,1 et 30 uM) (Lieske, Bennett-Clarke, et Rhoades 1999; Lotto et al. 1999; Persico, Di Pino, et Levitt
2006). De méme, dans certaines lignées cellulaires, telles que les PC12 (Severin et Kondratyev 1988) ou
les Neuro2A (Fricker et al. 2005), la sérotonine stimule la pousse neuritique démontrant encore une fois

des effets trophiques et morphogéniques (Trakhtenberg et Goldberg 2012). Cette hétérogénéité des

54



effets observés pourrait étre due a I'expression variable des différents récepteurs en fonction de
I'espece, du type neuronal étudié et du stade de la différentiation auquel la sérotonine est appliquée.
In vivo, la déplétion en sérotonine a des conséquences drastiques. Vitalis et al. ont montré que
I'injection quotidienne de PCPA entre les stades E12 et E17 altére la longueur des dendrites et la
complexité de I'arborisation des neurones pyramidaux des couches corticales Ill et V (Vitalis et al. 2007).
Durig et Hornung ont également démontré que la déplétion en sérotonine induit des altérations
permanentes de I'arborisation dendritique des neurones a calrétinine corticaux (Durig et Hornung 2000).
De méme, Riccio et al. ont montré que la déplétion en sérotonine altére la formation des circuits
corticaux et I'arborisation dendritique des neurones corticaux (Riccio et al. 2011, 2009). Dans ce sens,
les animaux dont la mére est nourrie avec un régime faible en tryptophane durant la période
embryonnaire présentent une diminution de l'arborisation dendritique et du nombre d’épines des
neurones pyramidaux du cortex et au niveau de I’aire CA1 de I’hippocampe (Gonzélez-Burgos et al. 1996;

Feria-Velasco, del Angel, et Gonzalez-Burgos 2002; Alves et al. 2002).
0 Role du récepteur 5-HTs dans la différenciation neuronale

Le role du récepteur 5-HTes dans la pousse neuritique a tout d’abord été démontré par notre
équipe dans une lignée cellulaire de neuroblastomes, les cellules NG 108-15 (Duhr et al. 2014). Ces
cellules sont couramment utilisées pour étudier la différenciation neuronale. En effet, elles peuvent
engager un processus de différenciation semblable a celui observé dans les neuroblastes, suite a

I’application dans le milieu de culture d’un cocktail de dexaméthasone et dibutiryl CAMP (dbcAMP).

La surexpression du récepteur 5-HTe dans ces cellules induit l'initiation d’un processus de
différenciation neuronale. Des 24h aprés la transfection du récepteur, les cellules commencent a
émettre des neurites de facon tres similaire a ce qui est observé au stade 2 de la différenciation des
neurones en culture évoquée plus haut. Ces changements morphologiques s’accompagnent d’autres
caractéristiques de la différenciation comme I'expression a la membrane des cellules de canaux calciques
voltage-dépendants, a I'image des cellules traitées par la dexaméthasone et le dbcAMP. L’expression
d’un récepteur « 5-HTs Gsdead » induit la différentiation des cellules N G108-15 aussi efficacement que
le récepteur sauvage. De plus, I'application d’un agoniste du récepteur ou de rapamycine (inhibiteur de

mTOR) n"ont aucun impact sur la pousse neuritique induite par I'expression du récepteur. Ce phénomene
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semble donc agoniste-indépendant et ne nécessite pas I'engagement des voies Gs et mTOR. En
revanche, le traitement par un agoniste inverse ou par la roscovitine (inhibiteur de Cdk5) prévient
totalement la différentiation des cellules NG 108-15 a 24h, suggérant que I'activation constitutive de
Cdk5 par le récepteur est responsable des effets observés. Notre équipe a ensuite pu mettre en évidence
que l'interaction du récepteur avec Cdk5 induit sa phosphorylation au niveau de la sérine 350 localisé
dans le domaine C-terminal. La mutation de ce résidu en alanine (5-HTeS*°°A), prévenant la
phosphorylation du récepteur par Cdk5, a pour effet d’inhiber I'initiation de la pousse neuritique a 24h.
Le méme effet est observé suite a la surexpression d’un dominant négatif de Cdk5 (dépourvu d’activité
kinase), supportant un réle crucial de la phosphorylation du récepteur 5-HTs sur la sérine3>°. De plus,

notre équipe a démontré que cette phosphorylation déclenche I'activation de Cdc42, modulateur clef
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Initiation de la pousse neuritique

5-HT,R

Figure 12- L'interaction de Cdk5 avec le récepteur 5-HTs promeut l’initiation de la pousse neuritique
L'expression du récepteur 5-HTginduit I'initiation de la pousse neuritique 24h apres la transfection chez les NG 108-15 d’une

part, et, d’autre part augmente la longueur des neurites a 1DIV (Days In Vitro) dans les cultures primaires de neurones. Ce
processus est constitutif, agoniste indépendant, et inhibé par un agoniste inverse du récepteur, le SB258585. De plus, il
nécessite une phosphorylation du récepteur a la sérine 350 par Cdk5 qui permet le recrutement de Cdc42. Redessiné a partir
de Duhr et al, Nat Chem Biol 2014.

du cytosquelette d’actine et médiateur de l'initiation de la pousse neuritique induite par le récepteur 5-
HTs. De méme, I'application d’un agoniste inverse du récepteur ou la surexpression du mutant 5-HTg>3°04
altére significativement la pousse neuritique sur des modeles ex vivo tels que les neurones en culture et
les explants neuronaux. Enfin, linvalidation de I'expression du récepteur dans les neurones
d’hippocampe et de striatum, en culture primaire, par interférence de I’ARN réduit significativement la

longueur des neurites, mesurée 1 jour apres I'ensemencement (DIV1) (figure 12).

L’'ensemble de ces études a donc mis en évidence un réle important du récepteur 5-HTs dans

I'initiation de la différentiation neuronale. L'implication du récepteur dans les étapes suivantes de la
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différenciation neuronale, telles que |’extension des neurites, la spécification axonale ou Ia

complexification de I'arborisation dendritique reste a déterminer.

Les épines dendritiques accueillent la majorité des synapses excitatrices. Si leur naissance débute
durant la période embryonnaire, leur remodelage continue tout au long de la vie. En effet, les épines
sont des structures dynamiques qui se créent ou régressent en fonction des stimuli qu’elles recoivent.
Elles sous-tendent les processus d’apprentissage et de mémorisation en modulant I'efficacité de la
neurotransmission et de la connectivité neuronale. A ce titre, les épines dendritiques sont des acteurs
majeurs de la plasticité synaptique. On les retrouve altérées dans de nombreuses pathologies du
systeme nerveux central comme par exemple la schizophrénie, la dépression ou les troubles du spectre

de I'autisme (TSA) (Glausier et Lewis 2013; Phillips et Pozzo-Miller 2015; Qiao et al. 2016).
0 Role de la sérotonine dans la morphogeneése des épines dendritiques

L'implication de la sérotonine dans la morphogenése des épines dendritiques dépend, au moins en
partie, du récepteur 5-HT7. Speranza et al. ont montré que I'application d’un agoniste spécifique du
récepteur 5-HT7 sur des cultures primaires de neurones corticaux et striataux augmente le nombre
d’épines alors que son inhibition pharmacologique ou génétique le diminue. Ces auteurs ont démontré
que ces effets impliquaient les protéines Cdk5 et Cdc42 (Speranza et al. 2017). De plus, dans une étude
plus récente, la méme équipe a démontré que la stimulation du récepteur 5-HT7 induit une activation de
la MMP9, une métalloprotéase déclenchant le remodelage des épines dendritiques, I'élagage synaptique
et une altération de la potentialisation a long terme (Bijata et al. 2017). On peut noter que la MMP9 est
un acteur crucial de la plasticité synaptique (Stawarski, Stefaniuk, et Wlodarczyk 2014). Ainsi, il se peut
que la stimulation du récepteur 5-HT7 par la sérotonine soit impliquée dans la flexibilité cognitive et

I'oubli.

En parallele, différentes études ont été consacrées aux effets des inhibiteurs de la recapture de la
sérotonine sur les épines dendritiques. Chez les rats adultes traités a la fluoxétine (un inhibiteur sélectif
de la recapture de la sérotonine) durant la premiére semaine postnatale, une densification de

I’arborisation dendritique est retrouvé mais un appauvrissement de la densité des épines dans le cortex
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préfrontal, 'amygdale basolatérale et I'aire CA1 de I'hippocampe est observé (Ko et al. 2014; Zheng et
al. 2011). Cependant, I'application aigue de fluoxétine sur des neurones en culture n’induit pas ou peu
de modifications de la densité des épines dendritiques, suggérant un role de la chronicité du traitement

dans les effets observé in vivo (Waller, Chen, et Sanchez 2016).

Par ailleurs, une augmentation du nombre d’épines et de contacts synaptiques a été mise en
évidence suite a la stimulation par la vortioxétine dans les neurones en culture. Le méme résultat est
observé in vivo dans I'aire CA1 de I’hippocampe chez des rats traités durant une semaine (F. Chen et al.
2016; Waller, Chen, et Sdnchez 2016). La vortioxétine est une molécule récemment développée pour le
traitement des troubles dépressifs. Elle module la transmission sérotoninergique en exercant une action
tres large sur différents récepteurs (antagoniste des récepteurs 5-HTs, 5-HT7, et 5-HT1p; agoniste partiel
des récepteurs 5-HT1g; agoniste des récepteurs 5-HT1a) et le transporteur SERT (inhibition du transport).
Ses effets promoteurs de la morphogénese des épines dendritiques sont d’autant plus intéressants a la
lumiere des études précédemment citées sur le récepteur 5-HT7. En effet, puisque la vortioxétine ne

stimule pas ce dernier, son action implique nécessairement un autre récepteur de la sérotonine.

Ces données indiquent que la sérotonine régule la morphogénése des épines dendritiques et la
plasticité neuronale. Des études restent a réaliser afin de d’identifier les récepteurs impliqués les effets

de la fluoxétine et de la vortioxétine sur la morphogenése des épines dendritiques.
0 Role du récepteur 5-HTs dans la morphogénése des épines dendritiques

Dans ce contexte, le récepteur 5-HTe doit étre pris en considération du fait de la présence parmi ses
partenaires identifiés par protéomique, plusieurs protéines connues pour leur implication dans la

morphogenése des épines, comme WAVE1, ARP2/3, mTOR et, a 'image du récepteur 5-HT7, Cdk5.

. GPRIN1 un partenaire prometteur du récepteur 5-HTj,

A ce jour, les effets développementaux du récepteur 5-HTs ont été principalement associés a son
interaction avec Cdk5 ou la protéine Gs. Cependant, d’autres protéines dont I'implication dans le
développement neural a déja été mis en évidence, figurent dans l'interactome du récepteur 5-HTs.

L’étude de I'interaction fonctionnelle avec ces autres partenaires constitue une approche qui promet de
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mettre en lumiére d’autres roles du récepteur 5-HTs dans le neurodéveloppement. Parmi ces

partenaires, GPRIN1 (G Protein inducer of neurite outgrowth 1) apparait particulierement prometteur.

En effet, GPRIN1 a été mis en évidence dans une étude précédente de « GST pull-down » utilisant

I’extrémité C-terminale du récepteur 5-HTs comme appat. (Duhr et al. 2014).

Cette protéine de 827 acides aminés a initialement été découverte lors du crible d’'une banque
de cDNA, ayant pour but d’identifier de nouveaux partenaires des sous-unités Ga, en utilisant la protéine
Gaz liée au GTPYS comme appat (L. T. Chen, Gilman, et Kozasa 1999; lida et Kozasa 2004). La séquence
protéique de GPRIN1 ne posséde aucune homologie avec des domaines ou motifs connus, rendant
I’étude de sa fonction difficile. Deux autres variants ont été identifiés, GPRIN2 et GPRIN3, dont les roles
ont été peu étudiés. Ces variants présentent 48% d’homologie de séquence au niveau de leur région C-
terminale. GPRIN1 est I'isoforme la plus longue et la GPRIN2 la plus courte. Si peu d’études ont a ce jour
été consacrées a GPRIN1, les résultats obtenus suggérent un réle majeur de cette protéine dans le

développement neuronal.

Tout d’abord, GPRIN1 est retrouvée spécifiquement dans le systéme nerveux central au niveau
de la membrane des axones et dendrites. Elle n’est pas détectée dans les cellules gliales. Plus
spécifiquement, I'expression de GPRIN1 est dynamique et varie au cours du temps (Masuho et al. 2008) :
elle apparait a E9,5 dans le domaine ventral de la moelle épiniére puis se répartit progressivement en
dorsolatéral, et on la retrouve finalement de fagon quasi ubiquitaire dans le manteau embryonnaire
(figure 13).

E11,5 E12,5 E14,5
Figure 13- Expression de GPRIN1 durant le développement.
LAg O To—R-CF Coupes transversales d’embryons de souris mettant en évidence
ey | I’expression des transcrits de la protéine GPRIN1 dans I’encéphale,
par hybridation in situ a différents jours du développement
embryonnaire. La représentation schématique figurant au-dessus
des photos décrit les niveaux de coupe. L’expression de GPRIN1 est
tres forte durant le développement embryonnaire. On la trouve
enrichie dans le télencéphale, le diencéphale et les bulbes olfactifs
de fagon similaire au profil d’expression du récepteur 5-HTs. Te =
télencéphale ; Di = diencéphale ; Rh = rombencéphale ; DRG =
Ganglion Rachidien Dorsal ; OB = bulbes oflactifs ; SCG = ganglion
sympathique ; SpC = Moelle épiniére ; les chiffres romains | a XI
représentent les ganglions des nerfs craniens correspondants.
Echelle = 1mm. D’aprés Masuho et al, Dev Dyn 2008.
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Durant I'embryogénése, son expression augmente pour atteindre un pic a E16,5 et décroit apres
la naissance. A I'dge adulte, la localisation de GPRIN1 est restreinte a des zones bien précises incluant
I"hippocampe, le striatum ventral et certaines régions corticales (Masuho et al. 2008). La dynamique de
son expression est corrélée aux étapes de migration et de maturation neuronale. Des expériences
d’immunohistochimie montrent un enrichissement dans le céne de croissance et dans les neurones en

cours de différenciation (lida et Kozasa 2004).

Des études fonctionnelles se sont focalisées sur le role de I'interaction de GPRIN1 avec les
protéines Gai. En effet, une interaction préférentielle avec les formes activées des sous unités a de la
famille Gi dont Gia, Goa, Gza a été mise en évidence. Si I'expression de GPRIN1 seule dans les cellules
Neuro2A n’a pas de conséquence spécifique, sa co-expression avec une sous-unités Gai/o activée
(mutants constitutivement actif GaoQ?%L) induit I'initiation de la pousse neuritique. En revanche, aucun
effet morphologique de GPRIN1 n’a jusqu’a présent été observé en présence des sous-unités Gas ou
Gag activées. La délétion du domaine d’interaction de GPRIN1 avec les protéines Ga (GPRIN1 A717-827)
lui confére la capacité d’induire la pousse neuritique de fagon constitutive méme lorsque ce mutant est
exprimé seul. Ces résidus semblent donc cruciaux pour I'activité de GPRIN1 dépendant des protéines G
activées.

Par ailleurs, la localisation de GPRIN1 a la membrane ne semble pas requise puisque la mutation des
domaines d’adressage a la membrane ne change ni son interaction avec les protéines Ga activées ni leur
effet synergique sur la pousse neuritique. En revanche, différentes études indiquent un réle important
des petites GTPases Racl et Cdc42. Leur inhibition par I'expression d’un mutant un dominant négatif
abolit les effets de la co-expression de GPRIN1 et de GaoQ?%L sur la pousse neuritique (Nakata et Kozasa

2005).

Outre son interaction avec les protéines Gai/o, d’autres partenaires de GPRIN1 ont été identifiés,
incluant Cdk5, le récepteur Mu des opioides, le récepteur nicotinique a7 de I'acétylcholine, le facteur de
transcription E2F4, le facteur de croissance NEII2 et la protéine Sprouty2 (Hwangpo et al. 2012;

Contreras-Vallejos et al. 2014; Nordman et Kabbani 2012). Ces partenaires sont tous connus pour leur
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role dans la différenciation neuronale et constituent autant d’arguments en faveur du réle de GPRIN1

dans la régulation du développement neuronal.

Une interaction de GPRIN1 avec le récepteur Mu des opioides a été identifiée par une approche
de spectrométrie de masse. Les domaines du récepteur impliqués dans I'interaction avec GPRIN1 ont
ensuite été étudiés : En plus de son interaction avec la sous-unité Gai, GPRIN1 peut interagir avec la 3¢™¢
boucle intracellulaire et I'extrémité C-terminale du récepteur Mu (Ge et al. 2009). Les auteurs ont
également démontré que GPRIN1 joue un rdle majeur dans I'ancrage du récepteur Mu au niveau des
radeaux lipidiques et amplifie de ce fait I'activation de la voie Src par le récepteur. De plus, GPRIN1
augmente la pousse neuritique induite par la stimulation du récepteur Mu par |'étorpine, un effet

nécessitant I'intégrité des radeaux lipidiques (Ge et al. 2009).

De la méme fagon, GPRIN1 a été identifiée dans I'interactome du récepteur nicotinique a7 de
I’acétylcholine, un autre récepteur connu pour son implication dans le développement des synapses et
la pousse neuritique (Nordman et al. 2014; Nordman et Kabbani 2012). Ainsi, dans les cultures de
neurones de cortex et d’hippocampe, la régulation de la pousse neuritique par le récepteur nicotinique
a7 de I'acétylcholine dépend en partie de la présence de GPRIN1 (Nordman et Kabbani 2012; Nordman
et al. 2014).

Enfin, il est particulierement intéressant de souligner que GPRIN1 est un partenaire et un substrat
de Cdk5. En effet, GPRIN1 peut étre phosphorylée par CDK5 sur deux sites : la sérine 369 et la sérine 691
(Contreras-Vallejos et al. 2014). Si le réle de I'interaction et de la phosphorylation de GPRIN1 par Cdk5
n’a pas encore été élucidé, il constitue une piste prometteuse dans la compréhension de ses fonctions

neurodéveloppementales.

La protéine GPRIN1 a donc un pattern d’expression spatio-temporel proche de celui du récepteur 5-HTs,
interagit avec Cdk5, et est impliquée dans la pousse neuritique.
Dans ce contexte, I'interaction entre la protéine GPRIN1 est le récepteur 5-HTs est particulierement

intéressante a étudier pour découvrir de nouvelles fonctions neurodéveloppementales du récepteur.
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IV. Le récepteur bHT, : roéle dans la pathogénése des maladies

psychiatriques d’origine neurodéveloppementale

Comme nous avons pu le mettre en évidence lors de ce chapitre, I’'homéostasie et I'équilibre de la
signalisation sérotoninergique est critique pour le déroulement adapté des phases clefs du

développement du systéme nerveux.

Les perturbations neurodéveloppementales, affectant la maturation des circuits corticaux, sont des
facteurs qui prédisposent et parfois méme participent au déclenchement des troubles
neuropsychiatriques. La schizophrénie, par exemple, est une pathologie psychiatrique dont I'origine
neurodéveloppementale est maintenant communément admise (Seidman et Mirsky 2017). En effet, si
elle est généralement diagnostiquée chez le jeune adulte, des signes prodromaux, comme I’émergence
de troubles cognitifs, peuvent apparaitre en amont laissant supposer la présence d’anomalies du
développement cérébral précoce. L’hypothése neurodéveloppementale de la schizophrénie est aussi
supportée par I'observation d’anomalies de la morphologie et du positionnement neuronal ainsi que de
la connectivité corticale. En association avec ces observations, un grand nombre de genes prédisposant
a la maladie sont impliqués dans la prolifération neuronale, la migration, le branching et la
morphogénéese des épines dendritiques (Millan et al. 2016). Le méme type d’observations sont faites
pour les troubles du spectre de I'autisme (TSA), une autre catégorie de pathologies psychiatriques

neurodéveloppementales qui partagent, avec la schizophrénie, certains des symptomes négatifs.

Comme précédemment discuté, le récepteur 5-HTs controle finement des processus
neurodéveloppementaux retrouvés perturbés dans de nombreuses pathologies psychiatriques. Certains
de ses partenaires sont d’ailleurs connus pour leur implication dans I'’émergence de troubles mentaux
grave. La mutation de NF1, comme évoqué plus haut est associée a la neurofibromatose de type 1. Outre
les symptdmes somatiques tels que les « taches café au lait », et les neurofibromes, on retrouve des
troubles cognitifs chez 50 a 70% des patients. Dans plus de 50% des cas un trouble du spectre de
I'autisme est également diagnostiqué (Garg et al. 2013). La mutation d’un grand nombre de protéines

associées au complexe mTORC1 induit des formes d’autisme syndromiques. La mutation de TSC1 par
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exemple, inhibiteur de mTORC]1, induit la sclérose tubéreuse de Bourneville. Il s’agit la encore d’une
maladie neurodéveloppementale comportant des manifestations somatiques (cutanées, cardiaques,
cérébrales et rénales) associées avec des troubles du comportement incluant des syndromes autistiques
caractéristiques ou partiels (Reich et al. 1997). De la méme fagon, des mutations hétérozygotes du géne
PTEN, une protéine régulatrice en amont de mTOR, ont par exemple été trouvées chez 20% des patients
avec un TSA présentant une macrocéphalie importante (Butler et al. 2005). Le syndrome du X fragile,
cause majeure de retard mental et TSA, est lié a la perte de fonction de la protéine FMRP (Fragile-X
Mental Retardation Protein) régulant la transcription de nombreux génes dont PTEN, TSC2 et NF1. Chez
les souris génétiquement déplétées pour la protéine FMR1 (FMR1 /) modeéle de cette maladie, on
retrouve également une suractivation de la voie mTOR (Sharma et al. 2010). D’autres formes d’autisme
syndromiques ont été associés a des modulations de l'activité de mTOR, comme les syndromes
d’Angelman ou de Rett (Magdalon et al. 2017). Par ailleurs, des polymorphismes atteignant le réseau de
protéines de mTOR sont retrouvés dans des formes non syndromiques de TSA. Dans leur ensemble, ces
observations désignent la dérégulation de la voie mMTORC1 comme un mécanisme convergent dans
I'étiologie des TSA. Dans ce contexte, le récepteur 5-HTs, en tant que régulateur clef de I'activité de
mTORC]1, constitue une cible potentiellement impliquée dans la génése des TSA.

Par ailleurs, des polymorphismes directement sur le géne du récepteur 5-HTs ont été mis en
évidence dont le plus répandu est la substitution 267C >T. Si la littérature est assez hétérogéne sur le
sujet, une association entre les polymorphismes du récepteur 5-HTe et certaines pathologies
psychiatriques ressort nettement. Etant donné I’affinité des drogues antipsychotiques pour le récepteur
5-HTe, de nombreuses études se sont intéressées a l'association de ses polymorphismes avec la
schizophrénie. Globalement, les résultats sont assez controversés et semblent dépendre du type de
population (Shinkai et al. 1999; Masellis et al. 2001; Ohmori et al. 2001; Zhang et al. 2003; Kishi et al.
2012).Cependant, certaines études désignent le récepteur 5-HTs comme un facteur de prédisposition au
développement de la schizophrénie. En 1999, Tsai et almontrent une association positive entre I'alléle
267T et la schizophrénie sur une cohorte de 183 patients (S. J. Tsai et al. 1999). Une autre étude sur des
patients souffrant d’une psychose induite par la méthamphétamine, dont les symptomes sont similaires
a ceux de la schizophrénie de type paranoide, trouve également une association significative avec

certains polymorphismes du récepteur 5-HTg (Kishi et al. 2011). Argumentant en faveur d’un lien entre
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le récepteur 5-HTs et la psychose, Lane et al. 2004 trouvent que le polymorphisme 267C/T influence la
réponse aux antipsychotiques chez des patients schizophrenes (Lane et al. 2004)

On trouve globalement peu d’associations entre les polymorphismes du récepteur et les troubles
de I’"humeur. Une étude montre cependant une surreprésentation de I'allele 267C dans une population
de patients souffrant de bipolarité, un trouble de I’humeur qui présente des symptémes communs avec
la schizophrénie, durant les phases de manies (Vogt et al. 2000).

Enfin, une seule étude s’est penchée sur la présence de polymorphismes du récepteur 5-HTs dans
les troubles du spectre de I'autisme. De facon intéressante, cette étude met en avant I’association entre
deux polymorphismes du récepteur avec les déficits cognitifs dans les TSA (Hervas et al. 2014).

Collectivement, ces études pointent une association entre deux grandes familles de pathologies
psychiatriques d’origine neurodéveloppementales : les troubles du spectre de la schizophrénie et de

I"autisme.

On peut cependant noter que si 'émergence des symptdmes observés en corrélation avec les
polymorphismes identifiés du récepteur peuvent étre liés a des altérations au cours de développement,
il est possible qu’ils soient également le reflet d’'un r6le du récepteur dans le comportement et la

cognition a I'age adulte.
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Chapitre lll : Le récepteur b-HT; de la
sérotonine : roles physiologiques et

cible thérapeutique

L’enrichissement du récepteur dans le systéme limbique a rapidement soulevé la question de son
implication dans le comportement. Dans les années 1990, I'émergence d’outils pharmacologiques

spécifiques a permis d’étudier ses fonctions dans différents paradigmes comportementaux.

|. Le récepteur 5-HT, dans le comportement normal et

pathologique

Le récepteur 5-HTs est particulierement exprimé dans des régions connues pour leur implication
dans la mémorisation et I'apprentissage (cortex préfrontal, hippocampe), suggérant une implication
dans les processus cognitifs.

La premiére étude a avoir mis en évidence I'implication du récepteur 5-HTes dans la cognition est
celle de Woolley et al. (Woolley et al. 2001). Les auteurs ont injecté en intra-cerebro-ventriculaire (ICV)
un oligonucléotide antisens afin d’inhiber I'expression du récepteur 5-HTs, puis ils ont testé ses effets
sur la mémoire dans le labyrinthe de Morris. Ils ont ainsi démontré que l'invalidation génétique du
récepteur induit une augmentation de la rétention, traduisant un effet bénéfique sur la mémoire a long
terme. Cet effet est reproduit la méme année par Rogers et al. avec deux antagonistes, le SB271046 et
le SB357134, dans le méme paradigme (Rogers et Hagan 2001).

Depuis ces publications princeps, les effets de la modulation pharmacologique du récepteur sur
la cognition a fait I'objet de nombreuses études. Les antagonistes du récepteur en particulier montrent
des effets pro-cognitifs clairs dans différents paradigmes expérimentaux de mémoire. lls augmentent le

temps de rétention dans des paradigmes d’oubli naturel, ils améliorent les performances dans le test de
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la reconnaissance du nouvel objet et semblent également améliorer la mémoire de travail (King,
Marsden, et Fone 2008).

En plus de ces études pharmacologiques, Huerta et al. ont apporté des arguments en faveur d’un
réle physiologique important du récepteur dans la mémorisation. En effet, ces auteurs ont montré que
I’expression du récepteur 5-HTe diminue lors d’une tache d’apprentissage associatif dans le cortex
préfrontal, le striatum et I'hippocampe, et cette diminution est corrélée aux progrés des animaux
(Huerta-Rivas et al. 2010). Dans le méme sens, I’équipe de John Neumaier a observé que la surexpression
du récepteur 5-HTs dans le striatum (par une approche virale) altere I'apprentissage associatif dans une
tache de conditionnement opérant (Mitchell, Sexton, et Neumaier 2007)(Mitchell, Sexton, et Neumaier
2007).

On retrouve des effets des antagonistes dans d’autres domaines de la cognition. Molher et al. ont
par exemple démontré que le PRX-07034, un autre antagoniste du récepteur, augmente I’alternance
spontanée et diminue les persévérances dans un labyrinthe en croix, reflétant un effet potentiel sur
Iinflexibilité cognitive (Mohler et al. 2012). De méme, d’autres auteurs ont analysé les conséquences sur
les capacités attentionnelles de I'administration subchronique du SB399885-T et du SB271046, deux
antagonistes du récepteur 5-HTs: les animaux traités mettent moins de temps a réapprendre les
nouveaux criteres lorsque les paramétres de la tache changent, ce qui semble indiquer encore une fois

une meilleure flexibilité cognitive (Hatcher et al. 2005).

0 La maladie d’Alzheimer

Le déclin cognitif constitue la premiére manifestation symptomatique de plusieurs pathologies
neurodégénératives. Parmi celles-ci, la maladie d’Alzheimer (MA) est la cause de démence la plus
commune chez les personnes agées. Cette maladie est notamment caractérisée par un déficit de Ia
transmission cholinergique centrale causé par la dégénérescence des noyaux du cerveau antérieur basal.
Cette dégénérescence de l'innervation cholinergique est responsable en grande partie des symptomes
cognitifs. Ainsi, a I’heure actuelle, les stratégies thérapeutiques tentent de pallier au manque
d’acétylcholine par I'administration d’inhibiteurs de I’acétylcholinestérase (AchEs) (tacrine, donepezil,
rivastigmine, galantamine). Dans les stades plus avancés de la maladie, la mémantine (antagoniste des

récepteurs NMDA) est également prescrite pour contrer I'excitotoxicité neuronale résultant du
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dysfonctionnement du systeme glutamatergique. Ces traitements sont uniguement symptomatiques.
Dans certains cas, ils ralentissent le déclin cognitif sans pour autant contrer clairement la progression de
la maladie.

Les antagonistes du récepteur 5-HTe, du fait de leurs effets bénéfiques sur les processus mnésiques,
se sont révélés étre des cibles thérapeutiques potentielles pour lutter contre les troubles de la mémoire
associés au vieillissement et a certaines pathologies neurodégénératives comme la maladie d’Alzheimer.

Plusieurs modeéles murins de la MA ont été développés comme I'administration de scopolamine,
un inhibiteur des récepteurs muscariniques par exemple qui repose sur la théorie cholinergique. Ce
modele pharmacologique est tres utilisé pour étudier les symptomes cognitifs (Gilles et Ertlé 2000). Dans
ce modele, les antagonistes du récepteur 5-HTe préviennent les déficits cognitifs. Cet effet est trés
robuste et a été observé dans de nombreux tests tels que le labyrinthe de Morris ou la reconnaissance
du nouvel objet (de Bruin et al. 2016; Da Silva Costa-Aze et al. 2012; Mitchell et Neumaier 2008).
Quelques études ont également exploré les effets sur des modeéles de primates non humains agés tels
que le singe rhésus ou le marmoset. Dans ces modeéles, les antagonistes du récepteur 5-HTs améliorent
la cognition et la discrimination visuo-spatiale. Une autre perspective intéressante du développement
des antagonistes du récepteur 5-HTs est la découverte de leurs effets synergiques avec les inhibiteurs de
I’AchE (Wieckowska et al. 2016). Enfin, une étude récente suggere que le récepteur 5-HTg joue un réle
essentiel dans le développement de la maladie d’Alzheimer en régulant la morphologie et la fonction

des cils primaires neuronaux (Hu, Wang, et Zhang 2017).

0 Laschizophrénie
La schizophrénie est une maladie psychiatrique qui apparait chez le jeune adulte. Parmi les
différents symptomes qui la caractérisent figurent les troubles cognitifs, insuffisamment pris en charge
par les thérapies médicamenteuses existant a I'heure actuelle. Etant donné Iaffinité des
antipsychotiques pour le récepteur 5-HTs, celui-ci a également été étudié dans le contexte de la
schizophrénie.
De nombreux modeéles ont été proposés pour étudier la schizophrénie chez le rongeur. La plupart
d’entre eux modélisent les symptdmes négatifs, comme le retrait social et la dépression, ainsi que les

troubles cognitifs. Parmi les modéles pharmacologiques proposés, I'injection de MK-801 (antagoniste
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des récepteurs NMDA) permet en particulier d’étudier les déficits cognitifs associés a I'état de psychose
aigue. Dans ce modele, les antagonistes du récepteur 5-HTs se sont montrés efficaces pour restaurer les
déficits mnésiques dans différents tests comme celui de la reconnaissance du nouvel objet (Gravius et
al. 2011). Les auteurs ont également testé les effets sur le déficit du réflexe d’inhibition conditionné, un
symptdéme particulierement observé dans la schizophrénie. Chez des sujets contrdles, un stimulus
sonore crée un réflexe de sursaut : celui-ci est inhibé si le bruit a été annoncé au préalable par un «
prepulse » alors que, chez des sujets schizophrénes, le prepulse n’inhibe pas le réflexe de sursaut. Ce
déficit du filtrage sensori-moteur peut étre facilement modélisé chez le rongeur, on I'observe
notamment dans le modéle MK-801. Les antagonistes du récepteur 5-HTe corrigent le déficit de «
prepulse inhibition » observé dans ce modeéle, témoignant d’un effet sur un symptdéme caractéristique
de la schizophrénie (Gravius et al. 2011).

Les antagonistes du récepteur 5-HTs ont également été étudiés dans d’autres modeles validés de
schizophrénie, comme les rats élevés en isolement qui présentent des altérations cognitives et
neurochimiques qui se rapprochent de celles qui sont observées dans la pathologie chez 'Homme
(Jones, Watson, et Fone 2011). Dans ce modeéle, le PRX-07034, un autre antagoniste du récepteur,
normalise I’hyperactivité et corrige les déficits de mémorisation dans le test de reconnaissance du nouvel
objet (King, Marsden, et Fone 2008; Fone et Porkess 2008; Marsden, King, et Fone 2011). D’autres études
ont testé les effets de la modulation du récepteur 5-HTs dans le modéle d’administration subchronique
de phencyclidine (PCP), antagoniste des récepteurs NMDA. Il s’agit d’une molécule psychotrope
hallucinogene qui, comme le MK-801, induit des déficits cognitifs similaires a ceux observés dans la
schizophrénie. De nombreuses études démontrent que I'administration d’antagonistes du récepteur
améliore un large panel de troubles cognitifs observés dans ce modéle, comme les performances
attentionnelles, la mémoire a long terme et la flexibilité cognitive (Hatcher et al. 2005; Arnt et al. 2010;
de Bruin et al. 2013; Idris et al. 2010). Les antagonistes du récepteur améliorent également la cognition
sociale dans deux modeles de schizophrénie. En effet, notre équipe a pu mettre en évidence dans des
modeles neurodéveloppementaux de schizophrénie chez le rat, l'injection néonatale de PCP et
I'isolement sociale, que les antagonistes du récepteur corrigent les troubles de la reconnaissance sociale
de la méme fagon que la rapamycine. Ces effets procognitifs semblent étre associés a une diminution de

I’activité de mTOR (figure 14). En plus d’offrir une nouvelle piste thérapeutique pour le traitement des
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troubles cognitifs dans la schizophrénie, ces données suggérent que le recrutement de mTOR par les
récepteurs 5-HTs, au niveau du cortex préfrontal, pourrait contribuer aux troubles cognitifs observés
dans la maladie.

Enfin, les antagonistes du récepteur semblent avoir un effet synergique sur les troubles cognitifs
avec certains antipsychotiques. Le SB271046, par exemple, potentialise les effets de la clozapine et de la

rispéridone pour réduire les déficits de « prépulse inhibition » (Fijat, Popik, et Nikiforuk 2014).
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Figure 14- 'inhibition pharmacologique du récepteur 5-HT; corrige les déficits cognitifs dans des modéles
développementaux de schizophrénie.

Le récepteur 5-HTg interagit avec les protéines du complexe mTORC1 sensible a la rapamycine. Cette interaction,
associée a la voie canonique PI3K / Akt / Rheb, contribue a la signalisation mTOR induite par le récepteur 5-HTg, qui sous-
tend les déficits cognitifs observés dans deux modeles de schizophrénie, celui du traitement néonatal a la phencyclidine
et celui de I'isolement social post-sevrage. Redessiné a partir de Meffre et al 2012.
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D’autres études seront nécessaires pour comprendre plus précisément le réle du récepteur 5-HTs
dans la physiopathologie de la schizophrénie, mais son intérét comme cible thérapeutique dans Ila

maladie est indéniable et certains de ses antagonistes sont actuellement développés en clinique.

La forte densité des récepteurs 5-HTs dans le striatum a soulevé la question de son implication
dans les processus de récompense et les comportements dépendants du striatum au sens large. Ces
aspects ont été essentiellement étudiés par I'’équipe du John Neumaier a Washington.

Les premieres évidences des fonctions du récepteur exprimé dans le striatum proviennent d’une
étude de 2007 ou les auteurs ont surexprimé le récepteur 5-HTe spécifiquement dans le Striatum Dorso-
Médian (SDM) via une approche virale. Dans la tache de conditionnement opérant testée, les animaux
apprennent a presser un levier pour obtenir une pastille de sucre a I'apparition d’un signal lumineux. Les
animaux contrdles, comme attendu, pressent de plus en plus le levier au fur et a mesure des sessions de
conditionnement alors que les animaux, qui surexpriment le récepteur 5-HTs dans le striatum dorso-
médian, n’améliorent par leurs performances au cours du temps. La consommation de nourriture
palatable et les capacités locomotrices sont par ailleurs non affectées par I’expression virale du récepteur
comme les performances dans le labyrinthe de Morris. Ces données semblent indiquer un effet délétere
de la surexpression du récepteur dans I’apprentissage associatif (Mitchell, Sexton, et Neumaier 2007).

Dans une autre étude, I'équipe s’est focalisée sur le réle du récepteur 5-HTs dans la réponse
comportementale a la cocaine (Ferguson, Mitchell, et Neumaier 2008). La cocaine est connue pour ses
propriétés récompensantes et psychostimulantes. Elle induit notamment une forte préférence de place.
De méme que précédemment, les auteurs ont utilisé une approche virale pour augmenter I'expression
du récepteur 5-HTs en ciblant cette fois le noyau accumbens (Nac). Les animaux qui surexpriment le
récepteur 5-HTs dans le Nac ne montrent pas de préférence de place pour la cocaine. La surexpression
du récepteur pourrait donc interférer avec les propriétés récompensantes de la cocaine. Les auteurs ont
également observé que l'injection d’'un antagoniste du récepteur 5-HTs, a I'opposé, facilite I'acquisition
d’une préférence de place a la cocaine. Ces résultats semblent démontrer une implication des récepteurs
5-HTe localisés dans le Nac, dans la modulation de la récompense aux drogues, potentiellement via un

effet sur I'apprentissage associatif (Ferguson, Mitchell, et Neumaier 2008).
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Dans le striatum, le récepteur 5-HTs est exprimé aussi bien dans les neurones épineux de taille
moyenne exprimant le récepteur D1 (voie directe) que les récepteurs D2 (voie indirecte). Afin de
déterminer plus précisément quelle sous-population neuronale est impliquée dans les effets du
récepteur, I'’équipe de Neumaier a utilisé des constructions virales portant un promoteur enképhaline
ou dynorphine pour observer, respectivement, une expression spécifiquement dans les neurones de la
voie indirecte ou directe (Brodsky et al. 2016). La surexpression du récepteur 5-HTs dans les neurones
du Nac exprimant les récepteurs D2 diminue de pres de 50% la quantité de cocaine auto-administrée
dans un protocole de conditionnement opérant utilisant un ratio fixe. En revanche, aucune modification
du point de rupture dans un protocole de ratio progressif, ol la quantité de « travail » a fournir pour
obtenir la méme dose augmente aux cours du temps, n’est observée. La motivation semble donc
conservée. Les auteurs proposent que le récepteur pourrait augmenter la sensibilité des rats aux
propriétés récompensantes de la cocaine. Ceci expliquerait qu’ils s"autoadministrent une plus faible dose
que les contréles pour obtenir une réponse subjective similaire. En accord avec cette hypothese, ils ont
observé une augmentation de la préférence de place pour les doses faibles de cocaine mais pas pour les
doses plus élevées (Brodsky et al. 2016).

Dans une deuxiéme publication, I'’équipe de Neumaier se penche sur les récepteurs 5-HTg
exprimés dans les dNEMs et les iNEMs du striatum dorsomédian ou dorsolatéral (DMS et DLS). Ils
démontrent que I'augmentation de |'expression de 5-HTs dans les iMSN dans le striatum dorsomédian
ralentit significativement I'apprentissage d’une tache de conditionnement opérant (Eskenazi et
Neumaier 2011a).

Collectivement, ces données semblent indiquer un réle important du récepteur 5-HTs, exprimé
dans le striatum dorsal et ventral, dans la modulation fine de I'apprentissage associatif et de la
récompense. Notons cependant que ces études induisent une surexpression du récepteur, on ne peut
pas exclure que le récepteur surexprimé ne se comporte pas exactement de la méme fagon que le
récepteur endogene. Ces résultats sont donc a considérer avec précaution, il reste beaucoup a faire pour

élucider la fonction exacte du récepteur 5-HTs dans la récompense en condition physiologique.
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Une seule étude s’est penchée sur les conséquences de la modulation pharmacologique du
récepteur 5-HTs sur I'interaction sociale chez le rongeur. Dans cet article, les auteurs ont caractérisé les
effets d’'un nouvel antagoniste du récepteur sur la cognition et le comportement social dans différents
modeles. Dans un modeéle d’autisme ou les souris sont issues de méres traitées a I’acide valproique, les
auteurs ont démontré que l'injection subchronique d’un antagoniste du récepteur rétablit le temps
passé en contact social (de Bruin et al. 2016). Ces travaux préliminaires ouvrent la voie a I'étude du role

du récepteur 5-HTe dans le comportement social et les troubles du spectre de I'autisme.

La sérotonine étant bien connue pour son implication dans les troubles de I’humeur, la question de
I'implication du récepteur 5-HTe s’est rapidement posée. Les antagonistes et les agonistes du récepteur
5-HTe ont été largement étudiés dans le contexte de I'anxiété et la dépression.

0 Dépression et anxiété

Dans le test de la nage forcée, les antagonistes diminuent I'immobilité des animaux et augmentent
le temps de nage, indiquant un effet « Antidepressive -like » aussi bien chez des animaux contréles que
dans des modeéles de dépression (Hirano et al. 2009; Wesotowska 2010, 2007; Wesotowska et Nikiforuk
2007). Wesolowska et al. ont démontré que I'injection de SB258585 directement dans I’hippocampe
produit le méme effet dans le test de la nage forcée, indiquant I'importance de cette structure dans les
effets observés (Wesotowska 2007). De plus, la méme équipe a démontré que ces effets sont
indépendants de I'innervation sérotoninergique car la lésion du systéme sérotoninergique n’a aucun
impact (Wesotowska 2007; Wesotowska et Nikiforuk 2007).

Par ailleurs, Suarez-Santiago et al. ont étudié les effets de la modulation pharmacologique du
récepteur dans un modeéle de dépression majeure induit par I'injection subchronique de kétamine. Dans
ce modele, un traitement aigu avec un agoniste ou un antagoniste du récepteur 5-HTs induit le méme
effet antidépresseur dans le test de la nage forcée (Suarez-Santiago et al. 2017).

De nombreuses autres équipes ont étudié les agonistes du récepteur 5-HTs et des effets
« antidepressive-like » similaires a ceux induits par la fluoxétine ont été mis en évidence dans différents

paradigmes de dépression (Carr, Schechter, et Lucki 2011; Wesotowska 2010; Jastrzebska-Wiesek et al.

73



2015; Nikiforuk, Kos, et Wesotowska 2011; Svenningsson et al. 2007). De plus, I’équipe de Paul Geengard
a démontré que la co administration d’un antagoniste du récepteur avec la fluoxétine neutralise les
effets antidépresseurs de cette derniére (Svenningsson et al. 2007). L'activation du récepteur 5-HTs
semble donc indispensable aux effets antidépresseurs de la fluoxétine.

O Stress post-traumatique

Les effets des antagonistes du récepteur 5-HTs ont également été étudiés dans un modeéle murin de
conditionnement de peur provoqué par I'administration de chocs électriques dans un environnement
donné. Ce protocole induit une peur contextuelle qui se traduit par I'immobilisation de I'animal («
freezing »), lorsqu’il est placé dans I’environnement conditionné, et une augmentation généralisée de
I'anxiété. Il s’agit d’'un modele tres utilisé dans I'étude du stress post-traumatique. Dans ce modéle,
I'injection du SB399885 (antagoniste du récepteur 5-HTe) décroit I'anxiété mesurée dans le labyrinthe
en croix surélevé et diminue le freezing des animaux placés dans le contexte associé a la peur (Abraham
et al. 2015). Ces effets anxiolytiques ouvrent la porte a de nouvelles pistes thérapeutiques dans le

contexte du stress post traumatique.

Historiguement, I'hypothese que l'effet inhibiteur de la fenfluramine sur l'appétit est lié a la
sérotonine a stimulé l'intérét et la recherche sur le réle de ce neurotransmetteur dans la satiété (Voigt
et Fink 2015). Le récepteur 5-HTe est exprimé dans des régions du SNC qui jouent un réle dans le controle
de I'appétit, comme I’"hypothalamus. De fait, il semblerait que le récepteur soit impliqué plus dans la
modulation de la satiété, comme I'ont démontré différentes études portant sur I'obésité (D. Heal,
Gosden, et Smith 2011).

0 Obésité

La premiére indication que les récepteurs 5-HTs peuvent jouer un réle dans la régulation de la prise
alimentaire provient d'études réalisées par Kevin Fone et ses collegues. Cette équipe a montré que
I"administration de siRNA en ICV ou l'injection d’antagonistes du récepteur réduisent la prise alimentaire
(Woolley et al. 2001). De nombreux ligands du récepteur 5-HTs ont depuis été étudiés pour leur capacité
a promouvoir la satiété aussi bien chez les animaux naifs que dans des modéles d’obésité. Les

antagonistes du récepteur 5-HTe induisent une réduction dose dépendante de la prise alimentaire. Cet
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effet hypophagique est proche de celui de la subitramine, molécule de référence pour la réduction de la
prise alimentaire dans le cadre de I'obésité (D. Heal, Gosden, et Smith 2011).

D’autres auteurs comme Frisas et al. ont montré que des agonistes sélectifs du récepteur
induisent également une réduction de la prise alimentaire assortie d’'une diminution de la masse
graisseuse de 31,7% dans un modele d’obésité chez le rat (Fisas et al. 2006; D. J. Heal et al. 2008;
Kotariska et al. 2018). Les controles permettent de déterminer que cet effet n’est pas lié a un désordre
digestif mais passerait bien par une augmentation de la satiété (D. J. Heal et al. 2008; Fisas et al. 2006;
Kotanska et al. 2018). Globalement, ces études permettent de conclure que les ligands des récepteurs

5-HTe réduisent la prise alimentaire.

Pour conclure, I'ensemble de ces résultats suggére que le récepteur 5-HTe est impliqué dans la
modulation des processus cognitifs et dans la régulation de I'hnumeur (troubles affectifs, dépression,
schizophrénie); ils semblent également étre liés a de nombreux comportements motivés (comportement
alimentaire, comportement addictif, etc.). Les principales applications thérapeutiques potentielles des
ligands du récepteur sont le traitement de I'obésité et des troubles métaboliques associés, les troubles

cognitifs, en particulier de I'apprentissage et de la mémoire dans les démences comme la MA.

I[I. Ro6le dans la modulation de la neurotransmission

Différentes études ont permis d’identifier les effets du récepteur 5-HTs sur différents systemes de
neurotransmission qui pourraient a I'origine de son implication dans différents désordres

comportementaux décrits précédemment.

Les antagonistes du récepteur 5-HTs se sont montrés particulierement efficaces pour traiter les
déficits cognitifs induits par I'administration d’agents anticholinergiques (exemple du modéle
scopolamine) (Riemer et al. 2003). Ce constat a été le point de départ de I'étude du lien entre le
récepteur 5-HTs et la transmission cholinergique.

Wooley et al. ont tout d’abord démontré que l'injection ICV d’oligonucléotides antisens du

récepteur induit des changements comportementaux qui peuvent étre bloqués par un antagoniste des
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récepteurs muscariniques, suggérant un réle du récepteur dans la modulation de la fonction
cholinergique (Woolley et al. 2001). De méme, les effets pro-cognitifs des antagonistes du récepteur 5-
HTes sont abolis par les antagonistes muscariniques. Corroborant ces données comportementales, des
études de microdialyse ont démontré que l'inhibition du récepteur provoque une augmentation
significative des niveaux d’acétylcholine dans différentes structures cérébrales. Les effets pro-mnésiques
de l'inhibition du récepteur pourraient donc étre le reflet d’'une augmentation de la transmission
cholinergique. De plus, I'inhibition du récepteur potentialise la capacité du donepezil (inhibiteur de
I'acétylcholinestérase) a élever les taux extracellulaires d’acétylcholine. Ces effets sur la transmission
cholinergique pourraient étre a I'origine de I'amélioration des fonctions cognitives observée dans les
modeles animaux de la MA et chez les patients co-traités avec le donepezil (Herrik et al. 2016).
Cependant, le récepteur 5-HTs est peu exprimé dans les neurones cholinergiques, suggérant des

effets indirects.

Des études de microdialyse ont révélé qu'en plus de son réle fonctionnel dans le systeme
cholinergique, le récepteur 5-HTs peut également moduler d'autres systémes de neurotransmission. Ces
études ont ainsi démontré que I'administration d’un agoniste du récepteur bloque la libération de
glutamate, alors qu’un antagoniste augmente les niveaux extracellulaires de glutamate dans le cortex et
I’hippocampe (Dawson, Nguyen, et Li 2000; H. Y. Wang et al. 2016; Tassone et al. 2011). Ces effets sont
abolis par linfusion de tetrodotoxine mais ne sont pas affectés par la modulation du systeme
cholinergique. L'inhibition du récepteur 5-HTs augmente donc la transmission excitatrice et cet effet

semble étre en amont de I'élévation du taux d’acétylcholine.

Par ailleurs, les récepteurs 5-HTs sont connus pour étre exprimés dans les interneurones
GABAergiques. Ainsi, une étude de microdialyse a montré que I'administration d’'un agoniste du
récepteur induit la libération de GABA dans le cortex chez le rat. Il est donc possible que I'inhibition du
récepteur par ses antagonistes induise une levée du frein GABAergique a I'origine de 'augmentation des

transmissions glutamatergique et cholinergique.
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Enfin, certaines études démontrent une implication du récepteur dans la transmission des
monoamines. Lacroix et al. ont démontré que le SB271046, (antagoniste du récepteur 5-HTe) produit
une augmentation significative des niveaux extracellulaires de dopamine et de noradrénaline, sans effet
sur la sérotonine (Lacroix et al. 2004). Cette observation a été reproduite récemment par Mork et al. qui
ont observé une augmentation des niveaux extracellulaires de dopamine dans le cortex préfrontal
médian suite a I'administration d’idalopirdine, un antagoniste du récepteur qui fait I'objet d’études
cliniques pour différentes applications (Mgrk et al. 2017).

Par ailleurs, des effets synergiques entre certains antagonistes du récepteur 5-HTs et d’autres
drogues neuromodulatrices ont été observés. Ainsi, les antagonistes du récepteur 5-HTs potentialisent
I’élévation de dopamine dans le striatum induite par les amphétamines (Dawson, Nguyen, et Li 2000).
Le méme type de potentialisation est observé avec certains antipsychotiques, comme I’haloperidol et la
risperidone (Z. Li et al. 2007). Ces résultats suggerent que le blocage combiné des récepteurs 5-HTs et
D2 contribue de facon synergique a la libération de dopamine induit par I'halopéridol et la rispéridone
dans le mPFC ou I’hippocampe. Ces données démontrent a nouveau le potentiel thérapeutique des

antagonistes des récepteurs 5-HTs, pour améliorer la cognition dans la schizophrénie (figure 15).

[ll. Le paradoxe des ligands du récepteur 5-HT,

Comme mentionné précédemment, certains agonistes et antagonistes du récepteur 5-HTe
présentent des effets similaires la prise alimentaire et la régulation de 'humeur. Ce paradoxe a suscité
un intérét considérable et plusieurs hypothéses ont été proposées a cet égard.

Tout d'abord, I'action des composés considérés comme ligands de référence du récepteur 5-HTg
pourrait étre due a l'activation d'autres cibles. En effet, certains de ces composés ont également
démontré une affinité modérée pour d’autres cibles, récepteurs de la sérotonine ou autres (Karila et al.
2015).

Par ailleurs, Heal et alproposent que la stimulation par des agonistes pourrait induire son

internalisation et sa dégradation menant in fine a une inhibition de sa signalisation (D. J. Heal et al. 2008).
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Figure 15- Hypothése mécanistique des effets pro cognitifs de I'inhibition pharmacologique du récepteur 5-HTe
Plusieurs études ont démontré que le I'inhibition pharmacologique des récepteurs 5-HTs de la sérotonine augmente

les niveaux extracellulaires de glutamate (GLU), noradrénaline (NA), dopamine (DA) et acétylcholine (Ach). Cet effet
en particulier sur les niveaux d’acétylcholine semble sous tendre les effets pros cognitifs des antagonistes du
récepteur sur la mémoire. Etant donné la diminution de libération de GABA également observée, on peut supposer
que le blocage du récepteur induit une levée de l'inhibition GABAergique tonique sur les systemes de
neurotransmission précédemment cités. Ainsi I'augmentation de la libération de glutamate pourrait participer dans
un second temps a la stimulation de la libération d’Ach, DA et NA et réciproquement. Le récepteur 5-HTs possede
donc une position cruciale pour moduler a la fois les systémes inhibiteurs et excitateurs. Les fleches rouges
représentent la synthése des études de microdialyse, I’'ensemble du schéma illustre une hypothése mécanistique.

Ce processus de désensibilisation pourrait expliquer les effets similaires des agonistes et des
antagonistes dans certains paradigmes.

Enfin, il est important de noter que les agonistes et antagonistes sont classiguement définis en
regard de leurs effets sur la voie Gs. Leur impact sur les autres voies de signalisations associées au
récepteur ne sont pas toujours connus. Une partie des effets contradictoires des ligands du récepteur
pourrait donc venir de la mobilisation de voies de signalisation différentes et compétitives. De plus, la
plupart des molécules utilisées en tant qu’agonistes sont également des agonistes inverses du récepteur
(Deraredj Nadim et al. 2016a). On peut donc supposer qu’une partie des effets bénéfiques de ces
molécules passe par l'inhibition de I'activité constitutive de certaines voies de signalisation.

Pour conclure, I’élaboration d’outils pharmacologiques plus spécifique est nécessaire pour une
meilleure compréhension des mécanismes sous-jacents a la modulation du récepteur 5-HTs. Les ligands

biaisés notamment, dont le développement est en plein essor a I’'heure actuelle permettront d’identifier
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avec précision les voies de signalisations associées aux effets physiologiques de la modulation du
récepteur, aboutissant a la création de nouveaux composés thérapeutiques aux effets secondaires

minimisés (Karila et al. 2015).
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Chapitre IV : Sérotonine et Troubles du

Spectre Autistique

I. Généralités sur Les troubles du spectre de I'autisme

i. Diagnostic comportemental

Les TSA se composent d’un panel de troubles psychiatriques d’origine neurodéveloppementale. Leur
prévalence ne cesse d’augmenter. Elle est évaluée a un cas sur 100 dans la plupart des pays (Baird et al.,

2006).

Le diagnostic de TSA est basé sur le comportement et requiert la présence de symptéomes primaires

comprenant :

Des déficits persistants dans la communication et les interactions sociales
Un répertoire de comportements, d’intéréts ou d’activités, restreints et répétitifs (inclut les

stéréotypies motrices et I'inflexibilité cognitive).

Ces symptdomes apparaissent au cours des trois premiéres années de vie et causent des altérations
importantes du fonctionnement normal de l'individu et de sa scolarisation. Des comorbidités sont
fréguemment décrites, comme I'anxiété, des déficits cognitifs, une susceptibilité aux crises d’épilepsie,

des troubles de la coordination motrice ainsi que de I’agressivité.

ii. TSA et biomarqueurs

Les TSA rassemblent une population de patients présentant des symptémes comportementaux
similaires mais d’étiologies diverses. De ce fait, on retrouve une variabilité interindividuelle trés forte
dans I'expression de la maladie. Cette hétérogénéité rend I'identification d’'un biomarqueur commun

particulierement difficile. On retrouve néanmoins certaines particularités neuroanatomiques et

80



neurochimiques récurrentes. La caractéristique anatomique la mieux documentée est 'augmentation
du volume des hémispheres corticaux et de certaines régions sous-corticales comme I'amygdale et
I’"hippocampe. Cette macrocéphalie est accompagnée d’une augmentation de la circonférence cranienne
(Courchesne, 2002; Hazlett et al., 2005). Ce symptOme, retrouvé chez le jeune enfant, persiste jusqu’a
I’age de 5-6 ans, stade auquel le volume cérébral rejoint la trajectoire de développement typique (Ecker
2017). En lien avec ces études d’'imagerie, Courchene et al. ont observé une augmentation de plus de
67% du nombre de neurones dans le cortex préfrontal d’enfants atteints de TSA (Courchesne et al. 2011).
Les analyses post-mortem ont également permis de mettre en évidence une augmentation de la densité
des épines dendritiques dans les lobes frontaux, pariétaux et temporaux (Hutsler et Zhang 2010; Forrest,

Parnell, et Penzes 2018).

En lien avec ces anomalies neuroanatomiques, les travaux d’Imagerie par Résonance Magnétique
fonctionnelle (IRMf) ont mis en évidence des altérations de la connectivité cérébrale (Ecker 2017). En
particulier, I'étude du réseau de repos fait ressortir une diminution de la connectivité antéro-postérieure

associée a une hyperconnectivité des circuits cortico-striataux (D. Li, Karnath, et Xu 2017).

Il est nécessaire de préciser que si ces anomalies neuroanatomiques et fonctionnelles sont
retrouvées dans la majorité des cas d’autisme, il existe des sous-populations présentant des
caractéristiques opposées. Les enfants avec un TSA associé a un lourd retard mental manifestent le plus
souvent une diminution du volume cérébral. Ainsi, si ces observations sont intéressantes pour avancer
vers une meilleure compréhension de la physiopathologie des TSA, elles ne peuvent pas servir en tant

gue marqueur diagnostique.

De nombreuses études ont essayé d’identifier des biomarqueurs sur la base d’échantillons
biologiques comme le sang et la salive. Si ces études se heurtent encore une fois au facteur limitant de
I'hétérogénéité de la population, un marqueur a cependant pu étre identifié de fagon récurrente. En
effet, on retrouve une augmentation des taux sanguins de sérotonine dans 25% a 47% des cas en
fonction des publications (Muller, Anacker, et Veenstra-VanderWeele 2016; Kuperman et al. 1985;
Abramson et al. 1989; Cook et al. 1990; Leventhal et al. 1990; Leboyer et al. 1999). Une telle convergence
malgré la diversité des TSA est frappante et pose la question de I'implication de la sérotonine dans la

physiopathologie des TSA. Enfin, certains polymorphismes touchant en particulier des génes de la

81



plasticité et du développement neuronal, ainsi que des genes des systemes glutamatergique et

ocytocinergique sont fréquemment observés.

A ce jour, aucun biomarqueur diagnostic n’a été mis en évidence. Les études de protéomique et
de transcriptomique, réalisées sur des échantillons de sang, d’urine, de salive et méme de liquide
céphalorachidien, sont en plein essor et constituent un véritable espoir pour l'identification d’un

marqueur des TSA.

Le traitement des TSA constitue un enjeu humain, sociétal et économique majeur. A I'heure
actuelle, I'éventail thérapeutique est trés restreint et aucun des traitements envisagés n’a montré
d’efficacité curative. Les thérapies existantes visent donc les symptomes, dans le but d’améliorer

I"apprentissage et le développement afin d’optimiser les possibilités d’insertion sociale.

i. Thérapies comportementales

Plusieurs thérapies comportementales ont été développées: psychothérapies, thérapies
cognitives, interventions sensorimotrices, ou orthophoniques. Le seul traitement a avoir démontré une
efficacité tangible sur les symptomes primaires, validé par plusieurs études, est l'intervention
comportementale précoce, dite méthode ABA "Applied Behavior Analysis" (Reichow et al. 2012; Linstead
et al. 2017)(Roberts 2011). Cette thérapie se base sur les principes fondamentaux de I'apprentissage
opérant et de la motivation, afin de renforcer les comportements désirés et éteindre les comportements

déviants. On peut dire qu’il s’agit du traitement de référence de I'autisme a I’heure actuelle.

ii.  Traitements pharmacologiques

Il existe trés peu de traitements pour 'autisme, et aucun d’entre eux n’a d’efficacité sur les
symptoémes primaires (déficits de communication, comportements sociaux, intéréts restreints). Les
traitements pharmacologiques existants visent donc les symptomes comorbides. Parmi les plus prescrits,
figurent les antipsychotiques (risperidone, aripiprazole) qui ciblent I'agressivité et I'automutilation, les
anxiolytiques (benzodiazépines) pour soigner I’anxiété et les troubles du sommeil, les psychostimulants

(méthylphénidate) pour I’hyperactivité parfois associée, ainsi que des antiépileptiques et des
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antidépresseurs (soin des phobies et des TOCs). Ces traitements ne sont pas spécifiques a I'autisme et
engendrent de nombreux symptémes secondaires parfois tres invalidants (gain de poids, sédation,
nausées, diabéte, dyskinésies). Des pistes alternatives sont actuellement exploitées en recherche
clinigue (ocytocine, bumétanide) et préclinique (modulateurs allostériques des récepteurs mGlu4 et 5)
mais pour le moment la pharmacologie n’offre pas de solution pour le traitement des déficits sociaux
caractéristiques de l'autisme (Masi et al. 2017). La découverte de nouvelles cibles thérapeutique

représente donc un enjeu majeur pour les années a venir.

TROUBLES DU SPECTRE DE VAUTISME
SYMPTOMES PRIMAIRES | SYMPTOMES SECONDAIRES

Thérapie Troubles du | Andit | Antidépresseurs
Comportementale = comportement social et | Troubles du sommeil | T —
ABA B
de Is communication | Troubles moteurs |
| Troubles cognitifs |
Stérdotynias matrice | Hyperactivité - Méthyphénidate
| Agressivité | Antipsychotiques
_ | Epilepsie | Antiépileptiques
infiexibilite cognitive | Troubles digestifs |

Aucun traitement pharmacologique pour les
symptomes primaires

Figure 16- Diagnostic de troubles du spectre de I'autisme et principaux traitements.

Le diagnostic des TSA est a I’heure actuelle exclusivement basé sur le comportement, et requiére la présence de symptomes
primaires, souvent accompagnés de symptomes secondaires. Le seul traitement efficace pour améliorer les symptomes
primaires est une thérapie comportementale, basée sur |'apprentissage opérant, I’ABA (Applied Behavioral Analysis). Il est
donc urgent de développer de nouvelles stratégies thérapeutiques pour une meilleure prise en charge des patients avec
TSA.
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Aucune étiologie commune aux TSA n’a a ce jour été clairement identifiée. L’hypothése la plus
probable est celle de la concordance entre prédisposition génétique et des facteurs environnementaux
déclenchant. Le fait que des causes tres hétérogenes convergent vers |’expression d’'un méme spectre
de trouble indique le recrutement d’un mécanisme pathologigue commun. Différentes théories
explicatives existent a différents niveaux, aussi bien psychanalytique, que cognitif ou développemental.

i.  Facteurs génétiques

Dans une minorité de cas, la présence d’altérations chromosomiques (duplications 15q11—q13, 2q37,
22911.2 et délétions 22g13.3) ou de mutations de genes (fragile X, sclérose tubéreuse,
neurofibromatose, syndrome de Rett) permet de définir une origine génétique claire (Betancur 2011).
Si ces exemples d’autisme syndromique ne représentent que 10% des sujets, la récurrence de
I'apparition de ce trouble au sein de certaines familles indique néanmoins une place importante de la
génétique dans I’étiologie de la pathologie. Des études d’association pangénomiques réalisées sur des
cohortes de patients ont permis d’identifier des génes dont les polymorphismes sont fréquemment
associés aux TSA. Plusieurs familles de génes aux fonctions bien précises ont ainsi été identifiées. Dans
un premier groupe, on retrouve des genes impliqués dans le contréle de la prolifération cellulaire. En
particulier des genes suppresseurs de tumeurs qui jouent un role crucial dans la modulation de Ia
prolifération des progéniteurs neuronaux, comme les membres de la voie mTOR (TSC1/2, PTEN, NF1).
Un deuxieme cluster contient des génes impliqués dans le controle de la transcription et de la traduction
comme MECP2 et FMR1. Finalement, un grand nombre de génes impliquéqg développement du systéme
nerveux et la transmission synaptique sont retrouvés comme, par exemple, NLGN3/4, SHANK3, NRXN1

et PTEN.

ii. Facteurs environnementaux

De nombreux facteurs environnementaux ont été liés au risque de développement des TSA. Tout
d’abord, de différents produits chimiques exogénes présents dans l'air, I’eau et le sol ou les produits
ménagers ont été identifiés. Parmi les plus souvent mis en cause par les études épidémiologiques, on
peut citer les organophosphates, une classe de pesticides, ainsi que les phtalates présents dans les

produits plastiques et les polychlorobiphényles, composants chimiques polychlorés, utilisés comme
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isolants électriques (Hertz-Picciotto, 2018 ; Schmidt RJ, 2014). La pollution de I'air a également été
étudiée comme facteur favorisant le développement des TSA. Cette derniére est cependant tres
discutée, car souvent corrélée au statut socio-économique et fait donc probablement partie d’un
ensemble plus large d’éléments qui conferent dans leur ensemble une augmentation du risque (Hertz-
Picciotto, 2018 ; Schmidt RJ, 2014).

D’autres facteurs de risques majeurs, bien identifiés a I’'heure actuelle, sont la prise de certains
médicaments pendant la grossesse. L’acide valproique (traitement antiépileptique) a été mis en cause
dans le déclenchement de I'autisme. Le thalidomide, médicament prescrit dans les années 1950 aux
femmes enceintes comme anti-nauséeux, induit des malformations congénitales associées a un fort
risque de développer un TSA. Comme pour I'acide valproique, la prescription de thalidomide est
maintenant strictement interdite aux femmes enceintes. Depuis les cing dernieres années, un nombre
croissant d’études mettent en relation la prise d’inhibiteurs de la recapture de la sérotonine et une
augmentation significative du risque de développer un TSA( Lyall K et al, 2014). En outre, la santé et la
physiologie maternelle durant la grossesse sont des éléments particulierement importants. La nutrition
pendant la grossesse semble jouer un réle: la consommation d’acide folique et d’acides gras
polyinsaturés ou de vitamines a par exemple été associée a une réduction du risque de développer un
TSA. Enfin, certaines infections virales maternelles sont connues pour augmenter le risque d’apparition
des TSA. Plus précisément, la production d’anticorps maternels serait en cause. Plusieurs éléments
convergent vers une théorie de la neuro-inflammation, suggérant un role de la du systéme immunitaire
et de la glie durant le développement des TSA (Hertz-Picciotto, 2018 ; Schmidt RJ, 2014).

L’'ensemble des facteurs précédemment cités a un point commun, ils interferent avec
développement du systéme nerveux central. Ainsi, tous les mécanismes prédisposant au déclenchement

des TSA convergent clairement vers la théorie neurodéveloppementale.

iii.  Théorie neuro-développementale

Comme je I'ai discuté précédemment dans le chapitre Il, les altérations précoces du développement
du systéme nerveux central menent a des anomalies de la connectivité neuronale et constituent un
facteur étiologique majeur de différents troubles psychiatriques. Certaines études démontrent

également que la période d’exposition a ces facteurs est déterminante.
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Chacune des grandes étapes du développement du cerveau a été associée aux TSA. D’une part, la
macrocéphalie observée chez un grand nombre de patients et I'augmentation du nombre de neurones
dans le cortex préfrontal suggére une prolifération excessive des progéniteurs neuronaux ou une
diminution de I'apoptose (Kaushik et Zarbalis 2016; Courchesne et al. 2011, 2007). La migration
neuronale semble également étre altérée : on retrouve des positionnements neuronaux anormaux
notamment au niveau cortical (Reiner et al. 2016). De plus, une méta-analyse récemment publiée a mis
en évidence une contribution de mutations du gene de la reeline, une protéine qui joue un role crucial
dans la migration et le positionnement correct des neurones corticaux (Z. Wang et al. 2014). On observe
par ailleurs des anomalies du nombre et de la morphologie des épines dendritiques dans les TSA.
Plusieurs hypothéses ont été avancées. Frith a proposé un défaut de I'élimination synaptique durant les
phases embryonnaires (Frith 2003, 2004). Thomas et al. ont proposé que ce défaut d’élagage précoce
s’accompagne d’un excés élagage plus tardif durant I’'enfance (M. S. C. Thomas et al. 2016).

Ces anomalies du développement cérébral conduisent a une altération des réseaux dont Ila
fonctionnalité est indispensable a I'expression d’un répertoire comportemental adapté. Plusieurs
théories cognitives ou comportementales ont été proposées pour expliquer les déficits

comportementaux observés chez les sujets avec TSA.

iv. Théorie de I’esprit

La théorie de I'esprit est un modele tres étudié pour comprendre les déficits cognitifs dans I'autisme.
Elle désigne la capacité a comprendre les états mentaux subjectifs d’autrui, et les mécanismes cognitifs
qui permettent la reconnaissance des émotions et la cognition sociale. L’enfant acquiert cette capacité
au cours de son développement jusqu’a 6 ans. Des altérations de la connectivité corticale pourraient
donc directement affecter I'apprentissage social nécessaire au développement d’un comportement

social adapté.

v. Théorie du déficit de récompense sociale

Selon cette théorie, les altérations neurodéveloppementales convergeraient vers une atteinte du
systeme de récompense sociale sous-tendant une perte de saillance de stimuli sociaux (Chevallier et al.

2012). La stimulation sociale étant un élément trés important pour le développement et I'expression
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d’un répertoire comportemental adéquat, I'altération de ce systéme pourrait a elle seule étre a I'origine

d’une cascade de déficits expliquant le phénotype dans sa globalité.

Le systéme de récompense sociale fait partie du systéme global de récompense qui est a I'origine
des effets renforgant et récompensant de stimuli naturels (nourriture, interactions sociales) ou artificiels
(drogues d’abus). Il est composé de différents noyaux du systeme méso-cortico-limbique incluant le
noyau accumbens, I'aire tegmentale ventrale, I'hypothalamus latéral, le septum et le cortex préfrontal
(Loseth, Ellingsen, et Leknes 2014). La dopamine est le neurotransmetteur principalement impliqué dans
les effets renforgant de ce systéme, alors que les récepteurs Mu des opioides contribuent a la qualité
hédonique du stimulus (Le Merrer et al. 2009). La particularité de la récompense sociale figure dans sa
modulation spécifique par I'ocytocine et la sérotonine et les récepteurs Mu des opioides (Pellissier et al.

2017).

En faveur d’une altération de ce systéme dans les TSA, plusieurs études d’imagerie fonctionnelle
ont montré chez les sujets autistes un défaut d’activation du circuit méso-cortico-limbique par rapport
aux groupes témoins dans une tache de go/no go récompensée par des stimuli sociaux (Kohls et al. 2013;
Scott-Van Zeeland et al. 2010). Par ailleurs, lors de la visualisation seule de stimuli sociaux, un déficit
d’activation tres marqué est observé dans ces mémes zones. De méme, trés précocement, quand des
enfants au développement typique préféreront diriger leur attention visuelle sur des stimuli sociaux
présents dans une image, les enfants souffrant d’autisme ne présentent pas de préférence, leur regard
s’attachant autant, voire plus, aux objets non sociaux. Ce dernier point démontre une altération précoce

de la saillance des stimuli sociaux.
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Social reward Monetary reward

* Decreased activity in ASD compared to control subject

* Increased activity in ASD compared to control subjects

Figure 17- Déficit d’activation du systéme de récompense en regard de stimuli sociaux chez les patients avec TSA.
Les schémas représentent les zones cérébrales activées de maniére différentielle chez les patients atteints de TSA par
rapport aux contréles lors de |'anticipation et / ou la réception de récompenses sociales (gauche) ou monétaire (droite).
La latéralisation des réponses cérébrales (hémisphere droit ou gauche) n'a pas été prise en compte pour simplifier la
représentation. La comparaison des modeles d'activation cérébrale pour la récompense sociale et monétaire révéle une
hypoactivation du circuit fronto-striatal comprenant des régions clefs pour la récompense telles que le cortex cingulaire
antérieur (ACC), le noyau accumbens (Nac) et le caudé putamen (CPu) chez les patients atteints de TSA. Les régions du
cerveau appartenant aux circuits de récompense sont surlignées en orange. AMG, amygdale; d ACC = cingulatécortex
antérieur dorsal; d IPFC = cortex préfrontal dorsolatéral x; HPC / EC = hippocampe / cortex enthorinal; IC = cortex
insulaire; MB = mésencéphale; MFG = frontgyrus médial; OFC = cortex orbitofrontal; paraCC = cortex paracigulaire ; PC
= cortex pariétal; pCC = cortex cingulaire postérieur; PCG = gyrus précentral ; PG = gyrus parahippocampique; SFG =
gyrus frontal supérieur; STG = gyrus temporal supérieur; vPFC = cortex pré frontal ventral. D’aprés Pellisier et al 2017 Br
J Pharmaco.
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De nombreux modéles animaux ont été mis au point pour I'étude des différentes facettes des
TSA. lls présentent I'avantage de permettre des tests contrélés de facteurs pathogénes spécifiques sur
la pathologie et de les corréler avec les résultats comportementaux. Ainsi, les modéles animaux sont
indispensables pour avancer sur la compréhension de la physiopathologie des TSA et la mise au point de

nouvelles stratégies thérapeutiques.

Un bon modéle doit répondre a différents criteres. Tout d’abord, la validité d’aspect correspond
a la similarité entre les signes et symptomes exprimés dans la maladie et retrouvés dans le modéle.
Ensuite, la validité prédictive nécessite I'expression d’une réponse similaire aux traitements utilisés en
clinique. Enfin, la validité de construction ou validité théorique représente le degré de similarité dans les
mécanismes qui sous-tendent la maladie dans le modéle et chez 'Homme. Dans les TSA, les validités
théoriques et prédictives sont tres difficiles a vérifier, étant donné qu’a I'exception des cas d’autisme
syndromique, aucun mécanisme physiopathologique commun n’a été clairement identifié, et qu’aucun
traitement n’améliore les symptomes primaires. La plupart des modéles animaux est donc basé sur
I’exposition a des facteurs de risque connus, comme le modéle valproate (ou les méres injectées a 'acide
valproique durant la gestation pour déclencher des troubles du comportement social chez la
descendnace) ou sur la mutation de génes associés a la maladie, comme les souris Fmr1 /- (le géne FMR1

est muté dans la maladie du X fragile) (Varghese et al, 2013).

Y

La deuxiéme démarche consiste a muter des génes connus pour leur implication dans le
comportement social. Dans ce contexte, les souris génétiquement invalidées pour le récepteur Mu des

opioides (Oprm17) nous ont servi de modéle de TSA durant ma thése.
> Les souris génétiquement invalidées pour le récepteur Mu des opioides modeéle de TSA

i. Les récepteurs Mu des opioides

Les récepteurs Mu appartiennent a la famille des récepteurs des opioides avec les récepteurs
Delta et Kappa. Les trois récepteurs appartiennent a la superfamille des RCPGs canoniquement couplés
a la protéine Gi. Comme pour les récepteurs sérotoninergiques, I’activité fonctionnelle de ces récepteurs

est finement régulée par des partenaires protéiques. Si a ce jour aucune étude n’a caractérisé de facon
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globale I'interactome du récepteur Mu, des interactions fonctionnelles avec de nombreuses protéines
ont été identifiées. Il est important de souligner que parmi ces protéines on retrouve deux partenaires
communs avec le récepteur 5-HTs.

D’une part, le récepteur Mu interagit avec NF1. Une étude fonctionnelle a démontré que NF1
régule I'activation de la voie Ras par le récepteur Mu dans les neurones épineux de taille moyenne de la
voie directe. L'interaction entre NF1 et le récepteur Mu participe ainsi a la sensibilisation des souris aux
effets psychomoteurs et récompensant de la morphine (Xie et al. 2016).

Par ailleurs, GPRIN1 interagit également avec le récepteur Mu. Ge et al. ont montré que
I’expression de GPRIN1 stabilise I’expression du récepteur Mu dans les radeaux lipidiques, potentialisant
ainsi sa signalisation. De plus, cette interaction accroit les effets de la stimulation du récepteur sur la

pousse neuritique (Ge et al. 2009).

ii.  Expression et fonction des récepteurs Mu des opioides

D’un point de vue anatomique, le récepteur Mu est largement exprimé dans le systéme nerveux
central, particulierement dans le cortex, le systeme limbique et le tronc cérébral (Le Merrer et al. 2009).
Il est intéressant de constater que les récepteurs sont plus spécifiguement exprimés dans des structures
clefs du systeme de récompense, comme le le noyau accumbens, I'aire tegmentale ventrale, 'amygdale
et ’habénula. Ainsi, de nombreuses données expérimentales montrent I'implication des récepteurs Mu
dans les processus de récompense associés a des renforgateurs naturels (alimentaires, sexuels) ou

artificiels (drogues d’abus)(Le Merrer et al. 2009).

iii.  Récepteur Mu et comportement social

Les comportements sociaux sont conservés au cours de I'évolution et retrouvés chez la plupart
des mammiferes. lls jouent un role crucial pour la survie de I'espéce. De méme que la reproduction ou
I'alimentation, l'interaction sociale est un comportement naturellement récompensant, aux vertus
hédoniques et renforcantes aussi bien chez I'humain que chez le rongeur (Trezza, Campolongo, et
Vanderschuren 2011; Panksepp et Lahvis 2007; Calcagnetti et Schechter 1992). De nombreuses
évidences indiquent que les récepteurs Mu sont au coeur de la régulation du comportement social. Des
études pharmacologiques réalisés sur différentes especes (primate, rat souris, campagnole) ont

démontré que l'injection systémique d’antagonistes (DAMGO, naloxone) des récepteurs Mu induit une
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diminution des comportements sociaux (nombre et durée des interactions, toilettage, jeu,
comportement maternel) et de la détresse de séparation (analyse des vocalisations)(Trezza,
Campolongo, et Vanderschuren 2011; Carden, Barr, et Hofer 1991). D’autres travaux chez le campagnole
(espéce monogame) indiquent que I'administration d’un antagoniste des récepteurs Mu dans le noyau
caudé et le putamen abolit la préférence pour le partenaire habituel (Burkett et al. 2011). De méme, une
étude réalisée chez le rat a démontré que I'infusion de naloxone, dans le NAc abolit la préférence sociale
tandis gu’une infusion de morphine augmente les comportements sociaux associés au jeu (Trezza,
Campolongo, et Vanderschuren 2011). La manipulation pharmacologique des récepteurs Mu module
donc le comportement social. Il a également été observé chez le macaque rhésus qu’un polymorphisme
induisant un gain de fonction (augmentation d’expression) des récepteurs Mu induit un accroissement
de I'attachement a la mere chez le jeune primate (traduit par une augmentation du temps passé en
contact social)(Barr et al. 2008). Ces données chez I'animal indiquent que les récepteurs Mu jouent un
réle crucial dans un vaste répertoire de comportements sociaux, allant de I'attachement a I'interaction
avec les congéneres. En lien avec ces données, une étude chez 'Homme a démontré qu’un
polymorphisme du récepteur Mu (A118G) est associé a une différence de sensibilité au rejet social. Une
autre étude d’imagerie chez I’humain utilisant le [*'C]carfentanil, un ligand radiomarqué spécifique des
récepteurs Mu, a montré une activation prononcée de ces récepteurs dans différentes structures liées
au systéme de récompense durant des expériences de rejet social ou au contraire d’acceptation (Hsu et
al. 2013). Ces résultats suggérent une implication complexe du systéme opioide et en particulier du
récepteur Mu dans la gestion des comportements sociaux et de la récompense sociale chez 'Homme,
en faisant un candidat de premier intérét pour I'étude de I'étiologie et le traitement de I'autisme

(Pellissier et al. 2017; Loseth, Ellingsen, et Leknes 2014).

iv. Les souris génétiquement déplétées en récepteur Mu (Oprm1(/”)) comme modéle
d’autisme
Des mutations du récepteur Mu ont été observées dans certaines cohortes de patients souffrant
de TSA (base de données de la SFARI, https://www.simonsfoundation.org/). En lien avec cette
observation, les souris invalidées pour le récepteur mu aux opioides (Oprm17- récapitulent la plupart des
symptomes comportementaux essentiels au diagnostic de la pathologie (Becker et al. 2014). En effet,

des 8 jours, les souriceaux isolés de leur mere émettent moins de vocalisations, et celles-ci ne sont pas

91



influencées par la présence de traces olfactives appartenant a la mére a la différence des animaux
contréles (Moles, Kieffer, et D’Amato 2004; Wohr et al. 2011). De méme, lorsqu’on laisse le choix entre
deux nids aux petits séparés de la mere, ces derniers ne présentent pas de préférence pour le nid de la
mere par rapport a un nid de provenance inconnue. Ces résultats démontrent un déficit précoce dans le
domaine de I'attachement et de la communication sociale. A I’dge adulte, les souris Oprm17- ne
montrent pas de préférence sociale et affichent un déficit d’interaction sociale directe marqué
(diminution de la durée et du nombre des contacts sociaux) (Becker et al. 2014). Ces souris présentent
donc des altérations dans un large panel de comportements sociaux comprenant I'attachement, la
communication et I'interaction sociale. On observe par ailleurs la présence de stéréotypies motrices
(secouements de la téte, toilettages répétitifs) et un déficit de flexibilité cognitive (persévérations lors
de I'exploration d’un labyrinthe en Y). De nombreux symptomes secondaires sont également observés,
comme une augmentation de l'anxiété, de l'agressivité, un déficit de coordination motrice et une

susceptibilité accrue aux crises d’épilepsie (Becker et al. 2014).

Ce modele récapitule donc un large panel de symptomes propres a la pathologie, confirmant le lien
entre les récepteurs Mu des opioides et les TSA, justifiant son utilisation dans le domaine de la recherche

pré clinique (Pellissier et al. 2017).

[I. La sérotonine dans les TSA

Comme je lI'ai mentionné précédemment, le biomarqueur le plus robuste des TSA est
I’hypersérotoninergie. Si celle-ci semble avoir une origine plutot périphérique, on peut rappeler que
jusqu’a la fermeture de la barriere hémato-encéphalique, la sérotonine d’origine périphérique et extra-
embryonnaire joue un réle important dans le développement du systéme nerveux. Ainsi, un nombre
croissant d’études montrent que la prise d’inhibiteurs de la recapture de la sérotonine durant la
grossesse constitue un facteur de risque majeur pour le développement des TSA (Gemmel et al. 2017)

(Devlin et al. 2005; Hervas et al. 2014; Huang et Santangelo 2008)..

Par ailleurs, on retrouve une association positive du polymorphisme 5-HTTLPR situé dans le

promoteur du gene SLC6A4 (codant pour SERT) avec des cas familiaux de TSA (Gadow et al. 2013; Cook
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et al. 1997; Sutcliffe et al. 2005; Cho et al. 2007; Coutinho et al. 2004; McCauley et al. 2004). Ce
polymorphisme induit une diminution de I'expression de SERT et donc une augmentation du taux de
sérotonine dans la fente synaptique. Wassink et al. ont démontré que ce polymorphisme est associé a
une augmentation du volume cortical observé chez les enfants avec autisme. Ce polymorphisme est
également associé a une augmentation de I'activation de I'amygdale en regard des stimuli sociaux chez
les enfants avec TSA, faisant écho avec la théorie du déficit de récompense sociale (Wiggins et al., 2014).
Finalement, les études montrent que la déplétion en tryptophane aggrave les comportements répétitifs

et I'irritabilité chez des sujets atteints de TSA (McDougle et al., 1993, McDougle et al., 1996)

Dans leur ensemble, ces données semblent indiquer qu’une élévation du taux de sérotonine joue
un role important dans la pathogeneése des TSA. On peut rappeler qu’un exces de sérotonine induit une
augmentation de la prolifération des progéniteurs neuronaux, associée a une diminution de la mort
neuronale, des défauts de migration, ainsi que des anomalies de la cytoarchitecture neuronale et de la
morphogenése des épines dendritiques. Chacune de ces anomalies fait également partie des marqueurs
neuropathologiques des TSA. Il se pourrait donc que |'altération de I'homéostasie sérotoninergique

durant le développement soit un des mécanismes a I'origine des TSA.

En lien avec cette théorie sérotoninergique de I'autisme, des modeles animaux ont été mis au
point pour étudier la corrélation entre hypersérotoninergie et trouble du comportement social.
Veenstra-VanderWeele et al. ont généré une souris “knock-in” pour un polymorphisme de SERT associé
aux TSA dans un étude précédente. En plus de présenter une élévation du taux sanguin de sérotonine,
ces souris montrent également une absence de préférence sociale, des altérations de la communication
sociale (analyse des vocalisations émises par les souriceaux lors de la séparation maternelle) et des
stéréotypies motrices (Veenstra-VanderWeele et al., 2012). Les souris génétiquement déplétées en SERT
ont été trés étudiées (Bengel et al. 1998). On retrouve chez ces souris une diminution de la sociabilité,
associée avec une anxiété accrue et une diminution de la dominance sociale (Murphy et Lesch 2008;
Moy et al. 2009). On peut noter que, le croisement des souris SERT*/- avec une lignée haploinsuffisante
pour PTEN aggrave la macrocéphalie et le déficit de sociabilité de ces souris (Page et al., 2009). Ces

résultats corroborent I’hypothese selon laquelle I'activité de SERT doit étre contenue dans une certaine
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plage pour assurer un fonctionnement normal, et I'altération du fonctionnement de SERT accroit la

vulnérabilité aux TSA.

Par ailleurs, des phénotypes « autistic like » ont été rapportés dans un grand nombre de lignées
murines génétiquement déplétées pour des protéines critiques du systeme sérotoninergique. Par
exemple, les souris dépourvues de Tph2 présentent une diminution de la communication sociale
(diminution des vocalisations et de |’exploration sociale) ainsi que des déficits apparents dans la
mémoire sociale et une inflexibilité cognitive (Kane et al. 2012; Del’Guidice et al. 2014; Mosienko et al.
2015). Les souris dépourvues de MAOA”-, montrent quant a elles une diminution de I'interaction sociale,

de I'’émission de vocalisations et une inflexibilité cognitive (Bortolato et al. 2013)(Bortolato et al., 2013).

De plus, on retrouve des anomalies du systéme sérotoninergique dans certains modéles murins
de formes syndromiques d’autisme. Par exemple, les souris exprimant la duplication 15q11-q13 (modele
d’une forme d’autisme syndromique évoquée précédemment) montrent une augmentation de la
concentration de sérotonine dans la zone ventriculaire durant le développement (Waage-Baudet et al.

2003).

Ces modeles animaux suggerent donc que |'altération du systeme sérotoninergique conduit a
I’expression de troubles comportementaux et confere une vulnérabilité pour le développement des TSA.
L’hypothese la plus probable permettant d’expliquer les effets déléteres sur le comportement social des
anomalies du systéme sérotoninergique est leur impact sur dans le développement de la circuiterie
impliguée dans ce comportement. Dans ce sens, de multiples interactions entre les systémes
sérotoninergiques et ocytocinergiques ont été mis en évidence notamment par le laboratoire du Dr.

Malenka a Stanford (Ddlen et al. 2013; Délen 2015).

Le role de I'ocytocine dans le comportement social et la récompense sociale a été tres étudié ces
derniéres années. En particulier, il semblerait que les récepteurs ocytocinergiques exprimés dans le Nac,
en agissant de concert avec la dopamine, soient indispensables a I’expression d’une préférence sociale
(Dolen, 2015). Des anomalies au niveau de ce systeme pourraient donc sous-tendre des déficits du

comportement social.
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i. Interaction des systémes sérotoninergique et ocytocinergiques durant le
développement

Plusieurs études ont démontré l'importance de linfluence mutuelle de la sérotonine et de
I’ocytocine pour le développement harmonieux de ces circuits. Eaton et al. ont démontré que I'injection
post-natale d’ocytocine chez le campagnol augmente la densité des axones sérotoninergiques dans
I'hypothalamus antérieur et ventromédian ainsi que dans l'amygdale (Eaton et al. 2012).
Réciproquement, plusieurs études ont montré que I’"hypersérotoninergie diminue le nombre de cellules
ocytocinergiques (McNamara et al. 2008; Martin, Liu, et Wang 2012)(McNamara et al., 2008, Martin et
al.,, 2012). Ces études apportent la preuve d’une interaction entre les systémes sérotoninergiques et
ocytocinergiques durant le développement. Des anomalies de I'un ou I'autre de ces systémes pourraient

avoir un impact direct sur le comportement a I’dge adulte.

ii.  Interaction du systéme sérotoninergique et ocytocinergique a I’dge adulte

L'étude des drogues « pro sociales » (aussi appelées entactogénes) dans des modeéles animaux a
permis de révéler des mécanismes neuronaux cruciaux pour le comportement social. En particulier, les
études sur la MDMA (3,4-méthylene dioxyméthamphétamine), qui bloque le SERT, ont mis en évidence
I'interaction entre les systémes sérotoninergiques et ocytocinergiques. En effet, 'administration de
MDMA augmente les taux plasmatiques d’ocytocine chez le rat, effet bloqué par la pré-administration
systémique d'un antagoniste du récepteur 5-HT1a (Thompson et al., 2007). De méme, I'augmentation
des comportements sociaux induite par le MDMA est inhibée par la pré-administration (ICV) d'un
antagoniste des récepteurs de I'ocytocine (Thompson et al. 2007; Kuteykin-Teplyakov et Maldonado
2014). Ces résultats suggerent que le systéme sérotoninergique module le comportement social via la
régulation de la libération d’ocytocine. Cette modulation semble étre réciproque. En effet, Yoshida et al.
ont démontré chez le rongeur que certaines cellules sérotoninergiques du raphé expriment le récepteur
de I'ocytocine, et que la stimulation de ce dernier induit la libération de sérotonine (Yoshida et al. 2009).
En faveur d’un r6le conjoint de ces deux systéemes de neurotransmission, Dolen et ses collegues (2013)
ont montré que la déplétion génétique des récepteurs de I'ocytocine exprimés par les neurones du raphé
abolit la préférence de place conditionnée pour un stimulus social. En particulier, ces auteurs ont montré

que les récepteurs présynaptiques de I'ocytocine, localisés sur les projections de raphé dorsal au niveau
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du noyau accumbens, induisent la libération de 5-HT dans le Nac et que l'activation des récepteurs 5-
HT1s post-synaptiques est nécessaire pour établir la préférence sociale (figure 18). Dolen et al. ont ainsi
montré donc que les propriétés récompensantes de l'interaction sociale chez la souris requierent

I'activité coordonnée de I'ocytocine et de la 5-HT dans le noyau accumbens.

Cette interaction entre ocytocine et sérotonine a également été démontrée chez I’'Homme ou
I’administration d’ocytocine déplace la liaison du radio marqueur [*F]MPP, un ligand du récepteur 5-
HT1a, et augmente la concentration de sérotonine dans le sérum (Mottolese et al. 2014). Une autre étude
indigque qu’a I'opposé de ce qui est observé chez des sujets sains, I'ocytocine ne modifie ni la liaison des
ligands du récepteur 5-HT1a, ni les concentrations plasmatiques de sérotonine chez des sujets avec TSA
(Lefevre et al. 2017). Collectivement, ces études mettent en évidence un réle crucial de I'interaction
entre le systeme sérotoninergique et I'ocytocine dans la récompense sociale, et son altération

potentielle chez les sujets atteint TSA.

On peut noter que I'administration intranasale d’ocytocine a récemment été étudiée en tant que
traitement potentiel des TSA. Malheureusement, les résultats cliniques et précliniques se sont révélés
peu reproductibles (Alvares, Quintana, et Whitehouse 2017). Les altérations du systeme
sérotoninergique observées chez les sujets atteints de TSA pourraient expliquer l'inefficacité de
I'ocytocine. Dans ce contexte, la combinaison de I'ocytocine avec des traitements ciblant le systeme
sérotoninergique parait particulierement prometteuse. Si le role des récepteurs 5-HT1a et 5-HTig dans la
récompense sociale a déja été mis en évidence, d’autres récepteurs de la sérotonine pourraient
également étre impliqués. Le récepteur 5-HTs est particulierement exprimé dans le Nac, ou il apparait
réguler I'apprentissage. Une étude préliminaire a démontré les effets bénéfiques d’un de ses ligands sur
I'interaction sociale dans un modeéle d’autisme. De plus, une autre étude a trouvé une association d’un
variant du récepteur aux TSA. Ces différents éléments font du récepteur 5-HTs une cible thérapeutique
particulierement intéressante a étudier dans le contexte du déficit d’apprentissage associatif et les effets

renforcant de la cocaine et du sucrose.
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Figure 18- I'action coordonnée de I'ocytocine et de la sérotonine dans le noyau accumbens (Nac) promeut la
récompense sociale

Les neurones sérotoninergiques du raphé et ocytocinergiques du noyau paraventriculaire du thalamus projettent
au niveau du noyau accumbens (Nac), ou leur action conjuguée permet d’instaurer une dépression a long terme
(LTD) de la libération de glutamate (Glu). L'inhibition des neurones épineux moyens du Nac qui en résulte
promeut la récompense. Ce mécanisme semble jouer un réle crucial dans le systeme de récompense social en
particulier, la suppression des récepteurs ocytocinergiques présents sur les projections du raphé suffit a rompre
la préférence sociale. Ocytocine (OXT), noyau paraventriculaire de I'hypothalamus (PVN), sérotonine (5-HT),
récepteur de I'ocytocine (OXTR), récepteur de la sérotonine 1b (5-HT1bR), Redessiné a partir de Délen, et al
Nature 2013.
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Objectifs

Le récepteur 5-HTs de la sérotonine a émergé depuis une dizaine d’années comme un acteur clef
des processus neurodéveloppementaux. Son réle a déja été mis en évidence dans différents mécanismes
clefs comme la migration neuronale et l'initiation de la pousse neuritique, via son interaction avec un de
ses partenaires, Cdk5. Plusieurs autres partenaires identifiés par notre équipe sont connus pour leur
implication dans les processus neurodéveloppementaux. Parmi ceux-ci, GPRIN1 a attiré notre attention
car il s’agit d’'une protéine connue pour interagir avec les protéines Ga activées et promouvoir la pousse

neuritique.

Dans ce contexte, le 1" but de mon travail de these a été d’étudier le role de I'interaction entre
GPRIN1 et le récepteur 5-HTs dans la différenciation neuronale.

Dans ce cadre, j’ai poursuivi plusieurs objectifs :

= Caractériser les sites d’interaction de GPRIN1 avec le récepteur 5-HTe, sa modulation et sa
dynamique d’interaction.
= Mettre en évidence la fonction de cette interaction : 1) dans la signalisation du récepteur (via

I’engagement de la voie Gs) et 2) dans la pousse neuritique et la morphogenése de I'arbre

dendritique induites par le récepteur, dans un modele classiquement utilisé pour I'étude de la

différentiation neuronale, les cellules NG108-15, puis dans des cultures primaires de neurones
de souris issues de différentes régions cérébrales dans lesquelles le récepteur est fortement
exprimé (striatum, cortex, hippocampe).

En particulier, le récepteur 5-HTs est exprimé dans des zones hautement liées aux processus de
récompense et a la cognition, comme le striatum. Les fonctions du récepteur exprimé dans le striatum
ont cependant été peu étudiées et son role dans la régulation de la récompense aux stimuli naturels et
des comportements motivés reste a mettre en évidence. De fagon intéressante, deux des partenaires du
récepteur 5-HTs, NF1 et GPRIN1, interagissent également avec le récepteur Mu des opioides laissant
présager une interaction fonctionnelle potentielle entre ces deux RCPGs. Le récepteur Mu est un acteur
central des processus de récompense dont le réle a été trés étudié dans I’addiction. Plus

particulierement, le récepteur Mu apparait comme un modulateur clef de la récompense sociale. Le
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déficit de récompense sociale est un des symptémes des troubles du spectre de |'autisme. Les souris
génétiquement déplétées pour le récepteur Mu aux opioides (Oprmi‘/)) présentent des déficits
comportementaux, qui récapitulent les symptémes primaires, et de nombreux symptémes secondaires
propres aux TSA. Ainsi, ces souris ont été proposées comme modele d’autisme. En corrélation avec leur
phénotype comportemental, ces souris présentent un déficit d’activation du systéme de récompense

mis en jeu par des stimuli sociaux.

Dans ce contexte, je me suis intéressée dans la deuxieme partie de ma these au role du récepteur
5-HTe dans les déficits comportementaux observés chez les souris Oprm1t/) et en particulier les déficits

des comportements dépendant du striatum.

Notre premiére approche pour débuter cette étude a été de tester les effets du traitement sub-
chronique des souris avec le SB258585 (agoniste inverse du récepteur) sur le comportement des souris
sauvages et Oprm1/), Nous avons évalué les effets de ce composé sur :

= Le comportement social

= La préférence sociale

= L’inflexibilité cognitive

= Les comportements stéréotypés
= |’anxiété

= |’apprentissage moteur

= |lasensibilité a la douleur
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|. Techniques d’étude moléculaires et cellulaires

O ANIMAUX

Les souris knock-in (KI) 5-HT¢®"P/6FF exprimant le récepteur 5-HTg fusionné a la GFP au niveau de son
extrémité C-terminale, ont été générées par recombinaison homologue par I'Institut Clinique de la Souris
(ICS, llikirch-Graffenstaden, France, http: // www .ics-mci.fr / fr /). Elles ont été fonctionnellement
caractérisées (Deraredj Nadim et al. 2016a). Les cultures primaires de neurones ont été réalisées a partir
de souris OF1 provenant de Charles River Laboratories. Les procédures ont été réalisées dans le strict
respect des directives d'utilisation et de soin des animaux de I'Université de Montpellier (autorisation

D34-172-4).

O PLASMIDES PRODUITS CHIMIQUES ET ANTICORPS

Les constructions sauvages (Wt) du récepteur 5-HTe humain, étiquetées HA et YFP humain ont été
décrites précédemment (Duhr et al., 2014). Tous les mutants du récepteur 5-HTs ont été générés par
mutagenese dirigée et contrblés par séquencage. Le plasmide humain GPRIN1 a été construit par sous-
clonage du clone I.M.A.G.E BC052950 (source bioscience) dans le plasmide d’expression eucaryote pRKS5.
La sonde CAMYEL a été fournie par la plateforme pharmacologique ARPEGE (BioCampus Montpellier,

France).

Trois ShRNA dirigés contre GPRIN1, ainsi qu’un shRNA controle fusionné a I’eGFP, clonés dans un vecteur
d’expression lentiviral pLKO ont été obtenus auprées de Sigma-Aldrich. Les particules virales ont été

produites par la Plateforme de Vectorologie de Montpellier (PVM, BioCampus, Montpellier, France).

L'anticorps anti-HA conjugué aux billes agarose (clone n ° HA-7) a été acheté aupres de Sigma-Aldrich.
L'anticorps de lapin anti-GPRIN1 (référence 13771-1-AP) de proteintech, I'anticorps anti-Gas de lapin de
Calbiochem (référence 371732), I'anticorps anti-HA de rat (clone n ° 3F10) de Roche et |'anticorps anti-

MAP2 de souris de Novus biologics.

Le SB 271046, le Way 187181, le KT 5720 et le sel de triéthyamonium RP-cAMPS proviennent de chez
Tocris Biosciences. La coelentérazine h utilisée pour les expériences de BRET a été achetée chez

Nanolight Technology (référence 50909-86-9) . Les peptides TAT synthétiques (pureté> 90%) ont été
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achetés chez Genscript. Les séquences peptidiques sont les suivantes : peptide TAT Ct320-342 :
YGRKKRRQRRRPLFMRDFKRALGRFLPCPRPRPR ; et peptide TAT controle
GRKKRRQRRRPCPCPCPLFRGLARKFDRMFLP.

O CULTURE CELLULAIRE TRANSFECTION ET TRAITEMENTS

Culture et transfection des lignées

Les cellules NG108-15 ont été cultivées dans du DMEM (Dulbecco's modified Eagle's medium)
supplémenté avec 10% de sérum de veau foetal dialysé, 2% d'un  mix
hypoxanthine/aminopterin/thymidine (Life Technologies), et des antibiotiques. Les cellules ont été
transfectées en suspension avec la Lipofectamine 2000 (Life Technologies) selon le protocole
recommandé par le fournisseur. Les cellules ont été traitées 5h ou 24h apres la transfection avec les
composés indiqués aux concentrations suivantes : SB271046 (10 uM), KT 5720 (2 uM), cAMPS-RP (25
uM), TAT Ct320-342 ou controle (TAT scrambled) (1 uM). Les cellules ont été utilisées 24h ou 48h

apres transfection.
Culture primaire neuronale.

Les cultures primaires de neurones de striatum, de cortex et d’hippocampe ont été préparées a partir
d’embryons de souris OF1, aux jours embryonnaires 15,5 pour les neurones de cortex et de striatum et
17,5 pour les neurones d’hippocampe. Les structures prélevées ont été dissociées mécaniquement et
reprises dans un milieu constitué de neurobasal (ThermoFischer scientific) supplémenté avec du B27
(ThermoFischer scientific)) du GlutaMAX (ThermoFischer scientific) et un cocktail de
penicilline/streptomycine. Les neurones dissociés sont ensuite placés sur des lamelles en verre de
12mm, préalablement coatées avec de la polyornithine et de la laminine. Les cultures ont ensuite été
conservées dans un incubateur au taux d’humidité, de CO; et a la température contrélés (a 37 °C 5% CO,).
Pour les expériences de mesure de pousse neuritique de 1 a 3 DIV, les neurones ont été traités avec le
peptide TATCt320-342 (1uM) ou le peptide TAT contréle (1uM), 5h ou 24h apres ensemencement, puis
fixées aprés 1, 2, ou 3 jours de culture in vitro (DIV). Pour les expériences de mesure de I'arborisation
dendritique a 13DIV, les neurones de striatum ont été traités au peptide TATCt320-342 ou controle

(1uM) a partir de 4 DIV puis un jour sur deux jusqu’a 13DIV. Pour les expériences d’extinction de
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I’expression de GPRIN1, les cultures ont été infectées a 3 DIV avec le ShRNA ciblant GPRIN1 ou un ShRNA

controle scrambled eGFP puis lysées ou fixées a 13 DIV.

0 IMMUNOCYTOCHIMIE ET ANALYSES MORPHOLOGIQUES

Les cellules NG 108-15 ont été fixées dans une solution de PBS a 4% de paraformaldehyde pendant
10 min, les neurones ont été fixés dans de la paraformaldehyde diluée a 2% dans le milieu de culture
neuronale, pendant 15min. Les cellules ont ensuite été incubées dans une solution de PBS-glycine
(0,1M) pendant 15 minutes, puis avec |'anticorps primaire (souris anti-MAP-2, 1: 1000, lapin anti
GPRIN1 1: 500 ou rat anti-HA, 1: 1000) dans une solution de PBS a 5% de BSA et (Albumine de sérum
bovin) et 0,1% de Triton a température ambiante pendant 1h. Apres 3 lavages au PBS les cellules ont
été placées dans la solution d’anticorps secondaire (anti-souris conjugué a I’Alexa Fluor 488 ou anti-
lapin conjugué a I’Alexa Fluor 594, 1: 1000, dilué dans une solution PBS a 5% de BSA et 0,1% de Triton)
a température ambiante pendant 1h heure. Les lamelles ont été montées dans du mowiol et
visualisée avec un microscope a épifluorescnece AxiolmagerZ1 (Zeiss), en utilisant un objectif 20X. La
longueur des neurites a été mesurée a l'aide du plugin NeuronlJ du logiciel Imagel. Un minimum de
15 champs de cellules a été analysé par condition, provenant d'au moins 3 expériences
indépendantes. La ramification a été évaluée en utilisant une analyse de Sholl semi-automatisée qui
évalue le nombre d’intersections coupant des cercles concentriques partant du soma et séparés par
un intervalle de 5 um (SynD, MatlLab), (Schmitz et al. 2011). Un minimum de 45 cellules ont été

analysées pour chaque condition, provenant d'au moins 3 expériences indépendantes.

O TECHNIQUES BIOCHIMIQUES

Lyse celullaire

Les cellules NG108-15 transfectées ont été lysées dans un tampon contenant : 20 mM d'HEPES, pH 7,4,
150 mM de NaCl, 1% de NP40, 10% de glycérol 4 mg / ml de dodécylmaltoside, des inhibiteurs de
phosphatases (NaF, 10 mM, Na + -vanadate, 2 mM, Na + -pyrophosphate, 1 mM et B-glycérophosphate,
50 mM) et un cocktail d’inhibiteurs de protéases (Roche) pendant 1 h sur roue a 4 ° C. Les échantillons

ont ensuite été centrifugés a 15 000 g pendant 15 minutes a 4°C et le surnageant a été transféré dans
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un tube propre. La concentration en protéines a ensuite été évaluée en utilisant la méthode de dosage

a I'acide bicinchoninique (BCA, sigma).
Immunoprécipitation
1) Immunoprécipitation par I'étiquette HA

Les protéines solubilisées (1 mg par condition) ont été incubées avec un anticorps anti-HA fixé sur
billes d’agarose. Les billes sont ensuite culotées par centrifugation (15000 rcf, 15 minutes) et lavées

avec du tampon de lyse. Cette étape est répétée 5 fois
2) Immunoprécipitation par I'étiquette GFP

Les protéines solubilisées (1mg par condition) sont incubées avec des billes couplées a un nanobody
dirigé contre la GFP (GFP TRAP®, Chromotek) pendant 1h a 4°C. Les billes GFP TRAP® sont ensuite
culotées par centrifugation (2400 rcf, 4minutes) et lavées 4 fois avec un tampon contenant 10mM
Tris/Cl ph 7.5; 500mM NaCl; 0.5mM EDTA. Un dernier lavage avec un tampon centenant 150mM Nacl
est réalisé. L’élution des protéines immunoprécipitées est réalisée dans du tampon Laemmli 2X avec

chauffage a 70°C pendant 10 minutes, avant analyse par immuno-blot.
Western-blot

Les protéines ont été séparées sur minigel de polyacrylamide a 10% par migration dans un tampon
tris-glycine dans un systéme mini-protean Il (Biorad). Elles ont ensuite été transférées sur membrane
de nitrocellulose Hybond C (GE Healthcare) via un systéeme de transfert semi sec de biorad (Trans-
Blot Turbo®). Apres une étape de blocage dans du TBS contenant 0,1% de Tween-20 et 5% de lait
écrémé, les membranes ont été incubées pendant une nuit a 4 ° C avec I'anticorps primaire dilué dans
un tampon TBS contenant 0,1% de tween-20, 5% de BSA et 0,02% de sodium azide (anti-GPRIN1 1:
500 de lapin, anti-Gas 1: 500 de lapin, anti-HA de rat 1: 1000). Les membranes ont ensuite été lavées
trois fois dans du TBS-Tween et incubées 1h avec l'anticorps secondaire dilué dans du TBS-Tween
avec 5% de lait (anticorps secondaires conjugués a la peroxydase de raifort (HRP) anti-rat ou anti-
lapin, 1/5000, GE Healthcare). L'immunoréactivité a été détectée par chemiluminescence améliorée
(réactif de détection ECL plus, GE Healthcare) et développée grace a un systeme « chemidoc® »

(Biorad). Les bandes révélées ont été quantifiées par densitométrie a I'aide du logiciel Imagel.
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O EXPERIENCES DE BRET (BIOLUMINESCENCE RESONANCE ENERGY TRANSFER)

Analyse de lI'interaction entre Cdk5-Rluc et 5-HTs-YFP

Les cellules ont été transfectées en suspension avec une quantité fixe de plasmide codant pour la
protéine Cdk5 fusionnée a la luciférase (Cdk5-Rluc) et une concentration croissante de plasmide codant
pour le récepteur 5-HTe fusionné a la YFP (5-HTs-YFP, de 0 a 20 ng d’ADN / puits) et ensemencées dans
des microplaques blanches a 96 puits (Greiner) a une densité de 50000 cellules par puits. Le signal de
BRET de chaque plaque a été mesuré deux fois : une premiére mesure a été faite 24 heures apres la
transfection et une seconde mesure a été réalisée 48 heures apres la transfection. Afin de mesurer le
signal de BRET, le substrat de la luciférase, la coelenterazine h, a été ajouté a une concentration finale
de 5 puM et incubée pendant 2 minutes. La luminescence issue de la luciférase et la fluorescence de la
YFP ont été détectées a l'aide d'un Multithread Mithras LB 940 (Berthold), qui permet l'intégration
séquentielle des signaux détectés avec deux filtres (filtre RLuc, 485 + 10 nm, filtre YFP, 530 = 12 nm). Ces
valeurs ont été utilisées comme mesures relatives des expressions totales des protéines étiquetées YFP
et RLuc. Pour les mesures de BRET, I'excitation est faite a la longueur d’onde correspondant a la
luciférase et Les signaux d'émission a 530 nm ont été divisés par les signaux d'émission a 485 nm. Le
rapport de BRET a été défini comme la différence entre le rapport d'émission obtenu avec les protéines
de fusion RLuc et YFP co-transfectées et celui obtenu avec la protéine de fusion RLuc exprimée seule
(bruit de fond). Les résultats ont été exprimés en unités milliBRET. La fluorescence totale et la
luminescence, respectivement. Chaque point de la courbe de BRET correspond au signal de de BRET en
fonction du ratio entre la fluorescence totale la luminescence totale pour chaque condition de
transfection. Les courbes représentent les résultats de 4 expériences menées sur des cultures

différentes.

Mesures des niveaux d'AMPc

Les cellules ont été transfectées dans des microplaques blanches a 96 puits (Greiner) avec une quantité
fixe de sonde CAMYEL (capteur AMPc composé d'une fusion YFP-Epac-RLuc dont la conformation change
lors de la liaison AMPc) et de récepteur 5-HTs, avec ou sans GPRIN1 (Jiang Li et al, 2007). 24h ou 48h
aprés la transfection, la ccelanterazine h a été ajoutée a une concentration finale de 5 uM comme

précédemment, la plaque est ensuite analysée aprés 2mn d’incubation. Le BRET a été mesuré en utilisant
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un lecteur de plaques Mithras LB 940. L’élévation de 'AMPc dans la cellule induit un changement de
conformation de la sonde CAMYEL : les deux extrémités porteuses de la RLuc et de la YFP s’éloignent,
diminuant ainsi le signal de BRET. L'expression de 5-HTs dans les cellules NG 108-15 induit une forte
diminution du signal CAMYEL BRET, par rapport aux cellules transfectées avec un vecteur vide. Cette
observation correspond a une augmentation des taux d'AMPc en l'absence de stimulation par un
agoniste dans les cellules exprimant le récepteur et a donc été utilisé comme indice de l'activité
constitutive du récepteur 5-HTs a la signalisation Gs. Pour les expériences de dose réponse, les cellules
ont été traitées 5 mn avant I'ajout de coelanterzine avec des concentrations croissantes de SB 271046

ou de WAY 187181.

ll. Analyses comportementales

O ANIMAUX ET CONDITIONS D’"HEBERGEMENT

Les souris, males et femelles, sauvages (Oprm1*/*) ou invalidées pour le récepteur Mu aux opioides
(Oprm17°), 4gées de 6 a 8 semaines ont été élevées sur un fond génétique hybride 50% 129SVPas - 50%
C57BL/6J (Matthes et al., 1996). Les animaux sont stabulés par groupes de 2 a 3 par cage d’élevage de
type T2, la piéce d’hébergement est soumise a un cycle jour / nuit de 12 h (6h a 18h). Les conditions de
température (22+2°C) et d’humidité (40+10%) sont maintenues constantes. L’acces a la nourriture et a
I’eau est ad libitum. L’'ensemble des procédures expérimentales a été évalué et approuvé par le comité

d’éthique local en matiére d’expérimentation animale (Comité d’éthique de la PCEA, INRA Nouzilly).

0 TRAITEMENT
Le SB258585 (Tocris) a été administré par injection intrapéritonéale a une dose de 2,5mg/Kg. Les
animaux ont été injectés quotidiennement une semaine avant la batterie de tests afin d’analyser les
effets de I'exposition subchronique au composé des le début des tests comportementaux. Les animaux

ont ensuite été injectés chaque jour 30mn avant le début des tests.

0 TESTS COMPORTEMENTAUX

La batterie de test comportementaux utilisée a été concue pour analyser les effets du SB258585 sur les
déficits comportementaux des souris Oprm17- modélisant les troubles observés dans les TSA (Becker et

al. 2014). Les troubles du comportement social ont été évalués avec le test d’interaction sociale directe
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et le test des trois chambres (préférence sociale). Les comportements stéréotypés et restreints ont été
évalués par I'analyse de l'alternance spontanée dans un labyrinthe en Y et la quantification des
stéréotypies motrices. Parmiles symptomes secondaires, ont été évalués : I'anxiété, (test de suppression
de I'alimentation par la nouveauté, tes d’enfouissement de billes), la maladresse motrice (rotarod), et la
sensibilité a la douleur (test d'immersion de la queue). Le nombre de souris est identique pour tous les
tests soit: Oprm1** Véhicule, n=10; Oprm1*/* SB258585 n=8; Oprm1”/- Véhicule, n=8; Oprm1”
SB258585, n=12.

Test d’enfouissement de billes (« Marble Burrying test »)

Le but de ce test est d’évaluer les stéréotypies d’enfouissement suscitées par I'anxiété. Le
protocole a été adapté depuis la publication d’Amodeo et al/(Amodeo et al., 2012). Des cages d’élevage
de taille T1 (21x11x17 cm), transparentes, sont préparées avec 5 cm de sciure fraiche sur laquelle sont
disposées 20 billes de verre (diamétre : 1,5 cm) régulierement espacées. L'intensité lumineuse de la
piece est réglée a 40 Lux. Les souris sont placées individuellement dans les cages recouvertes d’un
couvercle filtrant. Apres 15 mn, les souris sont retirées et le nombre de billes enfouies a plus de 50% est

compté.

Test d’interaction sociale directe

Ce test permet d’évaluer les comportements sociaux spontanés des animaux a I'égard d’un
congénére inconnu. Chaque arene (40x40 cm) est délimitée par des parois en polypropyléne noires
opaques (H50 cm). Le dispositif est placé sur un plancher infrarouge permettant de mieux visualiser les
animaux lors de 'analyse a postériori des enregistrements vidéo réalisés a chaque session. L’intensité
lumineuse est fixée a 15 lux pour limiter I'anxiété des animaux. La veille du test, les souris sont habituées
a I'aréne durant 10 mn. Le jour du test, deux souris de méme génotype, genre et traitement mais
provenant de cages d’élevage différentes, sont introduites simultanément dans |’aréne pour une session
de 10 mn. Les enregistrements vidéo sont analysés a postériori avec un clavier éthologique (viewpoint
Lyon). Les paramétres suivants sont évalués : le nombre et la durée des contacts du museau et des
pattes ; le nombre de toilettages totaux et aprés interaction sociale ; le nombre de redressements, de

mouvements circulaires (circlings), d’attaques et de poursuites.

Test de I'alternance spontanée dans un labyrinthe en Y
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Ce test permet d’évaluer la flexibilité cognitive au cours d’une séquence d’exploration spatiale. Les
souris sont placées dans un labyrinthe en Y, constitué de trois bras en plexiglas (40x9x16 cm) tapissés de
motifs distincts. Les souris sont placées au centre du labyrinthe durant 5 mn, I'intensité lumineuse est
fixée a 15 lux. La séquence d’exploration du labyrinthe (entrées dans les bras A, B et C) est analysée a
postériori a partir d’enregistrements vidéos. Sont dénombrés pour chaque triades d’entrées: les
alternances spontanées completes (ex : A-B-C), les alternances entre deux bras (ex : A-C-A) et les retours
dans le méme bras (ex : A-A-C). L'augmentation du nombre de persévérations (alternances entre deux
bras ou retours dans le méme bras), en absence de troubles de la mémoire de travail ou de la mémoire

spatiale, traduit un déficit de flexibilité cognitive.

Analyse des stéréotypies motrices

Pour ce test, les souris sont placées individuellement dans une cage d’élevage transparente
(21x11x17 cm) contenant une couche de 3 cm de sciure durant 10 mn. Sont scorés en direct : le nombre
de secouements de la téte, les redressements, les enfouissements (durée et nombre), les mouvements

circulaires et les toilettages.

Test des trois chambres (« test de Crawley »)

Le protocole expérimental a été adapté de (Peca et al., 2011). Le dispositif de test est constitué d’une
boite en acrylique transparente divisée en trois chambres de taille égale (40 x 20 x 22,5 cm). Deux portes
coulissantes (8 x 5 cm) permettent la circulation entre les chambres. Des cages grillagées, métalliques et
de forme cylindriques (18 x 9 cm) sont utilisées pour contenir les souris interactrices. Les souris
interactrices (qui serviront de stimuli sociaux) sont habituées au confinement dans les cages grillagées
pendant 2 jours (20 minutes / jour). Le jour du test, I'animal testé est habitué au dispositif pendant 10
minutes (cages métalliques vides). Au bout de ces 10 mn la souris testée est ramenée dans la chambre
du milieu pendant que gu’une souris non familiere (nouveauté sociale) est introduite dans une cage
métallique dans 'une des chambres latérales et qu’un objet (8 x 10 cm) est introduit dans la seconde
cage métalligue comme témoin de nouveauté non sociale. Les portes coulissantes sont relevées et
I'animal expérimental est autorisé a explorer librement I'appareil pendant 10 min. Le nombre d'entrées
dans chaque chambre, le temps passé dans chaque chambre et le nombre et la durée des contacts du

nez avec la souris stimulus ou I'objet (ou la cage métallique, sauf escalades) sont analysés a postériori a
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partir des enregistrements vidéo. La position relative des souris stimulus et des objets (chambre de

gauche ou chambre de droite) est randomisée d’une souris a I'autre.

Test de suppression de I’alimentation en réponse a la nouveauté (« Novelty Supressed Feeding » ; NSF)

Le test de suppression de |’alimentation en réponse a la nouveauté permet de mesurer |'anxiété
de conflit. Apres 24 heures de jeline, les souris sont placées individuellement dans une arene (40x40x50
cm) dont le sol est recouvert de sciure (10 cm). Au centre de I'aréne, éclairée a 100 lux, est placé un
mouchoir blanc sur lequel sont disposés 3 granulés alimentaires standards. La souris est mise dans
I'aréne et le temps que met I'animal avant de se nourrir est quantifié. Les souris ont tendance a éviter le
centre de 'arene, qui est plus éclairé donc anxiogéne, la présence de granulés alimentaires au centre

stimule en contre partie des comportements d’approches.

Apprentissage Moteur :

La performance d'apprentissage moteur a été évaluée comme décrit précédemment (Le Merrer et
al., 2013). L'appareil utilisé est un rotarod (Bioseb, Valbonne, France) accélérant de 4 a 40 tr / minen 5
min. L’axe est recouvert d'un tube isolant pour une meilleure adhérence, son périmetre externe est de
5 cm. La piéce est éclairée a 40 lux. Au jour 1, les souris sont, tout d’abord, habituées a marcher sur I'axe
rotatif a 4 rpm. L'entrainement dure jusqu'a ce qu'elles puissent rester plus de 180s. Du jour 2 au jour 5,
les souris sont testées a raison de trois essais quotidiens séparés chacun par 60 secondes de repos. Pour
chaque essai, les souris sont placées sur |’axe rotatif, la rotation commence a une vitesse constante de
4 tr / min pendant 60 s. Ensuite, le programme d'accélération est lancé, le test est terminé pour une
souris lorsqu’elle tombe de I'axe. Le temps passé sur I'axe rotatif est automatiquement enregistré. Le
temps pendant lequel I'animal reste sur I'axe en rotation le jour 2 est une mesure de I'équilibre, de la
coordination, de la condition physique. L’évolution du temps passé sur le rotarod avant la chute au fur

et a mesure des 5 sessions est le reflet de I'apprentissage moteur.

Test de 'immersion de la queue
L'animal expérimental est immobilisé dans un dispositif de contention (sachet en tissu). La queue de

I'animal est ensuite immergée dans un bain marie chauffé a une température constante. Trois
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températures sont testées successivement : 48°C, 50°C et 52°C. Le temps de latence avant |I'observation

d’un réflexe de retrait de la queue est mesuré.

[ll.  Analyse Statistique

Les analyses statistiques ont été réalisées avec le logiciel Prism4 (GraphPad Software Inc).

Pour la partie 1 des résultats, les données ont été analysées avec un test de student lorsque deux
conditions seulement ont été comparées. Les résultats de I'analyse de sholl ont été anlysés avec une
ANOVA a deux facteurs suivis d’un test de Sidak pour comparer les effets de GPRIN1 a chaque distance
du soma. Dans tous les autres tests, les données ont été analysées avec une ANOVA a un facteur suivi

d’un test de Tukey pour les comparaisons multiples.

Pour la partie 2 des résultats, (analyse comportementale), les données ont été analysé via une ANOVA
a deux facteurs (génotype et traitement) et suivie d’'un test a posteriori de Tukey pour les comparaisons
multiples. Le test des trois chambres (Crawley) a été analysé ave une ANOVA a deux facteurs suivis d’un
test de Sidak pour comparer pour chaque groupe les données d’interaction avec I'objet ou la souris

interactrice.

Des tableaux détaillant les statistiques pour chacune des figures sont disponibles en annexe 1, ils sont

classés par type d’analyse.
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Chapitre | : L’interaction dynamique entre le récepteur 5-HT; et
Ses partenaires protéiques fagonne I'architecture de

I’arborisation dendritique

Dans une étude interactomique précédente, basée sur approche associant chromatographie
d’affinité (« GST pull-down ») et identification des protéines isolées par affinité par spectrométrie de
masse en tandem (AP-MS), I'équipe a mis en évidence une association entre I'extrémité C-terminale du
récepteur 5-HTe et un réseau de protéines impliquées dans le développement neuronal (Duhr et al. al
2014). Ces candidats partenaires du récepteur comprennent GPRIN1, un substrat de Cdk5, connu pour
son role dans la pousse neuritique, auquel nous nous sommes donc intéressés dans cette étude (Figure
19)

Notre premier objectif a été de vérifier I'interaction de GPRIN1 avec la forme entiére du
récepteur. Pour cela, nous avons utilisé un modele hétérologue, les NG108-15. Il s’agit d'une lignée de
neuroblastomes, fréqguemment utilisée pour étudier la différenciation neuronale. Ces cellules
n’expriment ni le récepteur 5-HTs ni GPRIN1 de facon endogéne, nous les avons donc exprimés par

transfection. Nous avons pu observer que GPRIN1 co-immunoprécipite avec le récepteur 5-HTs (HA-5-

Figure 19- GPRIN1 un nouvel interacteur du
récepteur 5-HTs

(A)Représentation schématique de Iinteractome du

A B Wr TG::'F_(E}g} récepteur 5-HTe impliqué dans la dynamique du
SHT.R cytosquelette d’actine modélisée a partir de Cytoscape (v

PP2A: 7 F*r‘N"' P 72 2.8.1). Les points gris représentent les partenaires

} CDKB:oCKEPS olela identifiés dans Duhr et al 2014. (B) Le récepteur 5-HTg -

GPRIN1 ¢ GFP a été immunoprécipité (IP) a partir de lysats de
PALM: N A : Co-lP | 4ap Cerveaux de souris 5-HTs"/S"P yjg un systéme GFP TRAP®.

| TS Y ERK2 oGPRIN1 La co-immunoprécipitation de GPRIN1 (Co-IP) a été

\ 'wﬁvEf',;i_ DOCKS révélée en utilisant un anticorps anti-GPRIN1 (aGPRIN1)
ACTIN—<ARP2/3 Input | 43p etlimmunoprécipitation du récepteur 5-HTe-GFP avec un

oGPRINT anticorps anti GFP (aGFP). L'immunoprécipitation témoin

a été réalisée en utilisant un extrait de protéines de
cerveau de souris sauvages (WT). Un immunoblot
représentatif de trois expériences indépendantes est
montré.
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HTe) dans les cellules NG 108-15 (figure 20A), confirmant la présence d’une interaction entre ces deux
protéines entiéres dans une contexte cellulaire, in vitro.

Nous avons ensuite étudié cette interaction in vivo avec le récepteur natif en réalisant une co-
immunoprécipitation (GFP Trap®) a partir de lysats de cerveau provenant d’une souris knock-in
exprimant une version étiquetée GFP du récepteur 5-HTs (souris 5-HTs®FP/GFP générée par le laboratoire).
J’ai observé une co-immunoprécipitation de GPRIN1 avec le récepteur, nous permettant de confirmer
son interaction avec le récepteur 5-HTs endogene, dans un contexte tissulaire authentique (figure 19B).
Collectivement, ces résultats indiquent que le récepteur 5-HTs sous sa forme entiére, interagit avec

GPRIN1 in vitro et in vivo.

Pour aller plus loin dans I’étude de cette interaction, nous avons étudié son évolution au cours
du temps dans les cellules NG108-15.

Ainsi, nous avons pu mettre en évidence que cette interaction suit une dynamique temporelle.
En effet, les expériences de co-immunoprécipitation démontrent que l'interaction entre GPRIN1 et le
récepteur 5-HTs est beaucoup plus robuste 48h aprés la transfection, comparé a l'interaction observée
24h apres la transfection (+ 140 + 15,3 % p< 0,0001, figure 20A). Par ailleurs, nous observons que
I’expression de GPRIN1 et du récepteur dans les lysats totaux augmentent également entre 24h et 48h
(figure 21A). Le ratio d’expression de GPRIN sur I'expression du récepteur reste cependant identique aux
deux temps, indiguant que I’expression des deux protéines varie dans les mémes proportions. Ainsi, il
est peu probable que I'augmentation d’interaction de GRPIN1 avec le récepteur 5-HTs, observée a 48h
s’expligue uniguement par cette variation d’expression.

Il est par ailleurs important de souligner que toutes nos tentatives d’ajout d’un tag a la séquence
de GPRIN1 ont résulté en une altération de I’expression de GPRIN1 a la membrane. De ce fait, nous

n’avons pas pu étudier I'interaction récepteur 5-HTs/GPRIN1 avec des techniques de BRET ou de FRET.
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Figure 20 Les interactions de GPRIN1 et Cdk5 avec le récepteur suivent une dynamique temporelle

Les NG108-15 ont été transfectées avec le récepteur HA-5-HTg seul ou en combinaison avec GPRIN1 (A) ou Cdk5 mcherry
(B). Les cellules ont été lysées 24h ou 48h aprés la transfection. Le récepteur a été immunoprécipité en utilisant des billes
d’agarose conjuguées a un anticorps anti-HA. La co-immunoprecipitation de GPRIN1 (Co-IP) a été révélée en utilisant un
anticorps anti-GPRIN1 (aGPRIN), la co-immunoprecipitation de Cdk5mcherry (Co-IP) a été révélée en utilisant un
anticorps anti-Cdk5 (aCdk5), et I'immunoprécipitation (IP) du récepteur HA-5-HT¢ avec un anticorps anti HA (aHA). Un
immunoblot représentatif est montré dans le panneau supérieur, et I’histogramme en dessous représente les résultats
de I'analyse densitométrique de quatre expériences indépendantes, les inputs sont présentés sur la page suivante. Les
résultats ont été analysés par une ANOVA suivie d’un test de Tukey, et sont représentés en moyenne + SEM. *P < 0.05
**P < 0.01 et ***p<0.001. (C) Les NG108-15 ont été transfectées dans des plaques 96 puits avec une dose fixe Cdk5-Rluc
(donneur) et des concentrations croissantes de 5-HTe-YFP (accepteur). Le signal de BRET a été mesuré 24h et 48h aprés
la transfection, la proximité entre Cdk5-Rluc et 5-HT¢-YFP a été évaluée via I'analyse de la saturation du signal de BRET.
Les mesures représentent les résultats cumulatifs de 4 expériences.

Dans une étude précédente, notre équipe a étudié I'interaction entre le récepteur 5-HTs et un

autre de ses partenaires protéiques : Cdk5. L'interaction récepteur 5-HTe-Cdk5 n’avait cependant été

mise en évidence dans les cellules NG108-15 que 24h apreés la transfection (Duhr et al. 2014) i.e. dans

des conditions expérimentales oU l|'association entre GPRIN1 et le récepteur est faible. Suite a

I’observation de la variation d’interaction de GPRIN1 avec le récepteur au cours du temps, nous nous

sommes demandés si l'interaction entre le récepteur et Cdk5 suivait également une dynamique

temporelle. Confirmant les résultats obtenus précédemment par I'équipe, j'ai pu mettre en évidence
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une co-immunoprécipitation de Cdk5-mcherry exprimée dans les cellules NG 108-15 avec le récepteur
5-HTs aprés 24h de transfection (figure 20B). Cependant, 48h apres la transfection (condition ou
I’association entre GPRIN1 et le récepteur est fortement augmentée), on n’observe pas de co-
immunoprécipitation de Cdk5 avec le récepteur 5-HTs(-96,9 + 3,25 % p< 0,0001, figure 20B). J'ai ensuite
utilisé une technique de BRET pour confirmer ce résultat. J’ai pu observer une saturation du signal de
BRET dans les cellules coexprimant 5-HTs-YFP et Cdk5-RLuc 24h apres la transfection, confirmant la
présence d’une interaction spécifique entre les deux protéines (figure 20C panel haut). Toutefois, 48h
aprés la transfection, on observe une absence de saturation du signal de BRET, indiquant I'absence
d’interaction spécifique entre le récepteur 5-HTs-YFP et Cdk5-RLuc (figure 20C panel bas). Si I'expression
de Cdk5mcherry augmente au cours du temps, a I'image de ce qui a été mis en évidence pour GPRIN1 et
le récepteur 5-HTs, le ratio de I’expression de Cdk5 sur celle du récepteur reste identique aux deux temps
(figure 21B).

Collectivement, ces données semblent indiquer que les interactions entre le récepteur 5-HTs et
Cdk5 d’une part, et GPRIN1 d’autre part, sont des processus dynamiques et que le récepteur interagit
avec I'un des deux partenaires de fagon exclusive. Il s’agit, a notre connaissance d’une des premieres
observations d’une dynamique temporelle d’interaction entre deux partenaires d’'un RCPG qui
s’associent au méme domaine du récepteur (le domaine C-terminal dans le cas du récepteur 5-HTs,

comme nous le verrons par la suite).
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Figure 21- L’expression de 5-HTs, GPRIN1 et Cdk5 évolue au cours du temps.

(A) Les cellules NG108-15 ont été transfectées avec des plasmides codant pour le récepteur HA-5-HTg seul ou en
combinaison avec GPRIN1 ou Cdk5 mcherry. Les cellules ont été lysées 24h ou 48h apreés la transfection. Les extraits
protéiques (inputs) ont été déposés sur gel a quantité de protéines équivalentes pour chaque condition. GPRIN1a été
révélée en utilisant un anticorps anti-GPRIN1 (aGPRIN1), le récepteur HA-5-HTs avec un anticorps anti HA (aHA) et Cdk5
mcherry avec un anticorps anti Cdk5 (aCdk5). Un immunoblot représentatif est montré dans le panneau supérieur, et
I’histogramme en dessous représente les résultats de I'analyse densitométrique de trois expériences indépendantes.

Les résultats ont été analysés avec un test de Student et sont représentés en moyenne + SEM.
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Nous avons démontré que le récepteur 5-HTs exprimé dans les cellules NG 108-15, interagit
séquentiellement avec deux partenaires : Cdk5 et GPRIN1.
Nous avons alors recherché quel mécanisme pouvait sous-tendre la succession de ces

interactions. Comme je I'ai évoqué dans l'introduction, Cdk5 phosphoryle le récepteur sur la sérine 350

A B
+ GPRIN1 + GPRIN1
= 2 =3 =8 L
I I I8 I3 I Io
Lo L o 0o o o L W+
=
S 400-
=
= papge
k]
2 3004
IP EE
HA-5-HT: S =
E T 200-
Es
SR
- 1004
=z
: i
Co-IP =
GPRINA B ein | i © o
§HT, 5HT, 5HT, 5HT
Inpuits — — — | — S— g®A  §¥D  +35
GPRINA :

Figure 22- La phosphorylation du récepteur sur la Ser350 module I'interaction entre le récepteur 5-HT¢ et GPRIN1.

Les cellules NG 108-15 ont été transfectées avec le récepteur 5-HTe sauvage étiqueté HA, (HA-5-HTs) ou muté au
niveau de la Ser350 (5-HTsS**°A et 5-HTs5*°D), seul ou en combinaison avec GPRIN1 comme indiqué au-dessus des
immunoblots. Dans la derniere condition, le récepteur sauvage a été transfecté avec GPRIN1 et P35, une sous unité
activatrice de Cdk5. Aprés 48h de transfection, les cellules ont été lysées et le récepteur a été immunoprécipité
avec des billes d’agarose couplées a un anticorps anti HA. La présence de GPRIN1 et du récepteur ont été mises en
évidence avec un anticorps anti GPRIN1 et anti HA respectivement. (A) Les images montrent des immunoblots
représentatifs de trois expériences indépendantes menées sur des cultures différentes. (B) Les histogrammes
montrent les résultats de I'analyse densitométrique. Les résultats ont été analysés avec une ANOVA suivi d’un test
de Tukey, et sont représentés en moyenne + SEM. *P < 0.05 **P < 0.01 et ***p<0.001 vs. condition HA-5-HT¢ +

GPRIN1.
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au niveau de son extrémité C-terminale (Duhr et al. 2014). La phosphorylation est un mécanisme de
régulation dynamique qui peut affecter la conformation et donc la fonction d’une protéine. Cette
modification est labile, puisque I'action conjointe de kinases et phosphatases permet aux protéines
d’alterner entre état phosphorylé et dé phosphorylé. Dans ce contexte, nous avons émis I’hypothése
selon laquelle cette phosphorylation pourrait jouer un réle dans la dynamique d’interaction observée.
Pour répondre a cette question, nous avons tout d’abord étudié I'effet de la mutation du site de
phosphorylation sur l'interaction du récepteur avec GPRIN1 dans les cellules NG 108-15, 48h apres
transfection. Le récepteur 5-HT¢S3°°A (non phosphorylable par Cdk5) interagit plus fortement avec
GPRIN1 que le récepteur sauvage (+ 217 + 5 % p< 0,0001, figure 22). A I'inverse, le mutant 5-HTsS3°°D
(qui mime un état de phosphorylation constitutif) ne recrute pratiquement plus GPRIN1 (-83 £ 5 % p<
0,0001, figure 22). Pour confirmer le réle de la phosphorylation du récepteur par Cdk5, et exclure la
possibilité d’un artefact conformationnel di aux mutations, nous avons choisi de moduler I'activité de
Cdk5 en surexprimant p35, un des activateurs de Cdk5 (L. H. Tsai et al. 1994; Duhr et al. 2014; Meffre et
al. 2012). La surexpression de p35 induit une diminution de I'interaction entre GPRIN1 et le récepteur 5-
HTs, similaire a celle qui est observée dans les cellules exprimant le mutant 5-HT¢S3°°D, (figure 22),
confirmant que GPRIN1 interagit préférentiellement avec la forme non phosphorylée du récepteur.
L’ensemble de ces résultats suggére un role clef de la phosphorylation de la Ser®*° dans la dynamique
d’interaction des partenaires du récepteur 5-HTs et en particulier dans le recrutement séquentiel de

Cdk5 et GPRIN1 par le récepteur.

Comme cela a été mentionné précédemment, l'interaction entre GPRIN1 et |le récepteur 5-HTs a
été initialement mise en évidence a partir d'un GST-pulldown utilisant le domaine C-terminal du
récepteur 5-HTs comme appat (Duhr et al 2014). Afin de confirmer I'importance de ce domaine dans
I'interaction de GPRIN1, nous avons coexprimé la protéine avec un récepteur tronqué de la totalité du
domaine C-terminal (5-HTs ACter). La délétion du domaine C-terminal réduit fortement l'interaction (~-

65% par rapport au récepteur 5HTs entier) mais ne I'abolit pas, suggérant la présence d’un autre site
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d’interaction (figure 23A). Afin de préciser le site d’interaction au sein du domaine C-terminal, nous
avons réalisé des délétions croissantes du domaine C-terminal (a partir de I’extrémité C-terminale). Nous
avons ainsi montré que GPRIN1 co-immunoprécipite avec la méme efficacité avec le récepteur sauvage
et un récepteur tronqué des 98 résidus C-terminaux (i.e. ne conservant que les 22 résidus N-terminaux
du domaine C-terminal), démontrant I'importance de cette séquence de 22 acides aminés dans le
recrutement de GPRIN1. Afin de confirmer son role dans l'interaction, nous avons utilisé un peptide
interférant correspondant a ces 22 résidus et rendu capable de traverser la membrane plasmique grace
sa fusion au domaine de transduction de la protéine Tat du virus HIV (TATCt320-342). Le prétraitement
des cellules avec le peptide TATCt320-342 (1 uM, 12 h) réduit significativement linteraction entre
GPRIN1 et le récepteur 5-HTe et la quantité résiduelle de GPRIN1 co-immunoprécipitée avec le récepteur
a partir des cellules traitées au peptide est équivalente a celle qui est mesurée a partir des cellules co-
exprimant GPRIN1 et le récepteur mutant 5-HT6 ACter. L’'ensemble de ces résultats indique que les 22
acides aminés N-terminaux de I'extrémité C-terminale du récepteur 5-HTe sont importants pour le
recrutement de GPRIN1 par le récepteur, mais également qu’un autre mécanisme contribue a cette
interaction (figure 4B). Nous avons ensuite recherché cet autre mécanisme contribuant au recrutement
de GPRIN1 par le récepteur 5-HTs. Rappelons que GPRIN1 est connu pour interagir avec les protéines Ga
activées. Pour déterminer le réle de la protéine Gas, nous avons utilisé un mutant « Gs dead » du
récepteur, incapable d’engager la signalisation dépendante de Gs du fait de son incapacité a lier la
protéine Gas activée (Jacobshagen et al. 2014). Cette mutation réduit I'association de GPRIN1 au
récepteur de fagon similaire a ce qui est observé dans les cellules traitées au peptide TATCt320-342 ou
exprimant le récepteur mutant 5-HTs ACter (~-65% par rapport au récepteur 5HTe entier, figure 5A). Pour
confirmer que ces deux mécanismes concourent au recrutement de GPRIN1 par le récepteur, nous avons
créé un double mutant « Gs dead » et tronqué pour I'extrémité C-terminale (5-HTs ACter/Gsdead). On
observe un effet additionnel de ces deux mutations conduisant a une réduction de plus de 95% de

I'interaction (figure 23A). L'ensemble de ces résultats suggere que le récepteur 5-HTs recrute un
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Figure 23- L'interaction entre GPRINL1 et le récepteur 5-HTs requiert le domaine C-terminal et I'interaction avec
la protéine Gs Les NG108-15 ont été transfectées avec le récepteur HA-5-HTs sauvage, ou mutant, seul ou en
combinaison avec GPRIN1. Les cellules ont été lysées 48h apres la transfection. Le récepteur a été
immunoprécipité en utilisant des billes d’agarose conjuguées a un anticorps anti-HA. La co-immunoprecipitation
de GPRIN1 (Co-IP) a été révélée en utilisant un anticorps anti-GPRIN1 (aGPRIN) et I'immunoprécipitation (IP) du
récepteur HA-5-HTg avec un anticorps anti HA (aHA). Un immunoblot représentatif est montré dans le panneau
supérieur, et I'histogramme en dessous représente les résultats de I'analyse densitométrique de trois expériences
indépendantes. (A) Résultats obtenus pour le mutant Gsdead (5-HTs /Gsdead), le mutant tronqué pour le domaine
C-terminal (5-HTe¢Acter) et le double mutant Gsdead et tronqué pour le domaine C-terminal (5-HTs ACter/Gsdead).
(B) Résultats obtenus pour les cellules NG108-15 ont transfectées avec le récepteur HA-5-HTs sauvage, + GPRIN1
et traitées avec le TAT peptide Ct320-342 ou avec un scrambled TAT peptide comme contréle (1uM, 12h). (C)
Résultats obtenus pour les cellules NG108-15 ont été transfectées avec GRPIN1 et le récepteur HA-5-HTs sauvage
puis traitées avec un vehicule (DMSO) ou avec le SB271046, un agoniste inverse du récepteur (10 mM) pour une
durée de 5mn ou 12h. Les résultats ont été analysés avec une ANOVA suivi d’un test de Tukey, et sont représentés
en moyenne = SEM. *P < 0.05 **P < 0.01 et ***p<0.001 vs. Condition 5-HTs Wt ou vhcl + GPRIN1.

complexe constitué de la Gas activée et de GPRIN1 et que la Gas favorise I'association de GPRIN1 a un

site de liaison localisé dans la partie N-terminale du domaine C-terminal du récepteur.

Il est important de souligner que, paradoxalement, cette association a été mise en évidence en
absence d’agoniste. Or le récepteur 5-HTs présente un niveau d’activité constitutive trés important vis-
a-vis de la voie de signalisation Gs (Pellissier et al. 2009)(cf intro), c’est a dire qu’il est capable d’adopter

en absence d’agoniste une conformation capable d’activer la protéine Gas et de ce fait de recruter la
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protéine GPRIN1. En accord avec cette hypothése, un traitement des cellules NG108-15 par le SB271046
(1 1M, 12 h), un agoniste inverse du récepteur 5-HTs, réduit fortement le recrutement de GPRIN1 (Figure
5C). Ce résultat confirme que l'interaction récepteur 5-HTs/GPRIN1 est un processus dynamique qui

dépend de la conformation du récepteur et de sa capacité a activer la protéine Gas.

Dans un deuxiéme temps, nous nous sommes penchés sur les aspects fonctionnels de
I'interaction entre le récepteur 5-HTs et GPRIN1 et avons d’abord étudié son impact sur I'activation de
la voie Gs par le récepteur. En utilisant un biosenseur bioluminescent issu de la protéine EPAC (sonde
CAMYEL) permettant de mesurer au cours du temps les modifications de la concentration intracllulaire
d’AMPc par BRET, jai démontré que la co-expression de GPRIN1 avec le récepteur 1) augmente
significativement I'activité constitutive du récepteur 5-HTs ( +60,5 + 10,8 %, p < 0,0001) ; 2) augmente
dans les méme proportions la production d'AMPc induite par la stimulation du récepteur par un agoniste,

le WAY181187, sans changer I'affinité apparente de ce dernier (5-HTs + WAY : ECso= 9,1 x 1071° M vs. 5-
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Figure 24- GPRIN1 augmente |'activité constitutive du récepteur 5-HT6 a la signalisation Gs / cAMP

(A) L’histogramme représente la concentration cellulaire en AMPc exprimée en % (signal BRET de la sonde CAMYEL) de
la condition 5-HT, Vehicle (Veh) et mesurée a partir de cellules transfectées avec le récepteur seul ou avec GPRIN1 puis

traitées ou non avec le peptide TAT Ct320-342 (10uM) ou un agoniste du récepteur, le WAY181187 (1 uM, 5mn). Les
résultats ont été analysés avec une ANOVA suivi d’un test de Tukey, et sont représentés en moyenne + SEM. *p < 0.05
**p< 0.01 et ***p<0.001 (B) Le panneau de gauche montre la courbe de dose-réponse pour |'activation du récepteur
exprimé seul ou avec GPRIN1 par son agoniste le WAY181187. Sur le panneau de droite, la courbe dose-réponse montre
I'inhibition de I'activité constitutive par I'agoniste inverse SB258585 lorsque le récepteur est exprimé seul ou coexprimé
avec GPRIN1.
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HTe + GPRIN1 + WAY : ECso = 7,4 x 101° M) (figure 24). Ce résultat suggére que GPRIN1 favorise
spécifiguement I’activation agoniste-indépendante de la voie Gs par le récepteur 5-HTs sans affecter la
réponse induite par I'agoniste. En accord avec cette hypotheése, I'expression de GPRIN1 diminue I'affinité
apparente du SB271046 pour le récepteur et sa capacité a inhiber I’activité constitutive du récepteur vis-

a-vis la voie Gs (5-HTe+ SB : 1C50=9,6 x 10° M vs. 5-HTs+ GPRIN1 + SB : ICso= 1,75 x 107 M, figure 24).

Les effets de GPRIN1 sont observés 48h apres la transfection, sa co-expression n’affecte pas
I’activation agoniste-indépendante de la voie Gs 24h apres la transfection, condition expérimentale o,
rappelons-le, I'association de GPRIN1 au récepteur est faible. Ceci suggére un réle critique de cette
interaction dans I'activité constitutive du récepteur vis-a-vis de la voie Gs. Corroborant cette hypothese,
le traitement des cellules par le peptide TATCt320-342 abolit totalement les effets de GPRIN1 sur les
taux d'AMPc (figure 24). Il est important de souligner que I’expression totale (mesurée en Western blot,
figure 21) et membranaire (évaluée par une technique de FRET, figure 25) du récepteur est identique
avec ou sans GPRIN1. La potentialisation de I'activité agoniste-indépendante du récepteur induite par
GPRIN1 n'est donc pas due a une modulation de I'expression du récepteur 5-HTs ou de sa localisation a

la membrane plasmique.

ns
304 Figure 25- GPRIN1 n’a pas d’effet sur I'expression

membranaire du récepteur 5-HTs

Les cellules NG 108-15 ont été transfectées avec le
récepteur 5-HTe portant une étiquette SNAP fusionnée a
une fuorophore a son extrémité N-terminale (SNAP-5-HTg)
seul ou avec GPRIN1. L’histogramme représente le signal
de FRET émis par le récepteur 5-HTg exprimé a la
membrane provenant de 5 expériences indépendantes.
Les résultats ont été analysés avec un test de Student et
sont représentés en moyenne + SEM.

P
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Membrane expresion
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Afin de confirmer le réle de GPRIN1 dans I'adoption par le récepteur d’'une conformation active,
nous avons muté en alanine le résidu W281, situé au coeur de la 6™ hélice transmembranaire du
récepteur 5-HTs. Ce résidu, proche du motif « BBXXB » important pour l’activité constitutive de

nombreux RCPG, correspond au W272 du récepteur 5-HT4, un récepteur proche du récepteur 5-HTs du
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cAMP production (%)

point de vue de la séquence et présentant également un niveau d’activité constitutive élevé vis-a-vis de

la voie Gs. Notre équipe a démontré en 2009 que le résidu W272 joue un réle crucial dans le changement

de conformation qui permet au récepteur 5-HT4 d’activer la protéine G de fagon agoniste indépendante.

En effet, la mutation de ce résidu en alanine (5-HTsW?72A) abolit I'activité constitutive du récepteur 5-

HT,4 (Pellissier et al. 2009). De la méme facon, la mutation en alanine du résidu correspondant dans la

séquence du récepteur 5-HTe (5-HTsW?81A), diminue l'activité constitutive du récepteur 5-HTs sans

toutefois I'éteindre totalement, et abolit les effets stimulateurs de GPRIN1 sur cette activité agoniste-

indépendante (figure 26). Ces résultats montrent une absence d’effet de I'expression de GPRIN1 sur un

récepteur 5-HTe pratiqguement dépourvu d’activité constitutive et confirment donc que l'interaction de

GRPIN1 avec le récepteur affecte spécifiquement son activité constitutive.
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Figure 26- La mutation du résidu W281
abolit les effets de GPRIN1 sur l'activité
constitutive du récepteur 5-HT,.

(A) L’histogramme représente la
concentration cellulaire en AMPc, exprimée
en % de la condition 5-HTs sauvage (WT), est
mesuré a partir de cellules NG 108-15
transfectées avec des plasmides codant pour
le récepteur 5-HTs WT ou WA, seul ou avec
GPRIN1. (B) Co-immunoprecipitation (Co-IP)
de GPRIN1 avec le récepteur 5-HTs WT ou
W21A, exprimés dans les NG108-15, 48h
aprés la transfection. Le récepteur a été
immunoprécipité comme décrit dans la figure
3. Un immunoblot représentatif est montré
dans le panneau supérieur, et I’histogramme
en dessous représente les résultats de
['analyse densitométrique de trois
expériences indépendantes. Les résultats ont
été analysés avec une ANOVA suivi d’un test
de Tukey, et sont représentés en moyenne +
SEM. *P < 0.05 **P < 0.01 et ***p<0.001.
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Pour mieux comprendre le mécanisme par lequel GPRIN1 favorise I'activation constitutive de la

voie Gs par le récepteur 5-HTs, nous avons examiné I'impact de son expression sur le recrutement de la

protéine Gs par le récepteur.

La co-immunoprecipitation de Gs avec le récepteur 5-HTe est significativement augmentée en

présence de GPRIN1 (figure 27). Cet effet est aboli par le traitement des cellules avec le peptide

TATCt320-342 (figure 27). Il semblerait donc que GPRIN1 favorise une conformation du récepteur qui

augmente son interaction avec la protéine Gas se traduisant par une augmentation de son activité

constitutive. Par ailleurs, la mutation en alanine du résidu W281 décrite précédemment, diminue

significativement I'interaction du récepteur avec GPRIN1. Il semblerait donc que la conformation active

du récepteur favorise son interaction avec GPRIN1 qui réciproquement augmente a la fois I'interaction
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Figure 27- GPRIN1 augmente l'interaction du récepteur
5-HTsavec la protéine Gs.

Les cellules NG108-15 ont été transfectées avec des
plasmides codant pour le récepteur HA-5-HTs sauvage,
seul ou en combinaison avec GPRIN1, et traitées avec le
TAT peptide Ct320-342 ou avec un scrambled TAT peptide
comme contréle (1uM, 12h). Les cellules ont été lysées
48h apres la transfection. Le récepteur a été
immunoprécipité en utilisant des billes d’agarose
conjuguées a un anticorps anti-HA. La co-
immunoprecipitation de Gas endogéene (Co-IP) a été
révélée en utilisant un anticorps anti-Gas (aGas) et
I'immunoprécipitation (IP) du récepteur HA-5-HTg avec un
anticorps anti HA (aHA). Un immunoblot représentatif est
montré dans le panneau supérieur, et I’"histogramme en
dessous représente les résultats de I'analyse
densitométrique de trois expériences indépendantes. Les
résultats ont été analysés avec une ANOVA suivie d’un
test de Tukey et sont représentés en moyenne + SEM.
*P < 0.05 **P < 0.01 et ***p<0.001.
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du récepteur avec la protéine Gs et I'activation agoniste-indépendante de Gs par le récepteur. Ceci
pourrait illustrer un dialogue bidirectionnel entre I'activité Gs agoniste-indépendante du récepteur 5-

HTs et GPRIN1.

La protéine GPRIN1 est également connue pour son réle dans la pousse neuritique. Nous avons donc
dans un second temps, étudié le réle du complexe récepteur 5-HTe-GPRIN1 dans la différenciation
neuronale. Nous avons tout d’abord examiné la morphologie des cellules NG 108-15 exprimant le
récepteur 5-HTs en présence ou en absence de GPRIN1. 24h apres la transfection, I'expression du
récepteur induit une pousse neuritique qui est identique en présence ou en absence de GPRIN1,
corroborant les résultats obtenus précédemment démontrant une faible association de GPRIN1 au
récepteur dans ces conditions expérimentales. 48h apres la transfection, la co-expression de GPRIN1
avec le récepteur induit a la fois une augmentation significative de la longueur des neurites et une
complexification de I'arborisation dendritique (augmentation du nombre de branches mise en évidence
grace a une analyse de Scholl), comparé aux cellules exprimant le récepteur 5-HTs seul (figure 28). Ces
effets de GPRIN1 sur la pousse neuritique et la complexité de I’arbre dendritique sont supprimés par un
prétraitement des cellules par le peptide TATCT320-342, démontrant I'importance de l'interaction
physique entre GPRIN1 et le récepteur dans ce processus de différentiation neuronale. De méme,
I’expression de GPRIN1 n’a pas d’effet significatif sur I'arborisation dendritique des cellules exprimant le

récepteur 5-HTsW?81A (figure 28).
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Figure 28- L’interaction de GPRIN1 avec le récepteur 5-HT¢s augmente la pousse et la densification de
I’arborisation dendritique a 48h

Les cellules NG 108-15 ont été transfectées avec des plasmides codant pour le récepteur 5-HTg, sauvage (5-HTs)
ou muté (5-HTsW?8A), seul ou en combinaison avec GPRIN1 et/ou un mutant dominant négatif de Cdk5 étiqueté
mcherry (Cdk5 DN). Lorsque cela est indiqué, les cellules transfectées avec le récepteur de sauvage ont été traitées
avec le TAT peptide Ct320-342 (1uM, 12h). Les cellules ont été fixées 24h ou 48h apres la transfection. GPRIN1 et
le récepteur 5-HTs ont été marqués par immunocytochimie avec un anticorps anti GPRIN1 et anti HA
respectivement. Le Cdk5 dominant négatif apparait en violet sur la figure. (A) Les images montrent des champs
représentatifs de trois expériences indépendantes menées sur des cultures différentes. (B) Les graphiques
représentent le « branching », un indice de ramification (correspondant au nombre d'intersections entre les
dendrites et des sphéres concentriques successives s’éloignant du soma), en fonction de la distance au soma, en
um a 48h (n=45 cellules/condition). (C) L’histogramme montre les résultats de la quantification de la longueur des
neurites en um a 24h et 48h (n>300 neurites/condition). Les résultats ont été analysés avec une ANOVA suivie
d’un test de Tukey, et sont représentés en moyenne + SEM. *P < 0.05 **P < 0.01 et ***p<0.001. Echelle 50 um
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A I'image de ses effets sur I’activité constitutive du récepteur 5-HTs, GPRIN1 ne semble jouer un role
dans la différenciation des cellues NG108-15 que 48h apreés la transfection. Dans ce contexte, nous nous
sommes posé la question du role de la dynamique temporelle d’interaction entre le récepteur 5-HTs,
d’une part et Cdk5 ou GPRIN1 d’autre part, sur la différentiation neuronale. Pour répondre a cette
question, nous avons surexprimé un mutant dominant négatif de Cdk5 (Cdk5 DN) qui inhibe I'activité de
la protéine Cdk5 endogéne (Duhr et al. 2014), puis étudié son impact sur la différenciation des cellules
guidée par le récepteur, avec ou sans GPRIN1. 24h aprés la transfection, I’expression du mutant Cdk5
DN inhibe l'initiation de la pousse neuritique induite par I'expression du récepteur 5-HTs, confirmant les
résultats précédemment obtenus par I’équipe, de la méme facon en absence ou en présence de GPRIN1
(figure 29). 48h apreés la transfection, on observe que les cellules qui expriment le mutant Cdk5DN et le
récepteur 5-HTs ont émis des neurites, dont la longueur et la ramification sont significativement
augmentées en présence de GPRIN1 (figure 29). Il semble donc que I'activité de Cdk5 permette de
catalyser spécifiquement l'initiation de la pousse neuritique et que cette activité n’est pas indispensable
aux étapes suivantes du processus de différenciation neuronale, que ce soit I’élongation ou la
ramification de I'arborisation dendritique. De ce fait, les effets de GPRIN1 sur la ramification de I'arbre
dendritique sont aussi indépendants de I’activité Cdk5.

Comme je I'ai évoqué dans I'introduction, la phosphorylation du récepteur sur la sérine 350 par Cdk5
déclenche l'initiation de la pousse neuritique via le recrutement de Cdc42. Un mutant alanine pour ce
site de phosphorylation (5-HTS*°°A) n’initie pas de pousse neuritique dans les cellules NG 108-15 tandis
qu’un mutant qui mime une phosphorylation constitutive (5-HT¢S3°°D) initie une pousse neuritique a
24h, semblable a celle observée chez le récepteur sauvage (Duhr et al. 2014). Le mutant 5-HTS°°A
conserve une activité constitutive vis-a-vis la voie Gs similaire a celle du récepteur sauvage, tandis que

la mutation en aspartate abolit I'activité Gs du récepteur (Duhr et al. 2014).
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Figure 29- La phosphorylation du récepteur 5-HT a la sérine 350 inhibe la pousse et la densification de I’arborisation
dendritique a 48h. Les cellules NG 108-15 ont été transfectées avec des plasmides codant pour le récepteur 5-HTs taggé
HA, sauvage (HA-5-HTs) ou muté au niveau de la serine 350 (5-HT6S3*°A et 5-HT¢53°°D), seul ou en combinaison avec
GPRINL1. Les cellules ont été fixées 24h ou 48h apres la transfection. GPRIN1 et le récepteur 5-HTs ont été marqués par
immunocytochimie avec un anticorps anti GPRIN1 et anti HA respectivement. (A) Les images montrent des champs
représentatifs de trois expériences indépendantes menées sur des cultures différentes. (B) Les graphiques représentent
le « branching », un indice de ramification (correspondant au nombre d'intersections entre les dendrites et des spheres
concentriques successives s’éloignant du soma), en fonction de la distance au soma, en um a 48h (n=45
cellules/condition). (C) L’histogramme montre les résultats de la quantification de la longueur des neurites en um a 24h
et 48h (n>300 neurites/condition). Les résultats ont été analysés avec une ANOVA suivie d’un test du Tukey, et sont
représentés en moyenne + SEM. *P < 0.05 **P < 0.01 et ***p<0.001. Echelle 50 pm.
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Nous avons démontré plus haut que cette phosphorylation semble moduler linteraction du
récepteur avec GPRIN1. Nous avons donc examiné I'impact de cette phosphorylation sur le passage
d’une étape a l'autre de la différentiation neuronale, en étudiant I'effet de I'expression des récepteurs
mutés au niveau du site de phosphorylation sur la morphologie des cellules NG108-15, exprimant
GPRIN1 ou non, 24h et 48h aprés la transfection. Confirmant les données précédentes de I’équipe (Duhr
et al. 2014), 24h aprés la transfection, le mutant 5-HTs53°°D se comporte de fagon similaire au récepteur
sauvage, tandis que le mutant 5-HTS*°°A n’induit pas de pousse neuritique (figure 29). L’expression de
GPRIN1 n’induit aucun changement sur la longueur des neurites, quel que soit le récepteur exprimé. 48h
apres la transfection, on observe que les cellules co-exprimant le mutant 5-HT¢S3°°A et GPRIN1 ont émis
des neurites alors que les cellules exprimant le mutant 5-HTS3°°D n’ont pas évolué entre 24h et 48h
(figure 29). On observe également que I'arborisation des cellules exprimant le mutant 5-HT¢S**°D et
GPRIN1 ne se complexifie pas entre 24h et 48h contrairement a ce qui est observé pour le récepteur
sauvage. En revanche, les cellules exprimant le mutant 5-HTsS3*°A commencent a développer une
arborisation dendritique dont la complexité est significativement augmentée en présence de GPRIN1

(figure 29).

Ces résultats confirment que la phosphorylation du récepteur par Cdk5 permet de déclencher
I'initiation rapide de la pousse neuritique, observable en 24h et indépendante de GPRIN1. IIs confirment
également que la phosphorylation du récepteur par Cdk5 n’est pas nécessaire pour le déclenchement
tardif (au-dela de 24h aprés la transfection) de la pousse neuritique. Enfin, ils indiquent que le maintien
d’un état constitutivement phosphorylé du récepteur inhibe I'extension et la complexification des

dendrites entre 24h et 48h aprés la transfection, et abolit les effets morphologiques de GPRIN1.

Il est intéressant de noter que les effets de GPRIN1 sur I’activation agoniste-indépendante de Gs et la
différenciation neuronale coincident dans le temps. Afin de déterminer si ces deux processus sont

réellement corrélés, nous avons exprimé différents mutants du récepteur possédant des niveaux
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Figure 30- La pousse neuritique dépend de I'activité constitutive Gs du récepteur 5-HTs a 48h

Les cellules NG 108-15 ont été transfectées avec des plasmides codant pour différents mutants du
récepteur possédant des niveaux d’activité constitutive différents, avec et sans GPRIN1. Pour chacun
de ces mutants, nous avons évalué le niveau de production constitutive d’AMPc et la longueur des
neurites, a 24h et 48h, avec ou sans GPRIN1. Les graphiques représentent la corrélation entre la
production d’AMPc induite par I'activité constitutive du récepteur, en fonction de la longueur des
neurites, pour chaque condition de transfection, a 24h ou a 48h. Les résultats sont représentés en
moyenne + SEM, P représente le coéfficient de Pearson.

d’activité constitutive différents, avec et sans GPRIN1, dans les cellules NG 108-15. Pour chacun de ces
mutants, nous avons évalué le niveau de production d’AMPc induite par I'expression du récepteur
(activité constitutive) en absence ou en présence de GPRIN1 et la longueur des neurites, 24h et 48h apres
la transfection avec ou sans GPRIN1. Aprés 24h d’expression, la longueur des neurites est similaire quel
que soit le niveau d’activité constitutive du mutant considéré (figure 30). Ce résultat indique qu’a ce
stade, la pousse neuritique est indépendante du niveau d’activité constitutive (vis-a-vis de la voie Gs) du
récepteur 5-HTs, confirmant les observations réalisées précédemment par I’équipe (Duhr et al. 2014). En
revanche, aprés 48h d’expression, on observe une corrélation entre le niveau d’activé constitutive du
récepteur et la longueur des neurites (coefficient de Pearson = 0,94, figure 30). Il semble donc qu’entre
24h et 48h, I'élongation des neurites devienne dépendante de I'activation constitutive de la voie Gs par
le récepteur. Pour confirmer le réle de cette activité constitutive, nous avons étudié I'impact d’un
traitement des cellules par un agoniste inverse du récepteur sur la pousse neuritique, en absence et en
présence de GPRIN1, 48h apres la transfection. Nous avons appliqué différentes concentrations de

SB271046 sur les cellules NG108-15 pendant 12 h, avant de les fixer 48h apres la transfection. Le
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SB271046, réduit de fagon concentration-dépendante la longueur des neurites dans les cellules

exprimant le récepteur seul et les cellules coexprimant le récepteur et GPRIN1 (figure 31).
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Figure 31 - le SB271046 inhibe les effets de
GPRIN1 sur la pousse neuritique de fagon dose
dépendante Les cellules NG 108-15 ont été
transfectées avec des plasmies codant pour le
récepteur 5-HTs sauvage seul ou en combinaison
avec GPRINL. Les cellules ont été traitées 24h
apres la transfection avec différentes doses
d’agoniste inverse, le SB271046 (SB) ou un
véhicule (Veh), et fixées 48h aprés la
transfection. GPRIN1 et le récepteur 5-HTs ont
été marqués par immunocytochimie avec un
anticorps anti  GPRIN1 et anti HA
respectivement. Les histogrammes montrent les
résultats de la quantification de la longueur des
neurites en um a 48h, issus de 3 éxpériences
différentes (n>300 neurites). Les résultats ont
été analysés avec une ANOVA suivie d’un test de
Tukey et sont représentés en moyenne + SEM.
*P<0.05 **P<0.01 et ***p<0.001.

Etant donné la forte corrélation entre I’activité constitutive du récepteur 5-HTs vis-a-vis de la voie

Gs et les effets de GPRIN1 sur la pousse neuritique mesurés 48h apres la transfection, nous avons voulu

déterminer le role de cette voie de signalisation dans la maturation de I'arbre dendritique induite par

I’expression de GPRIN1 en utilisant différentes stratégies : expression d’un récepteur 5-HTs Gs-dead,

traitement des cellules par le RPcAMP (analogue non hydrolysable de I'AMPc), ou par le KT5720

(inhibiteur de la PKA). Nous avons démontré que les effets morphologiques de GPRIN1, tant sur la

longueur des neurites que la ramification de I'arbre dendritique, sont abolis dans les cellules exprimant

récepteur 5-HTs Gs-dead ou traitées par le RPcAMP ou le KT5720 (Figure 32). Ces résultats suggérent

gue GPRIN1, en interagissant avec le récepteur, induit une conformation active de ce dernier capable

d’activer la protéine Gs de facon agoniste-indépendante ; I'augmentation de ’AMPc qui en découle
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permet le recrutement de la PKA, qui promeut I’élongation et la complexification de I'arborisation

dendritique.

Dans ce modele, il semblerait donc que la succession des étapes de la différentiation neuronale

soit controlée par I'action séquentielle de voies de signalisations distinctes, constitutivement activées

par le récepteur 5-HTs. L'activité de Cdk5 permet de déclencher l'initiation rapide (en 24h) de la pousse

neuritique. L’activité constitutive Gs du récepteur, augmentée par GPRIN1, induit également

I’établissement d’un processus de différenciation neuronale mais dont I'instauration est plus lente et
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Figure 32 - La complexification de I’arborisation dendritique induite par GPRIN1 a 48h est dépendant de la
PKA dans les cellules NG 108-15

Les cellules NG 108-15 ont été transfectées avec des plasmides codant pour le récepteur 5-HTs sauvage (5-
HTs) ou Gsdead seul ou en combinaison avec GPRIN1 et fixées 48h aprés la transfection. Lorsque cela est
indiqué, les cellules transfectées avec le récepteur de sauvage ont été traitées pendant 12h avec du
SB271046 (1uM) ou du cAMPS-RP (25uM) ou du KT 5720 (inhibiteur de la PKA, 2uM). GPRIN1 et le récepteur
5-HTs ont été marqués par immunocytochimie avec un anticorps anti GPRIN1 et anti HA respectivement. (A)
Les images montrent des champs représentatifs de trois expériences indépendantes menées sur des cultures
différentes. (B) Les graphiques représentent le « branching », un indice de ramification (correspondant au
nombre d'intersections entre les dendrites et des sphéres concentriques successives s’éloignant du soma),
en fonction de la distance au soma, en um a 48h (n=45 cellules/condition). (C) L’histogramme montre les
résultats de la quantification de la longueur des neurites en um a 48h (n>300 neurites/condition). Les
résultats ont été analysés avec une ANOVA suivie d’un test de Tukey et sont représentés en moyenne + SEM.
*P < 0.05 **P<0.01 et ***p<0.001. Echelle 50 pum.
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n’est pas encore visible en 24h, mais qui est indispensable a I'élongation et a la ramification de

I'arborisation dendritique.

Les résultats décrits jusqu’a présent démontrent, dans un cellulaire modeéle utilisé classiguement
pour étudier les mécanismes de la différentiation neuronale (les cellules NG108-15) que la
morphogenése de I'arbre dendritique sous le contréle du récepteur 5-HTs dépend de son association
séquentielle avec deux partenaires protéiques, Cdk5 et GPRIN1, qui permettent I’'engagement de deux
voies de signalisation distinctes, la voie Cdk5 et la voie Gs/AMPc/PKA. Les études réalisées
précédemment par I'équipe avaient permis de démontrer que Cdk5 était de la méme fagon impliquée

dans les étapes précoces de la croissance neuritique induite par le récepteur natif dans des neurones
d’hippocampe en culture primaire (Duhr et al. 2014). Nous avons donc étudié I'impact du recrutement

de GPRIN1 par le récepteur 5-HTs dans la différenciation de neurones en culture primaire. Pour cela,
nous avons dans un premier temps exposé les neurones de différentes régions cérébrales (striatum,
cortex cérébral, hippocampe) au peptide TATCt320-342 a différents temps apres 'ensemencement des
neurones (i.e. a différents stades de la croissance neuritique et de la différentiation neuronale). Le
traitement des neurones avec le peptide TAT Ct320-342 5 h apreés I’ensemencement n’a aucun effet sur
I’émission de neurites observée a 1 DIV, indiquant que l'interaction entre le récepteur et GPRIN1 n’est
pas nécessaire pour les stades 1 et 2 de la différenciation des neurones en culture décrits par Dotti et
al(Dotti, Sullivan, et Banker 1988) (figure 33). L'exposition des neurones au peptide 2 jours aprés
I’ensemencement (2 DIV), diminue significativement la longueur des neurites par rapport a la condition
contréle, dans les neurones de striatum seulement (figure 33, -6,84 + 1,22 um, n=430, p < 0,0001 vs.
neurones traités par un peptide TAT scrambled). A 3 DIV, on observe une diminution significative de la
longueur des neurites des neurones traités avec le peptide TATCt320-342, dans les neurones issus des
trois régions cérébrales étudiée (figure 33). L'interaction entre le récepteur 5-HTs et GPRIN1 semble donc

devenir fonctionnellement importante pour I'élongation des neurites entre le 2¢™¢ et le 3°™¢ jour de
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Figure 33 - L’interaction entre le récepteur 5-HT; et GRPIN1 est nécessaire pour I’élongation des neurites dans les
cultures primaires neuronales.

Les neurones en culture issus de striatum, cortex et hippocampe, ont été traités chaque jour soit avec le TAT peptide
Ct320-342 qui rompt I'interaction avec GPRIN1 soit avec un TAT peptide « srcambled » comme contrdle. Les lamelles
de neurones ont été fixées 1 jour (1DIV), 2 jours (2DIV) ou 3 jours (3DIV) aprés la mise en culture. Les prolongements
ont été marqués par immunocytochimie avec un anticorps primaire anti MAP2 (en vert sur I'image) et leur longueur
a été quantifiée avec le logiciel image J. (A) Les images montrent des champs représentatifs de trois expériences
indépendantes menées sur des cultures différentes. (B) Les histogrammes montrent les résultats de la quantification
de la longueur des neurites a 1, 2 et 3 DIV pour chacun des types neuronaux testés (n>120 neurites). Les résultats ont
été analysés avec une ANOVA suivie d’un test de Tukey et sont représentés en moyenne + SEM. *P < 0.05 **P < 0.01
et ***P<0.001. Echelle 50 um.
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culture, correspondant au stade 3 de la différenciation des neurones in vitro décrite par Dotti et al.
(Dotti, Sullivan, et Banker 1988). Ces données corroborent les résultats obtenus dans les cellules NG108-
15 et précisent le stade de différenciation a partir duquel la voie de signalisation dépendante du
complexe 5-HTs-GPRIN1 entre en action pour promouvoir I'élongation des neurites dans les neurones

en culture.

Dans les cellules NG 108-15, nous avions pu mettre en évidence un effet de GPRIN1 sur la ramification
de I'arborisation dendritique. Dans les neurones en culture, I'étape 4 de la différenciation neuronale
correspond a la complexification de I'arborisation dendritique, elle débute a 4 DIV et dure 10 jours. Nous
avons choisi d’étudier I'implication de linteraction entre GPRIN1 et le récepteur 5-HTe dans la
complexification de I'arborisation dendritique dans les neurones de striatum en particulier pour deux
raisons : d’une part, il s’agit de la structure dans laquelle le récepteur est le plus exprimé (Gérard et al.
1996). D’autre part, ces neurones développent une arborisation plus dense et complexe que les

neurones d"hippocampe ou de cortex en culture, facilitant I’étude de I'arbre dendritique.

Nous avons traité les neurones de striatum avec le peptide TATCt320-342, a 4, 7, 9 et 11 DIV
avant de les fixer a 13 DIV. On observe que le traitement avec le peptide diminue significativement la
complexité et la longueur de I'arborisation dendritique, comparée a des cultures traitées par un peptide
TAT scrambled (figure 34A). Afin de vérifier que cet effet est imputable a GPRIN1 et non a un autre
partenaire qui interagirait avec le méme site du récepteur, nous avons généré un virus codant pour un
shRNA ciblant GPRIN1, afin d’éteindre son expression dans les neurones. Nous avons tout d’abord vérifié
I'efficacité du shRNA. Sur trois cultures différentes, I'infection des cellules avec le shRNA inhibe
fortement I'expression de la protéine GPRIN1 (figure 34B). Nous avons donc ensuite étudié les effets de
I'inhibition de I’expression de GPRIN1 sur la différenciation des neurones de striatum a 13 DIV.
L’extinction de I'expression de GPRIN1 réduit la complexité et la longueur de I'arborisation dendritique
de facon similaire a ce qui est observé dans les cultures traitées par le peptide TATCt320-342 (figure
34C). Il est important de souligner que le temps nécessaire a I'expression du shRNA suite a I'infection,
ainsi que le « turn-over » de la protéine GPRIN1 ne nous a pas permis de tester les effets de son extinction

aux DIV 1, 2 et 3.
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Figure 34- L'interaction entre le récepteur 5-HTs et GRPIN1 est nécessaire pour I’élongation des neurites dans les
cultures primaires neuronales. (A) Les neurones en culture issus de striatum, ont été traités avec le TAT peptide Ct320-
342 ou un TAT peptide contréle, a 4, 7, 9 et 11 DIV avant d’étre fixés a 13 DIV). Les neurones fixés ont été marqués par
immunocytochimie avec un anticorps primaire anti MAP2 (en vert sur I'image) et un anticorps primaire anti GPRIN1 (en
rouge sur I'image). La ramification (n=45 neurones) a été quantifiée via I’analyse de sholl, avec le logiciel SynD et la longueur
des neurites avec image J (n2300 neurites). Les images montrent des champs représentatifs de trois expériences
indépendantes menées sur des cultures différentes. Les neurones de striautm en culture ont été infectés a 3 DIV avec un
virus contenant soit un shRNA dirigé contre GPRIN1, soit un shRNA « scrambled » comme contrdle. Les neurones ont été
fixés ou lysés a 13 DIV. (B) L'extinction de I’'expression de GPRIN1 suite a l'infection a été quantifiée par western blot. Les
neurones fixés ont été marqués par comme précédemment. (C) Les ramification des neurones (n=45 neurones) et longueur
des neurites (n2300 neurites) ont été quantifiées. Les images montrent des champs représentatifs de trois expériences
indépendantes menées sur des cultures différentes. Les résultats sont représentés en moyenne = SEM. *P < 0.05 **P < 0.01
et ***p<0.001 vs. condition contréle. Echelle 50 um.
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Collectivement, ces résultats indiquent que I’expression de GPRIN1 et de ce fait son interaction avec
le récepteur 5-HTes sont nécessaires au bon déroulement des stades 3 et 4 de la différenciation des
neurones de striatum en culture, correspondant a I’élongation et a la complexification de 'arborisation

dendritique.
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Chapitre Il : L’inhibition pharmacologique du récepteur 5-HT,
restaure les symptomes primaires dans un modéle murin

d’autisme.

Les troubles du comportement social figurent parmi les symptémes les plus handicapants des
TSA. A I’heure actuelle il n’existe aucun traitement pharmacologique en clinique permettant d’améliorer
ces troubles. Une théorie explicative tres étudiée pour expliquer ces troubles est celle du déficit de
récompense sociale. Selon cette théorie, un dysfonctionnement précoce du systeme de récompense
sociale et I'altération de la saillance des stimuli sociaux qui en découle, pourrait induire des anomalies

du développement sévere qui pourrait expliquerait le phenotype dans sa globalité.

Le récepteur 5-HTg est particulierement exprimé dans le striatum ventral. Dans ce sens, des
études de I'’équipe de John Neumaier ont démontré son réle dans I'apprentissage associatif et les effets
renforgant de la cocaine et du sucrose. De plus, une étude a trouvé une association d’un variant du
récepteur aux TSA. Ces différents éléments font du récepteur 5-HTs une cible thérapeutique
particulierement intéressante a étudier dans le contexte du déficit de récompense sociale associé aux

TSA.

Sur la base de ces observations, j’ai initié un projet en collaboration avec I'équipe de Julie le
Merrer et Jérbme Becker, visant a évaluer les effets de I'inhibition pharmacologique subchronique du
récepteur 5-HTs dans un modéle murin récapitulant de nombreux symptomes des troubles du spectre
autistique (TSA) et présentant un déficit de récompense sociale, les souris invalidées pour le récepteur
Mu-opoide (souris Oprm17°). Les souris sauvages ont été utilisées comme contréles. Nous avons mis en
place une succession de tests comportementaux congue pour évaluer le comportement social, anxieux,
moteur et douloureux, ainsi que les stéréotypies motrices et I'inflexibilité cognitive chez ces animaux.
Les animaux ont été injectés quotidiennement avec du SB258585 (agoniste inverse du récepteur) a
2,5mg/Kg, ou avec une solution saline (véhicule), pendant une semaine avant l'analyse du
comportement afin d’assurer une concentration stable du composé au moment des tests. Les souris ont

ensuite été injectées quotidiennement, 30 min avant chaque test.
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Les troubles du comportement social et de la communication font partie des symptomes
primaires des TSA, ils sont requis pour permettre de poser le diagnostic. Nous avons évalué le
comportement social de notre cohorte tout d’abord via le test d’interaction sociale directe. Dans ce test,
deux souris étrangéres sont placées dans une aréne (« open field ») durant 10min, et leur comportement
social est évalué. On observe un déficit marqué des parametres d’interaction sociale chez les souris
Oprm17- traitées par un véhicule comparé aux souris Oprm1*/* traitées par un véhicule : les animaux
mutants font moins de contacts du museau et des pattes, et la durée moyenne de ces contacts est
également plus courte se traduisant par une diminution significative du temps passé en contact social.
Linhibition subchronique du récepteur 5-HTs de la sérotonine restaure donc totalement le déficit
d’interaction sociale des souris Oprm17/- et ne modifie pas le comportement social chez les souris
sauvages (figure 35). On observe par ailleurs que les souris Oprm17- traitées avec le véhicule font
significativement moins de redressements (« rearings ») que les souris Oprm1**, reflétant une
diminution de I'activité exploratoire (figure 35). Le nombre de redressement est significativement
supérieur chez les souris Oprm17/- traitées par le SB258585 comparé aux souris Oprm17/- traitées par un
véhicule. On observe également une tendance a la diminution des toilettages chez les souris Oprm17-
traitées au SB258585 comparées aux trois autres groupes, (F 3,34y = 2,515 ; p = 0,0748). Enfin, les souris
Oprm17- saline font significativement plus de toilettages a la suite d’un contact social, ce paramétre est

normalisé par le traitement des animaux par le SB258585.
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Figure 35- Le SB258585 améliore le comportement social chez les souris Oprm1-/- dans le test d’interaction sociale
directe. Les animaux Oprm17-et Oprm1*/*, injectés de facon subchronique avec le SB258585 antagoniste et agoniste
inverse du récepteur 5-HTg (2,5mg/Kg) ou une solution saline, ont été soumis a une batterie de tests
comportementaux. Dans le test d'interaction sociale directe (représenté schématiquement en (A), les animaux
Oprm17-saline montrent une diminution du nombre, et de la durée des contacts du museau (B) et des pattes (C), se
traduisant par une diminution du temps total passé en contact social (D). L'activité exploratoire illustrée par le
nombre de redressements (E) est également diminuée, tandis que le toilettage, apres contact social, est augmenté
dans le groupe Oprm17-saline comparé aux Oprm1**saline (F). Le SB258585 restaure tout ces paramétres et diminue
le nombre de toilettages totaux chez les souris Oprm17°, sans modifier le comportement des animaux Oprm1**. Les
résultats ont été analysés avec une ANOVA a deux facteurs (génotype et traitement) suivi d’un test de Tukey, et sont
représentés en moyenne + SEM. *P < 0.05 **P < 0.01 et ***p<0.001
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Afin d’évaluer I'impact de I'inhibition du récepteur 5-HTe sur la sociabilité, nous avons soumis les
souris au test des 3 chambres, aussi appelé test de Crawley. Dans ce test, le dispositif est constitué de
trois compartiments, un congénere étranger est placé dans une cage grillagée dans un compartiment
latéral (nouveauté sociale), et un objet est placé dans une seconde cage grillagée dans un autre
compartiment (témoin de nouveauté non sociale). Aprés la phase de familiarisation a I’environnement
vide, le congéneére et I'objet sont ajoutés et la souris expérimentale peut interagir librement avec 'un ou
I"autre (voir schéma figure 36A). Dans ce test, les souris Oprm1*/* passent significativement plus de
temps a interagir avec le congénére que I'objet, quelque que soit la condition de traitement, signe d’une

préférence sociale marquée. A 'opposé, les souris Oprm17- injectées au véhicule, interagissent autant

de temps avec le congénere que |'objet, démontrant une absence de préférence sociale. De
méme, la durée moyenne de contact est significativement supérieure avec I'objet qu’avec lI'interacteur
pour les souris Oprm17- injectées au véhicule, alors que I'inverse est observé pour les souris Oprm1**
injectées avec le SB258585 ou un véhicule. L’administration de SB258585 chez les souris Oprm17-

restaure ce paramétre.

L'inhibition subchronique du récepteur 5-HTs restaure donc la préférence sociale et différents
parametres d’interaction sociale, chez les souris génétiquement déplétées pour le récepteur Mu, sans

altérer le comportement social chez les souris sauvages.
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Figure 36 Le SB258585 restaure la préférence sociale chez les souris Oprm1-/- dans le test des 3 chambres «
Crawley test »

Les animaux Oprm1”7- et Oprm1**, injectés de fagon subchronique avec le SB258585 antagoniste et agoniste
inverse du récepteur 5-HTs (2,5mg/Kg) ou une solution saline, ont été soumis a une batterie de tests
comportementaux. Dans le test des trois chambres, (représenté schématiquement en (A)), les animaux Oprm17-
saline ne montrent pas de différences du nombre de contacts du museau (B) mais montrent une diminution du
temps passé en interaction avec un congénere (C) et une augmentation de la durée moyenne d’interaction avec un
objet (D) comparé aux souris Oprm1** salines. Le SB258585 restaure la préférence sociale chez les souris Oprm17-
, sans modifier le comportement des animaux Oprm1**. Les résultats sont représentés en moyenne + SEM. *P <
0.05 **P < 0.01 et ***P<0.001
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Le diagnostic de TSA s’appuie également sur la présence de « comportements, activités et
intéréts particuliers ou répétitifs », souvent modélisés chez la souris par des stéréotypies motrices et
une inflexibilité cognitive. Afin d’évaluer les effets du traitement sur la flexibilité cognitive, nous avons
examiné l'alternance entre les trois bras d’un labyrinthe en Y (schéma figure 37A). Il est important de
noter que les souris Oprm17-ne présentent aucun déficit de mémoire de travail ou de mémoire spatiale
(Becker et al. 2014). Dans ce contexte, un déficit d’alternance peut étre interprété comme un signe
d’inflexibilité cognitive. Dans ce test, I'alternance entre 2 bras n’est pas significativement différente
entre les groupes (AAR, Figure 37C). En revanche, les souris Oprm17- traitées par le véhicule réalisent
significativement moins d’alternances spontanées entre les 3 bras que les souris Oprm1*/* (SPA, Figure
37B F(1,34= 4,395 p<0,01). Les souris traitées par le SB258585 présentent des valeurs intermédiaires, non
significativement différentes entre les groupes, ne permettant pas de conclure pour ce parametre. Enfin,
on observe une augmentation des retours dans un méme bras chez les souris Oprm17-, témoignant de
la présence d’une inflexibilité cognitive, et celle-ci est significativement diminuée par l'injection de

SB258585.

Nous avons ensuite examiné les stéréotypies motrices des souris placées individuellement dans
des cages d’élevages transparentes (dans des conditions de luminosité non stressantes). Dans ces
conditions, les souris Oprm17- saline font significativement plus de secouements stéréotypés de la téte
(head shakes, figure 37F), de déplacements circulaires (circlings, figure 37G) et de redressements
(rearings figure 37H) que les souris sauvages. Ces parametres sont tous restaurés par I'administration
subchronique de SB258585 aux souris Oprm17-, qui montrent alors un nombre de stéréotypies similaire
a ce qui est observé chez les Oprm1*/* traitées par un véhicule. On observe une tendance a
I’'augmentation du nombre de secouements de la téte chez les souris Oprm1*/* traitées par le SB258585

comparé aux souris Oprm1*/* injectées avec le véhicule (figure 37F).
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Figure 37 - Le SB258585 améliore la flexibilité cognitive et diminue les stéréotypies motrices chez les souris
Oprm1”-

Les animaux Oprm17 et Oprm1*/*, injectés de facon subchronique avec le SB258585 antagoniste et agoniste inverse
du récepteur 5-HTs (2,5mg/Kg) ou une solution saline ont été soumis a une batterie de tests comportementaux.
Dans le test du labyrinthe en Y, (représenté schématiquement en A), les animaux Oprm1”’- saline font moins
d’alternances spontanées (SPA, B), plus d’alternances entre deux bras (AAR, C) et plus de retours dans un méme
bras (SAR, D), traduisant une augmentation de l'inflexibilité cognitive. L'analyse du comportement en cage
d’élevage, (représentée schématiquement en E), révele une augmentation du nombre de secouements de la téte
(shakes, F), de déplacements circulaires (circlings, G) et de redressements (rearings, H) chez les souris Oprm17-
comparé aux Oprm1**saline (F,G,H). Le SB258585 diminue les stéréotypies motrices chez les souris Oprm17 et les
augmente chez les souris Oprm1*/*. Les résultats ont été analysés avec une ANOVA & deux facteurs (génotype et
traitement) suivi d’un test de Tukey, et sont représentés en moyenne + SEM.*P < 0.05 **P < 0.01 et ***P<0.001.
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Nous avons ensuite examiné I'impact du traitement par |’agoniste inverse du récepteur 5-HTs sur
les stéréotypies d’enfouissement dans le test d’enfouissement de billes. Dans ce test, I'animal seul est
placé dans une cage d’élevage remplie de sciure, a la surface de laquelle des billes de verre sont
disposées selon un pattern défini. La présence des billes provoque une anxiété chez la souris, qui se
manifeste par un comportement stéréotypé d’enfouissement (« burrying »). Le nombre de billes
enfouies est considéré comme proportionnel a I'anxiété des animaux. On observe une tendance a
I’augmentation du nombre de billes enfouies chez les souris Oprm17-saline comparé aux souris Oprm1*/+
saline (Figure38B p=0,0653). Ce comportement stéréotypé est normalisé chez les souris Oprm17" traitées

par le SB258585.

Les stéréotypies motrices sont connues pour étre influencées par le niveau d’anxiété. Nous avons
donc évalué I'anxiété des souris en utilisant le test de suppression de I’alimentation par la nouveauté
(« novelty suppressed feeding »). Les animaux sont privés de nourriture la veille du test. Le jour du test,
les souris sont placées individuellement dans une aréne tres éclairée au centre de laquelle se trouvent
des granulés alimentaires. Ce test permet d’évaluer I'anxiété de conflit: la faim et les granulés
alimentaires vont susciter des comportements d’approche du centre, la nouveauté de I'environnement
et la luminosité, anxiogénes, suscitent un comportement de thigmotactisme : les souris restent en
périphérie de I'aréne. A motivation égale, assurée par la déprivation alimentaire, le temps que met la
souris a se nourrir refléte son niveau d’anxiété. Ainsi, les souris Oprm17- mettent significativement plus
de temps a se nourrir que les souris Oprm1*/* traitées par le véhicule ou le SB258585 (latency to feed,
figure 38C). Les souris Oprm17-traitées de facon subchronique avec le SB258585 montrent une latence
avant de se nourrir intermédiaire, mais ne différent significativement d’aucun des groupes. De ce fait,

les résultats ne permettent pas de conclure sur un effet anxiolytique du SB258585 chez les souris Oprm1-

/- .
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Figure 38 - Le SB258585 diminue les stéréotypies suscitées par 'anxiété chez les souris Oprm1”/- dans le test
d’enfouissement de billes

Les animaux Oprm1”7- et Oprm1**, injectés de fagon subchronique avec le SB258585 antagoniste et agoniste
inverse du récepteur 5-HTe (2,5mg/Kg) ou une solution saline, ont été soumis a une batterie de tests
comportementaux. Dans le test de d’enterrement de billes, (représenté schématiquement en A), les animaux
Oprm1” saline ont tendance a enterrer plus de billes (p=0,0653) que les souris Oprm1** saline. Le SB258585
diminue significativement le nombre de billes enterrées chez les souris Oprm17- comparé aux Oprm1” saline
illustrant une diminution des comportements stéréotypés d’enfouissement suscités par I’anxiété(B. Dans le test de
suppression de I'alimentation par la nouveauté (représenté schématiquement en C), les animaux Oprm17- saline
mettent plus de temps avant de se nourrir que les souris Oprm1** saline (D), traduisant une augmentation de
I'anxiété, le SB258585 n’a d’effet significatif sur ce parameétre sur aucun des deux génotypes. ). Les résultats ont
été analysés avec une ANOVA a deux facteurs (génotype et traitement) suivi d’un test de Tukey, et sont représentés
en moyenne + SEM. *P < 0.05 **P < 0.01 et ***P<0.001
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Les troubles moteurs font partie des symptdmes secondaires les plus fréquemment associés aux
TSA. Afin d’évaluer I'impact de I'administration sub-chronique de I'agoniste inverse du récepteur 5-HTe
sur les symptémes moteurs, nous avons soumis nos souris a trois sessions de Rotarod quotidiennes
pendant 5 jours. Dans ce test d’apprentissage moteur, les animaux sont placés sur une tige en
caoutchouc, dont la rotation accélére de 4 rpm a 40 rpm. Le temps passé sur I’axe rotatif avant la chute
de I'animal est quantifié. Lors de la session 1 du premier jour de test, on n’observe aucune différence
significative entre les groupes, indiquant que les capacités motrices de base sont similaires dans les
quatre groupes. Au fur et 3 mesure des jours d’entrainement, les souris Oprm1*/* traitées par le véhicule
tiennent de plus en plus longtemps sur le Rotarod, illustrant I'apprentissage moteur (figure 39). A
I'opposé, les performances des souris Oprm17- ne sont pas significativement différentes entre le jour 1
et le jour 5, indiquant un déficit d’apprentissage moteur. La courbe d’apprentissage des souris Oprm17/-
traitées par le SB258585 rejoint celle des Oprm1*/* (traitées par le véhicule), indiquant que I'inhibition
du récepteur 5-HTs restaure une capacité d’apprentissage moteur chez les souris génétiquement
déplétées pour le récepteur Mu (figure 39). Il est important de souligner que les souris Oprm1*/* traitées
au SB258585 montrent des performances significativement supérieures a celles des Oprm1*/* traitées
par un véhicule a partir du 4°™¢ jour d’entrainement, indiquant que I'inhibition du récepteur 5-HTs

favorise I'apprentissage moteur chez les animaux sauvages également (figure 39).
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Figure 39- Le SB258585 restaure I'apprentissage moteur chez les souris Oprm1”" et augmente les performances
motrices des souris Oprm1*/*.

Les animaux Oprm17-et Oprm1*/*, injectés de facon subchronique avec le SB258585 antagoniste et agoniste inverse
du récepteur 5-HTs (2,5mg/Kg) ou une solution saline ont été soumis a une batterie de tests comportementaux.
Dans ce test d’apprentissage moteur, les animaux sont placés sur un rotarod accélérant de 4rpm a 40rpm pour trois
sessions quotidiennes pendant 5 jours. Le graphique illustre pour chaque groupe d’animaux le temps passé sur
Iaxe rotatif avant de tomber en fonction du jour et de la session d’entrainement. Au jour 1, les animaux Oprm1”-
saline ont tendance a tomber plus rapidement du rotarod comparé aux Oprm1** saline (p=0,0997), montrant la
présence d’une légére maladresse motrice. La latence avant de tomber du rotarod n’évolue par en fonction des
jours d’entrainement, illustrant un fort déficit d’apprentissage moteur chez les animaux Oprm1” saline. Le
SB258585 injectés aux souris Oprml”- restaure une courbe d’apprentissage similaire a celle des souris
Oprm1*/*salines. Le SB258585 injectés aux souris Oprm1*/* augmente significativement les performances motrices
comparé aux souris Oprml1**salines. Les résultats sont représentés en moyenne * SEM. ***p<0.001 vs.
Oprm1**salines.

L’hypersensibilité aux stimuli sensoriels est également un symptéme commun a de nombreux sujets
souffrant de TSA. Nous avons analysé la sensibilité thermique au chaud grace au test d’'immersion de la
qgueue. Dans ce test, la queue des animaux est immergée dans un bain marie dont la température est
fixée. La latence avant la survenue du réflexe spinal de retrait de la queue illustre le seuil a partir duquel
les fibres nociceptives sont stimulées. Nous avons tout d’abord testé une température de 48°C, qui n’est

normalement pas douloureuse, afin d’évaluer I'allodynie thermique au chaud (réaction douloureuse
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évoquée par un stimulus normalement indolore). A cette température, on observe une diminution
significative de la latence de retrait de la queue chez les souris Oprm17 traitées par le véhicule, comparé
aux souris Oprm1**, montrant la présence d’une allodynie thermique au chaud. L’administration
subchronique de SB258585 augmente significativement la latence de retrait chez les animaux sauvages
et génétiquement déplétés pour le récepteur Mu, démontrant un effet anti-allodynique global de
I'inhibition du récepteur 5-HTs. Pour les deux températures douloureuses testées, (50°C et 52°C), si la
tendance globale observée est la méme, I'analyse de la variance n’est pas significative, ne permettant

pas de conclure a la présence d’une hyperalgésie chez les souris Oprm17- ou a un effet du SB258585.
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Figure 40 - Le SB258585 supprime I'allodynie des souris Oprm1*/*.

Les animaux Oprm17-et Oprm1**, injectés de fagon subchronique avec le SB258585 antagoniste et agoniste inverse
du récepteur 5-HTs (2,5mg/Kg) ou une solution saline ont été soumis a une batterie de tests comportementaux.
Dans ce test, les animaux sont placés dans un systeme de contention, et leur queue est immergée dans un bain
marie a température fixe. La latence avant la survenue du réflexe de retrait de la queue est chronométrée.
L’histogramme illustre cette latence de retrait en secondes, en fonction de la température du bain marie (48°C,
50°C, 52°C). A la température de 48°C, les animaux Oprm17 saline montrent une diminution de la latence de retrait
comparé aux souris Oprm1**salines. La température de 48°C ne stimule pas les fibres nociceptives, la sensibilité
accrue des souris Oprm17-saline est donc le signe d’une allodynie thermique au chaud, celle-ci est normalisée par
le SB258585. Les résultats sont représentés en moyenne + SEM. *P < 0.05 **P < 0.01 et ***p<0.001.

149



Discussion et perspectives

Au cours des derniéres années, le récepteur 5-HTs de la sérotonine a émergé comme un acteur
central du développement neuronal et de la cognition. Notre équipe a réalisé plusieurs études de
protéomique qui ont permis de décrypter son interactome et d’identifier plusieurs partenaires
prometteurs du récepteur 5-HTs. Ces études ont été le point de départ de la découverte de nouvelles
voies de signalisation du récepteur, elles-mémes impliquées dans différentes fonctions. Notamment,
notre équipe a démontré que l'inhibition du récepteur permet de réduire les troubles cognitifs dans des
modeles murins de schizophrénie via I'inhibition de mTOR prouvant son potentiel thérapeutique dans la
pathologie. L'importance de l'interactome du récepteur 5-HTs a également été mise en évidence dans
différentes étapes clefs du neurodéveloppement. En particulier, I'implication du récepteur 5-HTs dans la
migration des neurones pyramidaux du cortex et l'initiation de la pousse neuritique via son interaction
constitutive avec la protéine Cdk5 a été démontrée par I'équipe d’Alexandre Dayer en collaboration avec
notre équipe. Durant ma thése, j’ai dans un premier temps démontré le réle du récepteur 5-HTs dans
une autre étape de la différenciation neuronale, la complexification de I'arborisation dendritique via son
interaction séquentielle avec un autre de ses partenaires, GPRIN1. J'ai, dans un second temps, mis en
évidence son potentiel thérapeutique pour le traitement des troubles du comportement social et

moteur dans un modeéle murin de TSA.

I. L’interaction dynamique entre le récepteur 5-HT, et ses
partenaires protéiques faconne I'architecture de I'arborisation
dendritique

En utilisant des lysats de cerveaux de souris 5-HTs%""/SF? au jour post natal 1 (P1), j’ai tout d’abord
démontré que GPRIN1 interagit avec le récepteur 5-HTs sous sa forme entiére in vivo. La premiere

semaine post-natale correspond au 3®™¢ trimestre de gestation chez 'Homme (Semple et al., 2013).
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Durant cette période, les projections axonales s’étendent sur le longues distances, I'arborisation
dendritique se densifie et les connections synaptiques de développent (Semple et al., 2013). Ainsi, a la
vue de nos résultats sur l'implication de l'interaction entre le récepteur et GPRIN1 dans la
complexification de I'arborisation dendritique in vitro, I'observation de la présence de cette interaction
a ce stade clef nous donne un argument en faveur de la transposition de notre étude in vivo. Il serait
néanmoins intéressant de réaliser des immunoprécipitations a différents ages, embryonnaires et post-
nataux, jusqu’a I’age adulte, afin de déterminer si cette interaction est retreinte a une fenétre temporelle

précise du développement ou s’étend jusqu’a I'age adulte.

La protéine GPRIN1 est connue pour interagir avec deux autres RCPGs : le récepteur Mu des opioides et
le récepteur a7 nicotinique (Ge et al. 2009; Nordman et al. 2014; Nordman et Kabbani 2012). Cette
interaction avec GPRIN1 régule I'adressage du récepteur Mu dans les radeaux lipidiques et du récepteur
a7 nicotinique dans le cone de croissance. La formation de ces complexes particuliers a d’'importantes
conséquences sur la signalisation propre a chacun de ces récepteurs. Pour continuer la caractérisation
de l'interaction du récepteur 5-HTs avec GPRIN1, j'ai donc étudié ses effets sur I'activité Gs du récepteur
dans des neuroblastomes NG108-15 et démontré qu’elle augmente I'activation agoniste-indépendante
de Gs tout en diminuant I'affinité apparente d’un agoniste inverse pour le récepteur seulement 48h
apres la transfection des cellules par des plasmides codant pour le récepteur et GPRIN1. Cet effet de
GPRIN1 ne semble pas lié a une modification de I'adressage du récepteur 5-HTes, aucune modification de

son expression totale ou membranaire n’ayant été observée en présence de GPRIN1.

Cette étude apporte un exemple de modulation de I’activation constitutive de la signalisation Gs
par un RCPG dépendant de son association physique avec une GIP, GPRIN1. Une étude récente de
I’équipe de Séverine Morisset a Orléans en collaboration avec notre équipe, a mis en évidence le réle
d’un autre partenaire, la protéine NF1, dans I’activité constitutive du récepteur. En effet, I'inhibition de
I'expression de NF1 par un siRNA entraine une diminution des taux d'AMPc a la fois dans les cellules NG
108-15 exprimant le récepteur 5-HTs et dans les neurones striataux en culture (Deraredj Nadim et al.

2016b). De méme, le niveau d'AMPc dans le cortex préfrontal est diminué chez les souris hétérozygotes
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NF1*- par rapport aux souris sauvages et le traitement des animaux par un agoniste inverse du
récepteur, le SB 271046, n’a pas d’effet supplémentaire. L'interaction du récepteur 5-HTs avec la
protéine NF1 parait donc étre cruciale pour son activité constitutive Gs. Il est intéressant de constater
que deux partenaires du récepteur 5-HTs, les protéines NF1 et GPRIN1, sont capables d’affecter son
activité constitutive. Si I'activité constitutive du récepteur est modulée finement par ses GIPs, on peut
supposer qu’elle joue un role tres important dans la fonction du récepteur. En effet, on trouve peu
d’exemples dans la littérature de récepteurs dont l'activité constitutive est d’'une ampleur aussi
importante que celle du récepteur 5-HTe et qui est modulée par un ou plusieurs partenaires. On peut
néanmoins citer les récepteurs métabotropiques du glutamate du groupe | (mGluRla et mGIuR5) dont
I'activité peut étre modulée par la protéine Homer3 (Ango et al., 2001). Contrairement a l'interaction du
récepteur 5-HTs avec NF1 ou GPRIN1, I'association d’'Homer3 avec le domaine C-terminal de mGluR1a
ou mGIuR5 inhibe I'activité constitutive de ces récepteurs. A I'inverse, I'isoforme Homerla se comporte
comme un régulateur négatif de l'interaction entre mGluR1a ou mGIuR5 et Homer3 et favorise ainsi
I'activité constitutive de ces récepteurs. On peut souligner que les protéines NF1 et Homer3 semblent
se comporter comme des « interrupteurs », activant ou éteignant I'activité constitutive de leurs
récepteurs. En revanche, dans ma these, j’ai pu décrire GPRIN1 comme un modulateur permettant

d’amplifier I'activité constitutive du récepteur 5-HTe.

En lien avec ces effets sur I'activité constitutive du récepteur, nous avons pu observer une augmentation
de la liaison de la protéine Gs au récepteur 5-HTs en présence de GPRIN1. Il semblerait donc que
I'interaction avec GPRIN1 induise un changement de conformation du récepteur qui favorise le
recrutement de la protéine Gs et de fait augmente son activité constitutive. Nous avons par ailleurs
constaté que toute mutation ou traitement réduisant I'activité constitutive sur la voie Gs du récepteur
5-HTs diminue en miroir son interaction avec GPRIN1. Ainsi, on peut émettre I’hypothése selon laquelle
I’activation constitutive de la voie Gs par le récepteur correspond a une conformation spécifique de celui-
ci (R*a), plus favorable a son interaction avec GPRIN1. La liaison de GPRIN1 au récepteur semble induire

a son tour un changement de conformation de celui-ci (R*b) responsable de I'augmentation de sa liaison
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a la protéine Gs et donc de son activité Gs. Il semble donc exister un dialogue bidirectionnel entre I'état

conformationnel du récepteur et I'interaction avec GPRIN1 (figure).

D’autre part, la mutation en alanine du résidu W281, situé au cceur du 3™ domaine
transmembranaire décroit I'activité constitutive du récepteur 5-HTs, diminue sa liaison avec GPRIN1 et

abolit les effets fonctionnels de I'interaction.

Récepteur en conformation basale: Interaction du récepteuravec GPRIN1 : Récepteur en conformation inactive a a voie Gs
Récepteur sauvage * Changementde conformation du récepteur (mutant Gsdead, W2¥1A, agonite inverse)
* Activité constitutive Gs * Augmentation de soninteraction avecGs * Pasd'activité constitutive Gs
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Figure 41- La conformation du récepteur 5-HT¢ module son interaction avec GPRIN1

Ce résidu est I’équivalent du résidu W272 retrouvé sur le récepteur 5-HTa (Pellissier et al., 2009). Dans
une précédente publication, notre équipe a démontré que le récepteur 5-HT, était capable d’adopter
différentes conformations correspondant a différents niveaux d’activité constitutive et le résidu W272
joue un role crucial pour la stabilisation du récepteur dans une conformation active (Pellissier et al.,
2009). L'impact de la mutation du W281 du récepteur 5-HTs sur les effets de de la GPRIN1, pourrait
indiquer que ce résidu joue un role pivot d’une part dans le maintien du récepteur 5-HTs dans une
conformation active (R*a) et d’autre part dans le changement de conformation du récepteur en

présence de GPRIN1 (R*b).

Enfin, nous avons observé que les 22 résidus proximaux de I'extrémité C-terminale du récepteur
sont nécessaires pour le recrutement de GPRIN1 par le récepteur. On peut noter que la protéine NF1

interagit également avec cette séquence (Deraredj Nadim et al. 2016b). Deux protéines modulant

153



I"activité constitutive du récepteur interagissent donc au niveau de cette méme séquence. De plus, la
délétion de la totalité du domaine C-terminal (mutant 5-HTsACter) abolit I'activité constitutive vis-a-vis
de Gs du récepteur alors qu’un mutant tronqué conservant 22 résidus proximaux de I'extrémité C-
terminale du récepteur (5-HTsA342-440) conserve une activité constitutive comparable a celle du
récepteur sauvage (données non publiées de I'équipe). Il semblerait donc que la séquence 320-342 du
récepteur joue également un roéle central dans la modulation de son activité constitutive via le

recrutement de partenaires protéiques.

¢ NF1 et GPRIN1 : compétition ou synergie ?

Les protéines NF1 et GPRIN1 interagissent au méme niveau de la séquence du récepteur 5-HTs. Il serait
donc intéressant d’étudier leurs effets mutuels. En effet, la protéine NF1 est exprimée de fagon
endogéne dans les cellules NG 108-15 ol elle est nécessaire a I'activation constitutive du récepteur et
donc participe a sa conformation précédemment nommée R*a. Comme nous I'avons discuté, GPRIN1
interagit moins avec un récepteur dépourvu d’activité constitutive. On pourrait donc se demander si NF1
participe au recrutement de GPRIN1 ou si ces interactions sont mutuellement exclusives et que la
surexpression de GPRIN1 remplace NF1. Pour répondre a cette question, il serait intéressant d’examiner,
I'effet de I'expression de GPRIN1 dans les cellules NG108-15 sur linteraction de la protéine NF1
endogene avec le récepteur 5-HTs et I'effet de I’extinction de I’expression de NF1 sur I'interaction entre
GPRIN1 et le récepteur. Il serait également intéressant de comparer l'interaction du récepteur avec
GPRIN1 dans des lysats de cerveaux de souris sauvages et dans des lysats de cerveaux de souris NF1*/-
(en croisant les souris 5-HTe®FP/CFP et les souris NF1*/- pour créer une lignée 5-HTP ; NF1*/). En effet, si
on considére que dans la neurofibromatose de type I, le récepteur 5-HTs est dans une conformation ou
il présente une activité constitutive Gs diminuée, il est probable qu’il interagisse également moins avec
GPRIN1. Cette variation d’interaction avec GPRIN1 pourrait expliquer une partie des troubles neuro-

développementaux observés chez les patients souffrant de neurofibromatose de type 1.
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D’un point de vue morphologique, la protéine GPRIN1 est connue pour induire la pousse neuritique dans
des lignées cellulaires comme les cellules Neuro2A lorsqu’elle est surexprimée avec une sous unité Ga
activée. Dans ce contexte, je me suis ensuite intéressée aux effets de GPRIN1 sur la différenciation
neuronale engagée par le récepteur dans les cellules NG108-15 et les neurones en culture. J’ai démontré
gue linteraction entre GPRIN1 et le récepteur augmente significativement I'élongation et la
complexification de I'arborisation dendritique. Cet effet n’est cependant observé que 48h apres la
transfection des cellules par des plasmides exprimant les deux partenaires, de fagon concomitante
avec l'augmentation de Il’activité constitutive du récepteur sur la voie Gs. Pour étudier cette
coincidence temporelle, nous avons exprimé différents récepteurs mutés, en présence ou non de
GPRIN1, et mesuré leur impact sur les niveaux de production constitutive d’AMPc, 24h et 48h apres la
transfection, que nous avons ensuite mis en corrélation avec la longueur moyenne des neurites obtenue
pour chaque condition. Rappelons que, dans une étude précédente, notre équipe a mis en évidence que
I’expression du récepteur 5-HTes permet l'initiation d’un processus de pousse neuritique dans ce méme
modele cellulaire de différenciation neuronale, 24h apreés la transfection et ce processus est indépendant
de l'activité Gs du récepteur (Duhr et al., 2014). Confirmant ces résultats, je n’ai pas observé de
corrélation entre les niveaux d’activité constitutive sur la voie Gs et la longueur des neurites 24h apres
la transfection. En revanche, la longueur des neurites devient proportionnelle aux niveaux d’AMPc 48h
apres la transfection. Cette observation nous a ensuite permis de prouver que I'amplification de
I'activation constitutive de la voie Gs par la GPRIN1 induit la complexification de |’arborisation
dendritique via le recrutement de la PKA. La signalisation AMPc/PKA a été impliquée la pousse
neuritique, aussi bien durant le développement que lors de la repousse axonale suite a une lésion (Batty
et al., 2017). Les mécanismes par lesquels I'AMPc favorise la croissance neuritique ne sont pas encore
pleinement compris. Ce mécanisme semble cependant étre dépendant de la phosphorylation de la
protéine CREB (« cAMP-response element binding protein ») par la PKA. Cette phosphorylation active

CREB qui induit la transcription de genes clefs (Batty et al., 2017; Ma et al., 2014). En particulier, des
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études ont montré qu’une fois phosphorylé, CREB augmente la transcription de I'arginase 1, enzyme de
synthése des polyamines et induit ainsi la production de putrescine et de spermidine, connues pour leur
role dans la survie et la pousse neuritique (Chu et al., 1994). Pour la suite de I'étude de GPRIN1], il serait
intéressant d’une part de regarder I'impact d’une surexpression de la protéine sur la phosphorylation de
CREB et d’autre part d’inhiber sélectivement les acteurs précédemment cités pour déterminer s’ils

jouent un réle dans la différenciation neuronale induite par le récepteur 5-HTs.

e Cdk5 : un acteur influengant du dialogue entre GPRIN1 et le récepteur 5-HTs

Nous avons par ailleurs observé dans les cellules NG 108-15 que l'interaction entre le récepteur 5-HTs et
GPRIN1 augmente entre 24h et 48h apres la transfection tandis que I'interaction entre le récepteur et
CdK5 diminue en parallele. Cette dynamique temporelle d’interaction semble étre régulée par la
phosphorylation du récepteur par Cdk5 de la sérine 350, GPRIN1 interagissant préférentiellement avec
la forme non phosphorylée du récepteur. Ainsi, I'interaction du récepteur 5-HTs avec Cdk5 d’une part et
GPRIN1 d’autre part, semble étre séquentielle et mutuellement exclusive. Ce point est particulierement
intéressant, car il s’agit a notre connaissance d’un des premiers exemples d’une régulation temporelle
de l'interaction entre un RCPG et plusieurs de ses partenaires. Comme nous I'avons précédemment
discuté, I'extrémité C-terminale du récepteur semble jouer un role pivot pour que le récepteur adopte
une conformation active. On peut supposer que la phosphorylation de la sérine 350 du domaine C-
terminal induit un changement de conformation diminuant son interaction avec GPRIN1. Dans ce sens,
notons que la mutation de la sérine 350 en aspartate (5-HTsS3°°D) abolit I'activité constitutive du
récepteur. Ces expériences placent I’état de phosphorylation de la sérine 350 au centre de I'interaction
du récepteur avec GPRIN1 et des effets fonctionnels de cette derniére sur I'activité du récepteur

controélant la morphologie des neurones.
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* L’interaction séquentielle du récepteur 5-HTs avec Cdk5 et GPRIN1 facilite la succession des

étapes de la différenciation neuronale.

J’ai ensuite démontré dans les cellules NG108-15 que la pousse neuritique induite par I’expression
du récepteur implique deux voies de signalisation successivement mises en jeu :
1. L'initiation de la pousse neuritique a 24h est dépendante de Cdk5, indépendante de I'activité
Gs et non influencée par la GPRIN1.
2. L'élongation et la ramification de I'arborisation devient dépendante de la GPRIN1 et de
I'activation constitutive de la voie Gs par le récepteur, et indépendante de I'activité de la

Cdk5.

Ainsi, I'inhibition de I’activité de Cdk5 par I'expression d’'un mutant dominant négatif ou I’expression
d’un mutant du récepteur 5-HTs non phosphorylable par Cdk5 (5-HTsS3°°A) dans les cellules NG 108-15,
inhibe la capacité du récepteur 5-HTs a initier la pousse neuritique. En revanche, 48h aprés la
transfection, on observe que les cellules exprimant le mutant dominant négatif de Cdk5 ou le récepteur
5-HT6S3°0A ont débuté leur différenciation. Il semblerait donc que I'interaction du récepteur avec la Cdk5
initie une pousse neuritique rapide. En absence d’activité Cdk5, le récepteur 5-HTs apparait capable
d’induire une pousse neuritique plus lente et dépendante de son activité constitutive sur la voie Gs. Si
cette hypothése est exacte, un récepteur mutant 5-HT¢S3°°A/Gsdead devrait étre incapable d’induire la
différenciation des cellules NG108-15 que ce soit apres 24h ou 48h de transfection. On peut par ailleurs
se demander pourquoi une voie de signalisation induit la pousse neuritique plus rapidement qu’une
autre ? Dans |"étude précédente, I'équipe a démontré que la phosphorylation du récepteur par Cdk5
induit le recrutement de Cdc42, une petite Rho GTPase (Duhr et al., 2014). Cdc42 est un acteur important
de I'assemblage et du réarrangement de la dynamique du cytosquelette d'actine. Ainsi, son recrutement
par le récepteur peut mener directement a I’excroissance neuritique. A 'opposé, le second mécanisme
de pousse neuritique dépendant du récepteur met en jeu la voie Gs/AMPc/PKA. Si notre hypothese
précédente est exacte, I'activation de la PKA pourrait induire la phosphorylation de CREB et mener a
I’expression des genes responsables de la modulation du cytosquelette et de la pousse neuritique. Ce
mécanisme implique plusieurs étapes, notamment de transcription et de traduction, expliquant

I’émission des protrusions neuritiques plus tardivement.
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e Un roéle de la protéine phosphatase 2A (PP2A) dans la succession des interactions 5-HTs-Cdk5

et 5-HTc-GPRIN1 ?

On retrouve également dans l'interactome du récepteur 5-HTs la protéine phosphatase 2A (PP2A). La
PP2A est exprimée de fagon prédominante dans le soma et le cone de croissance (Bordelon et al. 2005).
Il a été proposé que la PP2A agit de concert avec la protéine phosphatase 1 (PP1), pour réguler les étapes
de la différenciation neuronale. En effet, des études réalisées sur des cultures primaires de neurones ont
montré que si la PP1 est importante pour l'initiation de la pousse neuritique, en régulant I'adhésion
cellulaire et la mobilité du cytosquelette, la PP2A apparait affecter les étapes plus tardives de la
différenciation en particulier I’extension des neurites et leur ramification (Monroe et Heathcote 2013).
Les auteurs ont proposé un modele selon lequel I'action concertée des phosphatases/kinases et la
dynamique temporelle de leur activité pourraient constituer un mécanisme important a 'origine la

modulation fine du développement neuronal.

Si I'activité de la PP2A est trés large, elle est connue pour déphosphoryler en particulier les cibles
de Cdk5 (Veeranna et al., 1995). Une étude de 2007 a par ailleurs démontré, dans les neurones striataux,
que la PKA phosphoryle la protéine PP2A, ce qui a pour effet d’augmenter son activité de
phosphatase(Ahn et al. 2007). Les observations récentes de notre équipe concernant le role de
I'interaction entre Cdk5 et le récepteur 5-HTs dans l'initiation de la pousse neuritique suggerent que,
dans un premier temps, Cdk5 phosphoryle de fagon constitutive le récepteur 5-HTs et induit I'initiation
de la pousse neuritique indépendamment de la voie Gs. Par ailleurs, on peut supposer que
I"accumulation de I’AMPc due a I'activité constitutive du récepteur permet d’activer graduellement la
PKA, menant a I'activation de PP2A et a terme a la déphosphorylation du récepteur. Ainsi, au cours du
temps, la forme déphosphorylée du récepteur pourrait devenir prépondérante, favorisant I'interaction

de celui-ci avec la GPRIN1.
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Figure 42- Hypothése explicative de I'aternance des voies de signalisations 5-HTs/Cdk5/Cdc42 et 5-
HTs/GPRIN1/Gs/PKA

* Role du récepteur 5-HTs dans la succession de la migration et de la différenciation in vivo ?

Notre équipe a précédemment démontré que I'interaction entre le récepteur 5-HTs et Cdk5 joue un réle
important dans la pousse neuritique précoce des neurones d’hippocampe en culture, correspondant aux
stades 1 et 2 de la différenciation neuronale in vitro décrits par Dotti et al. (Dotti et al., 1988). Durant ma
these, j’ai pu démontrer dans les cultures primaires de neurones d’hippocampe, de cortex et de striatum,
que linteraction du récepteur avec GPRIN1 n’est pas nécessaire aux étapes 1 et 2 de la différenciation
neuronale in vitro. En revanche, cette interaction semble nécessaire a I’extension des neurites dans les
stades 3 et 4 de la différenciation. Ces observations apportent des arguments en faveur de I'existence
d’une dynamique temporelle d’interaction entre le récepteur 5-HTs et ses partenaires dans les neurones,
similaire a celle qui est observée dans les cellules NG 108-15. Afin de vérifier I’existence d’'une dynamique

d’interaction entre les partenaires du récepteur 5-HTs, l'idéal serait de réaliser une étude de
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I'interactome du récepteur dans des cultures neuronales a différents stades de la maturation neuronale,
en réalisant des expériences de co-immunoprécipitation du récepteur et de ses partenaires (approche

GFP-TRAP® 3 partir de neurones issus de souris 5-HT"P/6FP),

La culture primaire de neurones est un modele intéressant pour étudier la différenciation des neurones,
elle ne constitue cependant pas un systeme intégré. En effet, 'environnement (neurones environnants,
glie, molécules de la matrices, facteurs sécrétés...) a une influence majeure sur le développement
neuronal. Pour vérifier nos observations dans un modele plus intégré, nous pourrions réaliser des
électroporations in utero d’embryons de souris avec différents mutants du récepteur 5-HTs ou des shRNA
ciblant certains de ses partenaires, et suivre la différenciation spécifiquement des neurones électroporés
en fixant les cerveaux des embryons a différents temps. Cette technique nous permettrait également
d’examiner le déroulement de la succession entre migration neuronale et différenciation. En effet, il est
intéressant de noter que l'interaction entre récepteur et Cdk5 a déja été démontrée comme étant
cruciale pour la migration des neurones pyramidaux du cortex. On peut supposer que, lors de Ila
migration, le récepteur interagit préférentiellement avec Cdk5. Une fois I'aire de destination atteinte,
I'interaction du récepteur avec Cdk5 permettrait au neurone d’initier une pousse neuritique rapide et
de commencer a établir des connections. On peut supposer que les événements cellulaires qui
s’ensuivent, qu’il s’agisse du changement de potentiel membranaire, de I'interaction avec de nouveaux
partenaires, ou de la concentration calcique de la cellule, induisent des changements conformationnels
du récepteur, favorisant : son activité constitutive vis-vis de la voie Gs, le recrutement de la PKA, et de
PP2A et, finalement, son interaction avec la GPRIN1. Ainsi la voie de signalisation 5-HTs/Gs/AMPc/PKA
prendrait le relais de la voie 5-HTs/Cdk5. A I’heure actuelle, on ne sait pas encore comment se succédent
les différentes étapes de la différenciation et quels éléments déclenchent I'arrét de la migration au profit
de l'initiation de la différenciation neuronale. La modulation des voies de signalisation engagées par le
récepteur, par des jeux de phosphorylation/déphosphorylation constitue une piste particulierement

prometteuse pour expliquer la succession de ces étapes in vivo.
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Bien que I'on ait longtemps considéré que les dendrites transmettaient passivement I'information
au soma, de nombreuses études ont par la suite démontré que les dendrites agissent comme des
intégrateurs dynamiques de la transmission synaptique (H&ausser, Spruston, et Stuart 2000). La
transmission du signal au soma est grandement affectée par le schéma de ramification de I'arbre
dendritique et les variations de la cytoarchitecture dendritique d’un type neuronal a I'autre ont des
conséquences fonctionnelles importantes sur le traitement du message synaptique (Gulledge, Kampa,
et Stuart 2005). Les éléments qui déterminent la spécification de I'arbre dendritique d’un type neuronal
a I'autre, sont encore loin d’étre connus (Copf, 2015). Les différentes études sur le sujet montrent une
importance des signaux extracellulaires, de I'expression de genes spécifiques et I'implication de la PKA

(Batty et al., 2017; Copf, 2015).

Durant ma thése, j’ai observé dans les cultures primaires de neurones que 'inhibition de I'interaction
du récepteur avec GPRIN1 grace a un peptide interférant capable de traverser la membrane plasmique
(TATCt320-342) diminue la ramification de I'arborisation dendritique des neurones de striatum a 13 DIV.
Le probléme majeur de 'utilisation de ce peptide dans les neurones est le risque d’observer des effets
qui seraient dus a la rupture de l'interaction avec un autre partenaire recruté par la méme région du
récepteur que la GPRIN1 comme par exemple NF1. Pour éviter ce probleme, I'idéal aurait été d’identifier
le domaine de la GPRIN1 qui interagit avec le récepteur et de tester un second peptide interférant visant
cette séquence. L'obtention de résultats identiques en ciblant les séquences d’interactions sur le
récepteur et sur GPRIN1 nous aurait permis de conclure quant a la spécificité de |'effet. Comme nous
I"avons fait pour le récepteur 5-HTs, nous aurions pu exprimer des mutants de la GPRIN1 tronqués et
observer leurs effets sur I'interaction. Il nous a cependant été impossible de modifier la séquence de
GPRIN1 sans altérer son expression a la membrane. Pour cette raison, nous n’avons pas pu déterminer
le site d’interaction du récepteur dans la séquence peptidique de la GPRIN1. Nous avons donc opté pour
une autre stratégie, celle d’éteindre I’expression de la protéine GPRIN1 endogene dans les neurones en

les infectant avec un virus exprimant un shRNA ciblant ses transcrits. L’obtention d’un résultat similaire
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avec le shRNA éteignant I'expression de la GRPIN1 et le TATCt320-342 nous a permis de conclure que

I'effet observé est bien spécifique de 'interaction de GPRIN1 avec le récepteur.

L'interaction GPRIN1/5-HTs semble donc importante pour la phase de complexification du réseau
dendritique et la formation de branchements. On peut supposer qu’in vivo, différents partenaires
concourent de la méme facon a la modulation de I'activité du récepteur en fonction de son expression
spatio-temporelle et participent ainsi au faconnage de la morphologie spécifique de chaque type

neuronal exprimant le récepteur.

Des études récentes de I’équipe de John Neumaier suggérent par ailleurs que le récepteur 5-HTs exprimé
dans le cil primaire modulerait la croissance des dendrites (Brodsky et al. 2017; Lesiak et al. 2018). Dans
ce contexte, il serait intéressant de déterminer la localisation subcellulaire de l'interaction entre le
récepteur 5-HTs et la GPRIN1 endogene dans les neurones afin de déterminer si elle est retreinte au cil

primaire ou non.

Nous sommes cependant loin d’avoir mis a jour la totalité des mécanismes par lesquels le récepteur 5-
HTes module le développement neuronal. En effet, plusieurs partenaires du récepteur connus pour leurs
fonctions neuro-développementales ont également été identifiés lors des études d’interatomique
réalisées par I'équipe. Etudier plus en détail les interactions entre le récepteur et ses partenaires
constitue une stratégie prometteuse pour mettre a jour de nouveaux mécanismes d’action de la

signalisation du récepteur 5-HTs dans le développement.

+ mTOR

La protéine mTOR est une sérine/thréonine kinase dont I'activité est étroitement régulée par ses
partenaires au sein de complexes protéiques. La protéine mTOR fait partie de deux complexes
structurellement et fonctionnellement distincts. Le complexe mTOR | (mnTORC1) se compose de mTOR,
raptor, mLST8, PRAS40 and DEPTOR. Le complexe mTOR 2 (mTORC2) se compose de rictor, mSIN1,
Protor-1, mLST8 et DEPTOR (Lee, 2015). De nombreux autres acteurs intégrent la signalisation en amont

ou en aval de mTOR, tel que la NF1, TSC1, PTEN, Vps34 ou encore Rheb.
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L'interactome du récepteur 5-HTs présente un enrichissement remarquable en protéines
appartenant au complexe mTORC1 et a ses voies de signalisation associées.

Le complexe mTORC1 est un régulateur important de nombreuses fonctions cellulaires dont la
transcription et la synthése protéique. De multiples réles physiologiques lui ont été associés aussi bien
a I'age adulte que durant I'embryogénése. En particulier, mTOR semble étre un acteur crucial de
plusieurs étapes du développement du systéeme nerveux. La suppression des résidus responsables de
son activité kinase, altére la prolifération des cellules embryonnaires menant au déces des embryons
homozygotes pour la mutation (Gangloff et al., 2004; Murakami et al., 2004).

Le complexe mTORC1 apparait plus particulierement impligué dans linitiation de la
différenciation neuronale. En effet, plusieurs études démontrent que mTOR induit I’expression de genes
clefs de la différenciation neuronale. Dans ce sens, I'activité du complexe mTORC1 augmente dans les
cellules post-mitotiques qui débutent leur différenciation. De plus, la répression de I'activité de mTORC1
par son inhibiteur endogéne, DEPTOR, et par I'inhibition de sa transcription semble nécessaire pour le
maintien de la pluripotence des cellules souches neuro-épithéliales (Agrawal et al., 2014; Wang et al.,
2013). A I'age adulte, la stimulation de mTOR serait de la méme fagon associée a une diminution de la
neurogénese (Magri and Galli, 2013; Mahoney et al., 2016).

Si mTOR semble étre une protéine importante pour l'initiation de la différenciation (Easley et al.,
2010), elle joue également un réle critique a chacune des étapes du développement neuronal et la
régulation fine de son activité est cruciale pour un développement harmonieux. Son hyperactivation a
été notamment associée a des problémes de migration séveres menant a des expressions neuronales
ectopiques et des anomalies de la connectivité (Moon et al., 2015). Des études in vitro ont également
démontré un role central de I'activité de mTORC1 dans la pousse neuritique et la maturation des
dendrites (Hsia et al., 2014; Jaworski et al., 2005; Kumar et al., 2005). Ainsi, la complexité dendritique
est réduite par un siRNA ciblant la mTOR appliqué a des cultures de neurones d’hippocampe (Jaworski
et al.,, 2005). L'implication de mTORC1 a également été démontrée dans la guidance axonale via le
contréle de la transcription de molécules signalétiques clef, comme I’ephrin A, la semaphorin-3 ou la
netrin-1. De plus, il a été proposé que le controle de la synthése protéique par mTORC1 pourrait
également participer a I'extension de I'axone et des dendrites ainsi qu’a la mobilité du cone de

croissance, en influengant la dynamique du cytosquelette d’actine (Takei and Nawa, 2014). Enfin,
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I'inhibition de mTOR par la rapamycine diminue le nombre et la longueur des épines dendritiques dans
des tranches organotypiques (Kumar et al., 2005; Tavazoie et al., 2005).

Du fait de son rdle majeur dans le développement du systéme nerveux, des dysfonctionnements
du complexe mTORC1 ou des mécanismes cellulaires sous le contréle de mTOR ont des conséquences
séveres qui ont été impliquées dans plusieurs maladies neurodéveloppementales comme la sclérose
tubéreuse, le syndrome du X fragile ou le syndrome de Rett. Ces pathologies sont caractérisées par des
défauts de migration, des anomalies de positionnement et des altérations de la cytoarchitecture
neuronale. Ces atteintes neuro-développementales se traduisent par I’expression d’un grand nombre de
symptomes incluant des crises épileptiques, des troubles cognitifs, des troubles du comportement social
et un retard mental.

L'ensemble de ces résultats démontre qu’un contrdle précis de I'activité du complexe mTORC1
est essentiel pour une différenciation neuronale harmonieuse. Le récepteur 5-HTs pourrait étre un
élément critique de la régulation de 'activité du complexe mTORC1 durant le développement. En effet,
notre équipe a déja pu mettre en évidence que la modulation pharmacologique du récepteur peut
activer ou inhiber la voie mTOR (Meffre et al., 2012). Dans ce contexte, il parait particulierement
important d’élucider le réle de l'interaction entre le récepteur 5-HTs et les protéines du complexe

MTORC1 durant 'embryogénése.

e WAVE1L

La protéine WAVEL (« (WASP)-family verprolin homologous protein 1 » aussi appelée WASF1 pour
« Wiskott-Aldrich syndrome protein ») a d’abord été identifiée comme étant le produit d’'un géne dont
la dysfonction cause le syndrome héréditaire de Wiskott-Aldrich (Blundell et al. 2010). Depuis, cing
autres membres de cette famille ont été identifiés. Tous ont la caractéristique de pouvoir activer le
complexe constitué des protéines de nucléation Arp2/3, servant de point de départ a la polymérisation
du cytosquelette d’actine (Y. Kim et al. 2006; Zalevsky et al. 2001). La protéine WAVE1 peut également
interagir, physiquement et fonctionnellement, avec la protéine Cdc42, une petite GTPase dont I'activité
est impliquée dans la pousse neuritique (Miki and Takenawa, 2003). De plus, la protéine WAVE1 est
phosphorylée par la Cdk5 et cette phosphorylation inhibe sa capacité a réguler le complexe Arp2/3. Dans

des cultures de neurones, la perte de fonction de WAVE1L est corrélée a une diminution du nombre
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d’épines dendritiques matures (Y. Kim et al. 2006). La surexpression d’'un mutant aspartate, qui mime
une phosphorylation constante par la Cdk5, affecte de la méme fagon la maturation des épines
dendritiques alors qu’un mutant alanine (non phosphorylable) restaure une morphologie normale des
épines (Y. Kim et al. 2006). Encore une fois, on retrouve une convergence remarquable des effets de

différents partenaires physiques et/ou fonctionnels du récepteur 5-HTs.

Le récepteur 5-HTs semble étre réellement au coeur de voies de signalisation interconnectées et
hautement impliquées dans la régulation du cytosquelette d’actine. S’il est difficile d’avoir une vue
d’ensemble de ces processus, il est fortement probable que le récepteur soit au centre du controle de
ces dynamiques d’interaction sous-tendant la succession harmonieuse des différentes phases du

développement neuronal.

Le récepteur 5-HTs de la sérotonine est donc un acteur central de différentes étapes critiques
développement neuronal connues pour étre altérées dans certaines maladies psychiatriques telles que
les TSA ou la schizophrénie. La question se pose de savoir si des anomalies de la signalisation ou de
I’expression du récepteur durant la gestation pourraient induire des défauts neurodéveloppementaux
prédisposant a de telles pathologies.

Nous venons de voir que I'activité constitutive du récepteur semble particulierement importante
pour ses fonctions neurodéveloppementales. |l serait donc intéressant, dans un premier temps, d’inhiber
cette activité durant le développement en administrant un agoniste inverse du récepteur, pour
déterminer si la modulation de I'activité constitutive du récepteur suffit a déclencher des troubles du
comportements. Il serait d’autant plus intéressant de réaliser différentes cohortes qui seraient injectées
a différents stades du développement. Le récepteur est exprimé chez la souris a partie du jour
embryonnaire 11. On pourrait donc imaginer la mise en place de plusieurs protocoles : i) I'injection
qguotidienne d’un agoniste inverse du récepteur jusqu’a la mise bas, ii) I'injection de I'agoniste inverse

durant la premiére semaine post-natale. Cela permettrait de dissocier la période de migration des
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neuroblastes de celle de maturation de I'arborisation dendritique et de synaptogenése. Nous pourrions,
ensuite :

1. Examiner le comportement des souriceaux, en analysant les vocalisations lors de la
séparation de la mere afin de déterminer la présence d’un trouble de la communication
sociale précoce.

2. Examiner le comportement des animaux adultes grace a une batterie de tests
comportementaux permettant d’évaluer la cognition (mémoire a court et a long terme,
mémoire spatiale et flexibilité cognitive), le comportement social, les stéréotypies motrices,
le comportement moteur et I'anxiété.

3. Sacrifier et perfuser une partie de la cohorte pour analyser via une étude
immunohistochimique la présence de défauts de positionnement ou d’anomalies
morphologiques des neurones.

4. Sacrifier une seconde partie de la cohorte et prélever les cerveaux (cortex préfrontal,
striatum, hippocampe) afin de réaliser des analyses biochimiques des différentes voies de

signalisation sous le controle du récepteur (mTOR, cAMP, Cdk5).

Si cette premiére approche donne des résultats, il serait intéressant par la suite de réaliser les
mémes injections subchroniques sur des cohortes de souris 5-HTs®*P/GFP et d’analyser I'interactome du
récepteur (dans le striatum, I'hippocampe et le cortex préfrontal) par protéomique. Cela nous
permettrait de déterminer si des altérations précoces de la signalisation du récepteur peuvent induire

des modifications de son interactome qui perdurent jusqu’a I'dge adulte.

Par ailleurs, parmi les facteurs prédisposant au développement aux troubles psychiatries
d’origine neurodéveloppementale, la sérotonine est souvent désignée comme un élément central. En
effet, des perturbations précoces du systeme sérotoninergique ont été impliquées dans un grand
nombre de troubles mentaux (Margoob and Mushtaq, 2011). Outre les variations génétiques, le systeme
sérotoninergique peut étre influencé par différents facteurs. Ainsi, de nombreux composés
pharmacologiques, comme les antidépresseurs et les antipsychotiques atypiques, modulent

directement le systéme sérotoninergique (« Psychopharmacologie Essentielle 4 Eme Edition » s. d.). Un
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nombre croissant de données indiquent que ces molécules passent la barriere foeto-placentaire et
favorisent le développement de malformations congénitales et des troubles psychiatriques (Glover and
Clinton, 2016; Singh and Singh, 2017; Terrana et al., 2015). Comme je I'ai évoqué dans l'introduction,
I’exposition aux inhibiteurs de la recapture de la sérotonine constitue un facteur de risque majeur pour
le développement des TSA (Devlin et al. 2005; Hervas et al. 2014; Huang et Santangelo 2008). De la méme
facon, les souris qui expriment la forme courte du transporteur de la sérotonine présentent une
hypersérotoninergie associée a des troubles du comportement social (Veenstra-VanderWeele et al.,
2012).

Comme je I'ai discuté dans l'introduction, I’hypersérotoninergie durant la gestation induit des
troubles neurodéveloppementaux importants incluant des anomalies de la prolifération et du
positionnement des neuroblastes. En particulier, 'équipe d’Alexandre Dayer a mis en évidence que
I’exces de sérotonine altere la migration des neurones pyramidaux et des interneurones du cortex et
que ces anomalies de la migration sont dues, au moins en partie, a une dérégulation de I'activité du
récepteur 5-HTs (Riccio et al., 2011, 2009). Il a été démontré que les fonctions du récepteur 5-HTe dans
la migration impliquent essentiellement son interaction constitutive (i.e. agoniste indépendante) avec la
Cdk5. Cependant, on peut supposer que la concentration en AMPc se doit d’étre maintenue dans une
fenétre précise afin d’assurer une migration harmonieuse. Ainsi, une stimulation excessive du récepteur
et I'augmentation non-physiologique de la concentration en AMPc qui pourrait en découler pourrait
rompre cet équilibre et étre a I'origine des troubles de la migration observés. De plus, si on intégre les
observations de Riccio et al. a notre hypothése concernant la dynamique d’interaction des partenaires
du récepteur, on pourrait supposer que I'excés d’AMPc di a la sur-stimulation du récepteur active la PKA
qui phosphoryle la phosphatase PP2A, qui pourrait déphosphoryler le récepteur et rompre son
interaction avec la Cdk5 et ainsi participer a 'altération de la migration. Bien entendu ces hypothéses
restent a vérifier, mais il serait néanmoins intéressant de se pencher sur I'implication du récepteur 5-
HTs dans les troubles du comportement social observés chez les souris dont la mere a été traitée aux
inhibiteurs de la recapture de la sérotonine durant la gestation (Kiryanova et al., 2013). Pour étudier

cette hypothese, nous pourrions :
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1. Comparer les effets de I’exposition prénatale aux inhibiteurs de la recapture de sérotonine a ceux
d’un agoniste spécifique du récepteur 5-HTs sur le comportement et les anomalies du
développement.

2. Co-traiter les meres gestantes avec des inhibiteurs de la recapture de sérotonine et un
antagoniste du récepteur 5-HTe pour déterminer si I'inhibition concomitante du récepteur suffit
ou non a restaurer les troubles neurodéveloppementaux et comportementaux causés par
I’"hypersérotoninergie prénatale.

3. Delaméme fagon que pour les études proposées précédemment, nous pourrions ensuite utiliser
les souris 5-HTe®FP/GFP afin d’analyser I'interactome du récepteur dans les différentes conditions
expérimentales.

Notons que ces projets avant de pouvoir étre développé nécessitent de s’assurer que les composés

utilisés passent la barriere foeto-placentaire.

Environnementaux
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Figure 43 - Théorie sur I'implication de la sérotonine et du récepteur 5-HT¢ dans la génése des maladies
psychiatriques d’origine neurodéveloppementales
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ll. Potentiel thérapeutique du récepteur 5-HT, dans le traitement

des TSA

Les TSA regroupent un ensemble de maladies psychiatriques d’origine neuro-développementale
caractérisées par des déficits du comportement social et de la communication et la présence de
comportements retreints et stéréotypés. A I’heure actuelle, aucun des traitements pharmacologiques
disponibles en clinique ne soulage efficacement les difficultés sociales chez les patients atteints de TSA.
Il'y a donc un besoin urgent de découvrir de nouvelles stratégies thérapeutiques. Dans cette seconde
partie de ma thése, je me suis intéressée aux effets comportementaux de I'inhibition pharmacologique
du récepteur 5-HTs a I'age adulte dans un modele préclinique de TSA. J'ai pu mettre en évidence le
potentiel thérapeutique d’un antagoniste (et agoniste inverse) du récepteur 5-HTs de la sérotonine, le
SB258585, pour améliorer I'interaction sociale, les stéréotypies et d’autres symptomes liés a I'autisme.
En effet, le traitement subchronique des souris génétiquement déplétées pour le récepteur Mu des
opioides avec le SB258585 a permis de corriger plusieurs déficits comportementaux chez ces animaux,
en particulier restaurer différents parametres d’interaction sociale, la préférence sociale, I'apprentissage
moteur et atténuer certaines stéréotypies motrices. Les résultats obtenus ont cependant été plus
mitigés concernant l'inflexibilité cognitive et I'anxiété. Le traitement a par ailleurs fait apparaitre des
stéréotypies motrices et augmenté l'inflexibilité cognitive des animaux sauvages indiquant un effet

délétére sur ces comportements de I'inhibition du récepteur chez des animaux sains.

On peut noter que les effets les plus forts de I'inhibition du récepteur 5-HTs dans ce modéle sont
observés sur les comportements sociaux et moteurs. Le récepteur Mu est un acteur central du systéme
de récompense, son invalidation génétique chez la souris induisant notamment un déficit de
récompense sociale similaire a ce qui est observé en clinique chez les sujets souffrant de TSA. En effet,
I’équipe de Julie le Merrer et Jérodme Becker a démontré un déficit de I’expression du géne C-FOS induit
par une interaction sociale dans le Nac, chez les souris Oprm1”/- comparé aux souris sauvages (Becker et

al., 2014). Ce résultat démontre un déficit d’activation du Nac, noyau au cceur du systeme de
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récompense sociale chez ces souris suite a I’exposition a des stimuli sociaux. Si I'implication du récepteur
5-HTe dans la récompense a été peu étudiée, les travaux de I'équipe de John Neumaier démontrent
néanmoins que la surexpression du récepteur dans le striatum diminue la récompense associée aux
stimuli naturels (sucrose) et aux drogues d’abus (cocaine) (Brodsky et al. 2016; Eskenazi et Neumaier
2011b). Ainsi, la signalisation associée au récepteur 5-HTe dans le striatum semble avoir un role inhibiteur
de la récompense. On peut donc supposer que I'inhibition pharmacologique du récepteur augmente la
récompense aux stimuli naturels dont fait partie I'interaction sociale. Cette hypothése permettrait
d’expliquer la restauration du comportement social et de la préférence sociale chez les souris Oprm17/-
suite a I'injection subchronique de SB258585. Pour tester cette hypotheése, il serait intéressant d’évaluer
si I'expression de C-FOS dans le Nac est également restaurée apreés contact social chez ces animaux. Cela
nous permettrait réellement de conclure si I'inhibition du récepteur 5-HTs restaure I’activation du
systéeme de récompense suite a I’'exposition a des stimuli sociaux (i.e. la récompense sociale) chez les

souris Oprm17-.

Par ailleurs, nous avons observé que les souris Oprm17- expriment un déficit d’apprentissage moteur
trés marqué dans le test du Rotarod. Un déficit de coordination motrice dans le test du «catwalk», qui
analyse la marche, a déja été observée chez les souris Oprm17-(Becker et al., 2014) Cependant, dans la
premiére session de Rotarod, on n’observe pas de différence significative entre les souris Oprm17- et
sauvages injectées avec une solution saline. Il est donc peu probable que ce déficit de coordination
motrice puisse expliquer a lui seul le défaut d’apprentissage moteur. L'inhibition subchronique du
récepteur 5-HTe restaure une capacité d’apprentissage moteur chez les souris Oprm17- identique a celle
des souris sauvages injectées avec une solution saline. De plus, chez les souris sauvages, le SB258585
augmente significativement les performances d’apprentissage moteur. Dans le test du Rotarod, les
souris sont entrainées a courir sur une tige rotative, activité qui s’apparente a un exercice physique.
L’exercice physique est une activité naturellement récompensante, aussi bien chez les rongeurs que chez
I’"humain, activant le systeme méso-cortico-limbique et la sécrétion de dopamine et d’endorphine
(Cheval et al., 2018; Greenwood et al., 2011). La composante récompensante est trés importante pour
I'apprentissage moteur (Leisman et al.,, 2014). On peut ainsi supposer que, comme pour le

comportement social, I'inhibition du récepteur 5-HTs restaure les propriétés récompensantes de
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I'activité physique chez les souris Oprm17- et augmente la récompense chez les souris sauvages

expliguant I'augmentation du temps passé sur le rotarod.

Ces données préliminaires, bien que prometteuses, nécessitent une étude plus approfondie afin de

déterminer les mécanismes par lesquels le récepteur restaure le comportement social.

D’une part, il faudrait de reproduire cette expérience en utilisant un autre modeéle d’autisme pour
vérifier que les effets observés ne sont pas spécifiques du modéle Oprm17-. Il est important de souligner
que les protéines NF1 et GPRIN1 sont des partenaires communs aux deux récepteurs (Mu et 5-HTg). On
ne peut donc pas exclure la présence d’une interaction physique (et fonctionnelle) entre ces récepteurs
qui, rappelons-le, sont tous deux exprimés dans le striatum. Cette question mériterait d’étre explorée

mais dépasse cependant le propos de la présente étude.

Afin de reproduire nos résultats, il serait intéressant d’utiliser un autre modéle neuro-
développemental de TSA comme les souris Shank3”". Shank3, (« SH3 and multiple ankyrin repeat
domains 3 ») est une protéine d’échafaudage multi domaines exprimée au niveau post-synaptique et
reliant les récepteurs membranaires au cytosquelette d’actine. Son role a été démontré dans différents
processus neurodéveloppementaux et de plasticité comme la formation des synapses et la maturation
des épines dendritiques. De nombreuses mutations du gene SHANK3 ont été associées aux TSA (Li et al.,
2012; Uchino and Waga, 2013). Corroborant ces observations, les souris Shank3”7- présentent des
troubles du comportement cohérents avec un phénotype autistique (déficits de sociabilité, toilettages
stéréotypés et automutilation) (Pega et al., 2011). De plus, plusieurs études ont mis en évidence des
anomalies des synapses dans le striatum et de la connectivité cortio-striatale chez ces souris (Jaramillo
et al., 2017; Peca et al., 2011). Une étude récente a également démontré que la protéine Shank3 est
cruciale pour la maturation du circuit de récompense sociale (Bariselli et al., 2016). Dans ce contexte, il
serait particulierement pertinent d’étudier les effets de I'inhibition subchronique du récepteur sur les

troubles comportementaux des souris Shank3”".
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Dans un deuxiéme temps, il serait intéressant d’associer ces études comportementales a des
analyses moléculaires (signalisation dépendant du récepteur 5-HTg, expression de genes, impliqués dans
le complexe de signalisation du récepteur ou dans I'étiopathologie de I'autisme) et morphologiques
(arborisation et épines dendritiques) dans différentes régions du cerveau jouant un role clef dans la
symptomatologie autistique. Ces analyses permettraient de mieux comprendre les mécanismes de
signalisation et de plasticité mis en jeu par l'inhibition subchronique du récepteur et d’identifier les

mécanismes sous-tendant son role dans les TSA.

Nos résultats suggerent que l'inhibition du récepteur 5-HTs constitue une piste thérapeutique
prometteuse pour le traitement des déficits sociaux dans les TSA. Il serait donc intéressant de compléter
nos données par I'analyse des effets de I'intépirdine, un autre antagoniste du récepteur 5-HTs développé
par Axovant, qui est arrivé jusqu’en phase 3 de développement clinique pour le traitement des troubles
cognitifs dans la maladie d’Alzheimer et qui est toujours en phase 3 d’étude clinique pour le traitement
des déficits cognitifs dans les démences de type Parkinson. Ce travail permettrait d’explorer une piste
innovante dans le domaine de la pharmacothérapie des TSA, qui pourrait trouver des applications a court
terme grace au repositionnement dans le domaine de I'autisme d’antagonistes du récepteur 5-HTe déja

dans des phases avancées d’études cliniques.

172
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Figure 44- Déroulement du projet d’étude de I'implication du récepteur 5-HTs dans les TSA. Les souris WT ou
Oprm1 /- ou Skank3 */~seront traitées avec SB258585 ou du SB742457 (1 ou 2,5 mg / kg) ou avec un véhicule
au début de la période postnatale (PND1-PND16) ou a I'dge adulte (PND45- PND85, soit 15 jours avant le début
des tests comportementaux). Une batterie de tests comportementaux évaluant les symptémes primaires et
secondaires des TSA sera effectuée entre PND60-PND85 (WP1). Afin d'étudier les mécanismes moléculaires et
cellulaires sous-jacents aux effets comportementaux des traitements, la signalisation du récepteur 5-HTg (voies
mTOR et Cdk5), I'expression génique (WP2) et la morphologie de I’arbre et des épines dendritique (WP3) seront
examinés immédiatement a la fin des traitements.
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ANNEXE 1 : TABLEAUX
RECAPITULATIFS DES DONNEES
STATISTIQUES



ANOVA a 1 facteur suivie d'un test a
posteriori de Tukey

ANALYSE DES RESULTATS DE CO-IMMUNOPRECIPITATION
One Way ANOVA ‘ Tukey's multiple comparisons test

FIGURE n° Conditions comparées
P ‘F (DFn, DFd) ‘P value ‘Mean Diff, |95% Cl of diff, |Significant? ‘Summary ‘Adjusted P Value
CO-IMMUNOPRECIPITATION DE GPRIN1

20A  |5-HT6 + GPRIN 24h vs. 5-HT6 + GPRIN1 48h F(3,12)=109,3 [P<0,0001] -1414 [-1869t0-9593] Yes KRR <0,0001

20B  [5-HT6 + CDK5 24h vs. 5-HT6 + CDKS 48h F(4,10)=497,2 [P<0,0001] 0694 | 86,26t0 1076 Yes KRR <0,0001

2 5-HT6 WT +GPRIN1 vs. 5-HT6 S350A + GPRINL F(3,13) = 1003 ; P < 0,0001 2169 |-234210-1995|  Yes FEEE <0,0001
SHT6 WT + GPRINZ vs. 5-HT6 S350D + GPRINL T o 83,07 | 67,1110 99,04 Yes EEE <0,0001
5-HT6 WT +GPRIN1 vs. 5HT6 GsDead + GPRIN1 50,19 | 37,89 to 62,49 Yes ok <0,0001

23A  |SHT6 WT + GPRIN1 vs. SHT6 ACter + GPRIN F(4,24)=2545P <0,0001 | 60,66 | 48,37to 72,96 Yes KRR <0,0001
SHT6 WT + GPRIN1 vs. SHT6 Acter/GsDead + GPRIN1 959 | 82,2210 109,6 Yes xR <0,0001

23B  |5-HT6 + GPRINL TAT CONT vs. 5-HT6 + GPRIN1 TATCT320-342 | F(2,6)=287,4 [P<00001| 7871 | 6526t092,17 Yes EEE <0,0001

23C_ [5-HT6 + GPRIN Vhcl vs. 5-HT6 + GPRIN1 SB 24h F(2,21)=2712 [P<0,0001| 64,43 |[52481t076,38 Yes Rk <0,0001

26B  |5-HT6 WT + GPRIN1 vs. 5-HT6 W281A + GPRIN1 F(3,17)=53,34 |P<0,0001| 77,53 |44,23t01108 Yes ¥HEK <0,0001

CO-IMMUNOPRECIPITATION DE Gas

. [5-HT6 vs. 5-HT6 + GPRINL F(2,9) = 1407 [ 5204 [8608t0-1800] Yes | ** | 0,0053

|5-HT6 + GPRIN1 TAT CONT vs. 5-HT6 + GPRIN1 TATCT320-342 | T | 5928 [2524109332| Yes | ** | 0,0023
ANALYSE STATISTIQUE DES RESULTATS DE POUSSE NEURITIQUE
FIGURE n° Conditions comparées One Way ANOVA ‘ Tukey's multiple comparisons test
P ‘F (DFn, DFd) ‘P value ‘Mean Diff, |95% Cl of diff, |Significant? |Summary |Adjusted P Value

24h
GFP vs. 5-HT6 23,99 |-2881t0-19,18)  VYes HEEE <0,0001
GFP vs. GPRIN1 -0,6109 | -5,665 to 4,443 No ns 0,9998
5-HT6 vs. 5-HT6 + GPRINL F(6,2902)=79,19;p<0,0001 1,002 |-3,2841t0 5,287 No ns 0,9932
5-HT6 vs. 5-HT6 + CDK5 DN 1549 | 8,1881t0 22,79 Yes KRR <0,0001

28 5-HT6 + CDK5 DN vs. 5-HT6 + CDK5DN + GPRIN1 -1,106 | -11,02 to 8,808 No ns 0,9999
48h
5-HT6 vs. 5-HT6 + GPRINL -349  [-44,6710-2513]  Yes KHEK <0,0001
5-HT6 W281A vs. 5-HT6 W281A + GPRIN1 -3,808 |-12,72t0 5,104 No ns 0,9411
5-HT6 + TATCT320-342 vs. 5-HT6 + GPRIN1 + TATCT320-342 [ (9,3817)=80,10;p < 0,000 1488 |-18,42 to 21,39 No ns >0,9999
5-HT6 + CDK5 DN vs. 5-HT6 + CDK5 DN + GPRIN1 12,99 |-26,46100,4945  No ns 0,0702
5-HT6 WT vs. 5-HT6 W281A 3938 |-5136t0 13,01 No ns 0,9353
24h
5-HT6 WT vs. 5-HT6 S350A 21,26 | 16,32 t0 26,21 Yes R <0,0001
5-HT6 WT vs. 5-HT6 $350D (4,1556) 49,04 ; p < 0,0001 2,152 | -5286to 9,589 No ns 0,9335
5-HT6 S350A vs. 5-HT6 S350A + GPRIN1 ’ SO PO 082 [6922104,757 No ns 0,9868

2 5-HT6 5350D vs. 5-HT6 S350D + GPRIN1 6,698 |-2311t0 15,71 No ns 0,2519
48h
5-HT6 WT vs. 5-HT6 S350A 3099 |-6,896 to 13,09 No ns 0,9503
5-HT6 WT vs. 5-HT6 5350D (5, 2161) = 49,54 : p < 0,0001 17,91 | 3,85810 31,96 Yes ** 0,0039
5-HT6 $350A vs. 5-HT6 S350A + GPRIN1 ’ =S P =00 443 [ 12,0410 9,150 No ns 0,9989
5-HT6 $350D vs. 5-HT6 S350D + GPRIN1 3221 [-1257t019,01 No ns 0,9922
5-HT6 Veh vs. 5-HT6 SB 1uM 17,35 | 2,14410 32,55 Yes * 0,0128
5-HT6 Veh vs. 5-HT6 SB 6uM 314 | 16,4910 46,31 Yes HEEE <0,0001

3 5-HT6 Veh vs. 5-HT6 SB 10 uM (7,1635) =80,52 ; p< 0,000 44,85 | 2517 to 64,54 Yes R <0,0001
5-HT6 + GPRIN1 Veh vs. 5-HT6 + GPRIN1 SB 1uM ’ TE0RLPEh, 49,59 | 34,77 to 64,42 Yes HEEE <0,0001
5-HT6 + GPRIN1 Veh vs. 5-HT6 + GPRIN1 SB 6 uM 65,05 | 46,81 to 83,29 Yes HEEE <0,0001
5-HT6 + GPRIN1 Veh vs. 5-HT6 + GPRIN1 SB SB10 uM 82,31 | 65,7210 98,89 Yes Kk <0,0001
5-HT6 WT vs. 5-HT6 WT + GPRIN1 -349  [-44,6910-25,10  Yes KHEK <0,0001
5-HT6 GSDEAD vs. 5-HT6 GSDEAD + GPRIN1 7461 |-3992to0 18,91 No ns 0,6009

0 5-HT6 + TATCT320-342 vs. 5-HT6 + GPRIN1 + TATCT320-342 (11, 4202) = 36,20 p < 0,000 1,488 |-18,47t021,44 No ns >0,9999
5-HT6 + KT5720 vs. 5-HT6 + GPRIN1 + KT5720 ’ =35205p < 0,4787 |-9,477 to 10,43 No ns >0,9999
5-HT6 + SB 1uM vs. 5-HT6 + GPRIN1 + SB 1uM -15,29 | -32,86t0 2,275 No ns 0,1611
5-HT6 + RPCAMP vs. 5-HT6 + GPRINL + RPCAMP 3,983 |-1364t0 5,679 No ns 0,9727
STRIATUM
1 DIV TAT CONT vs. 1 DIV TATCT320-342 0,2665 | -3,075 to 3,608 No ns >0,9999
2 DIV TAT CONT vs. 2 DIV TATCT320-342 F(5,3045)=1115;p<0,0001 6846 | 3,514t010,18 Yes ok <0,0001
3 DIV TAT CONT vs. 3 DIV TATCT320-342 16,92 | 13,9210 19,93 Yes KHKK <0,0001
HIPPOCAMPE

33 1 DIV TAT CONT vs. 1 DIV TATCT320-342 -7,608 | -17,59t0 2,373 No ns 0,2032
2 DIV TAT CONT vs. 2 DIV TATCT320-342 F (5 1230)=78,12;p<0,0001] 7,548 |-6014t021,11 No ns 0,6043
3 DIV TAT CONT vs. 3 DIV TATCT320-342 40,69 | 27,72 to 53,66 Yes R <0,0001
CORTEX
1 DIV TAT CONT vs. 1 DIV TATCT320-342 6,494 |-9,290t0 22,28 No ns 0,8485
2 DIV TAT CONT vs. 2 DIV TATCT320-342 F(5,727) = 10,26 ; p<0,0001| 6,057 |-7,041to 19,15 No ns 0,7732
3 DIV TAT CONT vs. 3 DIV TATCT320-342 21 8,447 10 33,55 Yes KRR <0,0001
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ANALYSE DES RESULTATS DE LA PRODUCTION D'AMPc

- ) One Way ANOVA Tukey's multiple parisons test
FIGURE n° Conditions comparées
F (DFn, DFd) ‘P value Mean Diff, |95% Cl of diff, |Significant? [Summary |Adjusted P Value

5-HT,24h vs. 5-HT,+ GPRIN1 24H 418,98 |-72,03 to 34,08 No ns 0,9763
5-HT; 48h vs, 5-HT;+ GPRIN1 48h FhEE

247 5 Vs 6t F (9,89) = 57,90 ; p < 0,0001 60,52 38,44 to 82,59 Yes <0,0001
5-HT6 + GPRIN1 TAT CONT vs. 5-HT6 + GPRIN1 TATCT320-342 6,52 -1139t0 127,0 No ns >0,9999
5-HT6 + GPRIN1 WAY vs. 5-HT6 + GPRIN1 WAY -106,5 |-180,3 to -32,75 Yes HoAk 0,0004
5-HT6 WT vs. 5-HT6 W281A 1147 60,58 to 168,9 Y HoAkk 0,0001

26A s F (3,22) = 15,82 ; p< 0,0001 : ;2010 259, &s <9
5-HT6 W281A vs. 5-HT6 W281A + GPRIN1 -6,137 |-66,21 to 53,94 No ns 0,9918

196




Test de Student

Test de student
FIGURE n°|Conditions comparées P value P value summary t, df
21 INPUTS : GPRIN1 expression / 5-HT6 expression : 24h vs. 48h 0,3348 ns t=1,096 df=4
21 INPUTS : Cdk5 expression / 5-HT6 expression : 24h vs, 48h 0,193 ns t=1,563 df=4
25 Expression membranaire de 5-HT6 SNAP Tag vs. 5-HT6 SNAP + GPRIN1 0,7276 ns t=0,3736 df=4
34 Longueur des neurites ShRNA GPRIN1 vs. ShRNA scrambled < 0,0001 ok t=6,963 df=346
34 Longueur des neurites TAT peptideCt320-342 vs. TAT peptide scrambled 0,0308 * t=2,174 df=202
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ANOVA a 2 facteurs suivie d'un test
a posteriori de Sidak

Figure n® 34 Neurones de Striatum : TAT peptide scrambled vs. TAT peptide Ct320-342

Two Way ANOVA

Facteur distance du soma

Traitement (TAT peptide 320-342)

Interaction distance au soma X traitement

F (DFn, DFd)

P value

F (DFn, DFd)

P value

F (DFn, DFd)

P value

F (109, 7480) = 189,1

P <0,0001

F (1, 7480) = 407,2

P < 0,0001

F (109, 7480) = 19,22

P < 0,0001

Test a posteriori de Sidak

Distance au soma (pm) |Mean Diff, |95% Cl of diff, Significant? |Summary Adjusted P Value
5 2,031 1,278 t0 2,784 Yes il < 0,0001
10 2,226 1,473 to 2,978 Yes hx <0,0001
15 2,649 1,896 to 3,401 Yes il < 0,0001
20 2,871 2,118 to 3,624 Yes hx <0,0001
25 3,077 2,324 to 3,829 Yes il < 0,0001
30 3,57 2,818 to 4,323 Yes hx <0,0001
35 3,588 2,836 to 4,341 Yes ook <0,0001
40 2,997 2,244 t0 3,749 Yes hoxk <0,0001
45 3,054 2,301 to 3,807 Yes ook <0,0001
50 3,077 2,324 to 3,829 Yes e <0,0001
55 2,753 2,001 to 3,506 Yes ook <0,0001
60 2,605 1,852 to 3,357 Yes e < 0,0001
65 2,056 1,303 to 2,808 Yes ook <0,0001
70 1,936 1,184 to 2,689 Yes il < 0,0001
75 1,639 0,8863 to 2,392 Yes hx <0,0001
80 1,142 0,3895 to 1,895 Yes ook <0,0001
85 0,8955 0,1428 to 1,648 Yes ** 0,0034
90 0,7369 -0,01567 to 1,490 No ns 0,065
95 0,5163 -0,2363 to 1,269 No ns 0,3366

100 0,4118 -0,3408 to 1,164 No ns 0,9981

105 0,3284 -0,4242 to 1,081 No ns > 0,9999
110 0,1895 -0,5631 to 0,9421 No ns >0,9999
115 0,2484 -0,5042 to 1,001 No ns > 0,9999
120 0,1928 -0,5598 to 0,9454 No ns >0,9999
125 0,2206 -0,5320 to 0,9732 No ns >0,9999
130 0,165 -0,5876 to 0,9176 No ns > 0,9999
135 0,0817 -0,6709 to 0,8343 No ns >0,9999
140 0,0817 -0,6709 to 0,8343 No ns > 0,9999
145 0,05392 -0,6987 to 0,8065 No hs > 0,9999
150 0,05392 -0,6987 to 0,8065 No ns >0,9999
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Figure n° 34 Neurones de Striatum : ShRNA scrambled Vs . ShRNA GPRIN1

Two Way ANOVA

Facteur distance du soma Infection Interaction distance au soma X traitement
F (DFn, DFd) | Pvalue F(DFn,DFd) | Pvalue F (DFn, DFd) | P value
F(109,8910)=183,3 P<0,0001 F(1,8910)=589,2 P <0,0001 F (109, 8910) = 17,42 P <0,0001
Test a posteriori de Sidak
Distance au soma (pm) |Mean Diff, |95% Cl of diff, Significant? |Summary Adjusted P Value
5 1,218 0,4542 t0 1,981 Yes HR K < 0,0001
10 1,404 0,6404 to 2,167 Yes Aok <0,0001
15 2,079 1,316 to 2,843 Yes Aok <0,0001
20 2,953 2,189 to 3,716 Yes Aok <0,0001
25 3,786 3,023 to 4,550 Yes Hdokk <0,0001
30 3,233 2,469 to 3,996 Yes Hokox <0,0001
35 3,027 2,264 to 3,790 Yes Hokox <0,0001
40 2,711 1,947 to 3,474 Yes Hok <0,0001
45 2,69 1,927 to 3,453 Yes Hok ok <0,0001
50 2,625 1,862 to 3,388 Yes ok <0,0001
55 2,348 1,584 to 3,111 Yes HR K < 0,0001
60 2,638 1,874 to 3,401 Yes Aok <0,0001
65 2,561 1,797 to 3,324 Yes Aok <0,0001
70 2,191 1,427 to 2,954 Yes Aok <0,0001
75 1,863 1,100 to 2,627 Yes Hdokk <0,0001
80 1,922 1,159 to 2,686 Yes Hokox <0,0001
85 1,579 0,8157 to 2,343 Yes Hok <0,0001
90 1,631 0,8671 to 2,394 Yes Hok <0,0001
95 1,545 0,7814 to 2,308 Yes Hok ok <0,0001
100 1,444 0,6802 to 2,207 Yes ok <0,0001
105 1,147 0,3836t0 1,910 Yes HR AR < 0,0001
110 0,8659 | 0,1024to 1,629 Yes *% 0,0079
115 0,7568 | -0,006638 to 1,520 No ns 0,0558
120 0,6906 | -0,07287 to 1,454 No ns 0,1566
125 0,6128 | -0,1507 to 1,376 No ns 0,4218
130 0,5699 | -0,1936 to 1,333 No ns 0,6296
135 0,6324 | -0,1311to 1,396 No ns 0,3381
140 0,6091 | -0,1544to 1,372 No ns 0,4386
145 0,4645 | -0,2990to 1,228 No ns 0,9757
150 0,4608 | -0,3026to 1,224 No ns 0,9793
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Figure n® 28 NG 108-15 : 5-HT6 seul vs. 5-HT6 + GPRIN1

Two Way ANOVA

Facteur distance du soma GPRIN1 Interaction distance au soma X GPRIN1
F (DFn, DFd) P value F (DFn, DFd) P value F (DFn, DFd) P value
F (110, 9768) = 124,0 P < 0,0001 F({1,9768)=598.4 P < 0,0001 F({110,9768)= 18,70 P = 0,0001
Test a posteriori de Sidak
Distance au soma (um) |Mean Diff, |95% Cl of diff, Significant? |Summary Adjusted P Value
5 325 2384t04,116 Yes <0,0001
10 3,386 2521 to 4,252 Yes <0,0001
15 3523 2657 to 4,389 Yes <0,0001
20 3,841 297510 4,707 Yes <0,0001
25 3636 277110 4,502 Yes <0,0001
30 3,25 2,3841t0 4,116 Yes ki < (0,0001
35 3,318 2,452 10 4,184 Yes o < 0,0001
40 2795 1,930 to 3,661 Yes <0,0001
45 2818 1,052 to 3,684 Yes <0,0001
50 2886 2,021 to 3,752 Yes <0,0001
55 3,068 220210 3,934 Yes <0,0001
60 2,841 1,975t0 3,707 Yes ik < 0,0001
65 2432 1,566 to 3,298 Yes <0,0001
70 2 659 1,793 t0 3,525 Yes <0,0001
75 2207 1,361 t0 3,003 Yes <0,0001
80 1,75 0,884110 2616 Yes ki < 0,0001
85 1,591 07250 to 2,457 Yes <0,0001
o0 1,614 074780 2,480 Yes <0,0001
95 1,364 0,4978 to 2,230 Yes <0,0001
100 1,227 0,3614 to 2,093 Yes ki < 0,0001
105 1,295 04296 t0 2,161 Yes <0,0001
110 1,001 02251 to 1,857 Yes = 0,0011
115 1,114 0247810 1,080 Yes 0,0007
120 0,9091 0,04320t0 1,775 Yes ¥ 0,0259
125 075 20,1159 10 1,616 No ns 0,2356
130 0,6136 -0,2522 10 1,480 No ns 0,7676
135 0,5682 -0,2977 t0 1,434 No ns 0,9109
140 0,5682 -0,297710 1,434 No ns 0,9109
145 0,3409 -0,5250 10 1,207 No ns >0,9999
150 0,2955 20,5704 10 1,161 No ns > 0,0999
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Figure n° 28 NG 108-15 : 5-HT6 + Cdk5 DN vs. 5-HT6 + Cdk5 DN + GPRIN1

Two Way ANOVA
Facteur distance du soma GPRIN1 Interaction distance au soma X GPRIN1
F (DFn, DFd) P value F (DFn, DFd) P value F (DFn, DFd) P value
F (109, 9350) = 157,2 P<00001 |F(1,9350)=1377 P < 0,0001 F (109, 9350) = 13,04 P < 0,0001
Test a posteriori de Sidak
Distance au soma (pm) |Mean Diff, [95% CI of diff, Significant? |Summary Adjusted P Value
5 343 4220 10 -2,639 Yes <0,0001

10 -3,003 4693 10-3,112 Yes <0,0001
15 -3,995 -4.385t0-2,805 Yes o < 0,0001
20 -3,146 -3,937 t0-2,356 Yes bl = 0,0001
25 22,903 369310-2,112 Yes <0,0001
30 23,005 3,885 to 2,305 Yes <0,0001
35 2,189 267910 -1,398 Yes <0,0001
40 -1,641 -2,43110-0,8509 Yes il =0,0001
45 1,492 -2,28210-0,7019 Yes <0,0001
50 20,6754 1,466100,1148 No ns 0,2637
55 -0,565 1,355 10 0,2252 No ns 0,7446
60 -0,5275 -1,3181t0 0,2627 No ns 0,885
65 -0,0915 -0,8817 to 0,6987 No ns =0,9999
70 0,0423 -0,7479 10 0,8325 No ns > 0,9999
75 -0,1422 -0,9324 to 0,6480 No ns = 01,0000
80 -0,3996 -1,190 to 0,3906 No ns 0,9998
85 -0,4477 -1,238 10 0,3425 No ns 0,9952
90 0,3345 -1,1251t0 0,4557 No ns > 0,9999
o5 0,2004 0,906 to 0,5808 No ns = 01,0000
100 -0,0655 -0,8557 t0 0,7247 No ns =0,9999
105 -0,09201 -0,8822 to 0,6982 No ns =0,9999
110 0,1797 -0,6105 to 0,9699 No ns > 0,9999
115 01327 0,6576 to 0,0229 No ns = 01,0000
120 01528 -0,6375 to 0,9430 No ns = 00,0999
125 -0,00793 -0,7982 10 0,7823 No ns =0,9999
130 0,1247 -0,9150 to 0,6655 No ns > 0,9999
135 0,718 0,620 to 0,6184 No ns = 01,0000
140 0,172 -0,9874 to 0,5931 No ns = 00,0999
145 -0,01797 -0,808210 0,7723 No ns =0,9999
150 -0,1099 -0,9002 to 0,6803 No ns > 0,9999
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Figure n® 28 NG 108-15 : 5-HT6 W281A seul vs. 5-HT6 W281A + GPRIN1

Two Way ANOVA
Facteur distance du soma GPRIN1 Interaction distance au soma X GPRIN1
F (DFn, DFd) P value F (DFn, DFd) |Pvalue F (DFn, DFd) P value
F (110, 9768) = 108,0 P<0,0001 |F(1,0768)=1029|P=0,0013 |F(110,9768)=0,7509 |P =0,0758

Test

a posteriori

de Sidak

Distance au soma (um) [Mean Diff, |95% Cl of diff, |Significant? [Summary Adjusted P Value
5 07111 0,208910 1,213 Yes b = 0,0001
10 0,2889 -0,213310 0,791 No ns 0,9932
15 04889 |-0,01333100.9911 No ns 0,0698
20 20,1333 | -0,635510 0,3689 No ns > 10,9999
25 02 -0,3022 to 0,7022 No ns >(0,9999
30 01333 | -0,3689 10 0,6355 No ns > 0,9999
35 02667 | -0,2355100,7689 No ns 0,0003
40 03556 | -0,1466t0 0,8578 No ns 0,7697
45 02 20,3022 t0 0,7022 No ns >(,9999
50 0,0667 -0,435510 0,5689 No ns =0,9999
55 0,0222 | -0,480010 05244 No ns > 0,9999
60 02 -0,3022 t0 0,7022 No ns >0,9999
65 0,5333 0,03107 to 1,036 Yes - 0,022
70 03333 | -0,168910 0,8355 No ns 0,895
75 01112 | -0,3910t00,6134 No ns > 0,9999
80 03111 | -0,19111t00,8133 No ns 0,9661
85 01778 | -0,3244100,6800 No ns >(,9999
90 01778 -0,3245 10 0,6800 No ns =(0,9999
95 0 -0,5022 o 0,5022 No ns =(0,9999
100 01111 | -0,3911100,6133 No ns >0,9999
105 002223 | -0,4800t0 0,5245 No ns > 10,9999
110 0,02222 | -0,5244 10 0,4800 No ns >0,9999
115 04111 | -0,61331t00,3911 No ns > 0,9999
120 0,08888 | -0,5911 10 0,4133 No ns >(,9999
125 20,1556 | -0,6578 t0 0,3467 No ns > (,9999
130 01556 | -0,6578t0 0,3467 No ns >(,9999
135 -0,1333 -0,6356 10 0,3689 No ns =(0,9999
140 0 -0,5022 o 0,5022 No ns =(0,9999
145 006667 | -0,4356 t0 0,5689 No ns >0,9999
150 008889 | -0,4133100,5911 No ns > 10,9999
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Figure n® 28 NG 108-15 : 5-HT6 +TAT Ct320-342 vs. 5-HT6 + GPRIN1 +TAT Ct320-342

Two Way ANOVA
Facteur distance du soma GPRIN1 Interaction distance au soma X GPRIN1
F (DFn, DFd) P value F (DFn, DFd) |P value F (DFn, DFd) P value
F (110, 9768) = 1196 P<00001 |F(1,0768)=3522|P =0,0606 F (110, 9768) = 0,3464 P > 0,9909
Test a posteriori de Sidak
Distance au soma (um) [Mean Diff, |95% Cl of diff, |Significant? Summary Adjusted P Value
5 -0,0748-0,4981 10 0,3485 |No ns > 0,9999
10 -0,1224|-0,5457 t0 0,3009 |No ns = 0,9999
15 0,0748|-0,348510 0,4931 |No ns > 0,9999
20 -0,0346|-0 457910 0,3887 |No ns >0,9999
25 0,0873|-0,336010 0,5106 |No ns > 0,9999
30 0,1865|-0,2368 10 0,6098 |No ns >0,9999
35 0,2791|-0,144210 0,7024 |No ns 0,9044
40 0,2054|-0,217910 06287 |No ns >0,9999
45 0,0829|-0,3404 10 0,5062 |No ns > 0,9999
50 -0,0146|-0 4379 0 0,4087 |No ns >0,9999
55 -0,0151|-0,4384 10 0,4082 |No ns > 0,9999
60 0,2222|-0,2011 to 0,6455 |No ns 0,0095
65 0,2395|-0,183810 0,6628 |No ns 0,9955
70 0,2461|-0,1773 10 0,6694 |No ns 0,9912
75 0,2591|-0,164310 0,6824 |No ns 09732
80 0,1301|-0,293210 0,5534 |No ns > 0,9999
85 0,02548|-0 448810 0,3978 |No ns >0,9999
90 -0,00326|-0.4266t0 0,4201 |No ns > 0,9999
95 0,1144|-0,537710 0,3090 |No ns >0,9999
100 -0,1545|-0,577810 0,2689 |No ns > 0,9999
105 -0,1014|-0,5247 10 0,3220 |No ns > 0,9999
110 0,04065|-0,3827 10 0,4640 |No ns > 0,9999
115 0,1848|-0,2385 10 0,6082 |No ns = 0,9999
120 0,09594|-0,327410 05193 |No ns > 0,9999
125 0,1182|-0,3052t0 0,5415 |No ns >0,9999
130 0,07588|-0,3474 10 0,4992 |No ns > 0,9999
135 0,03144|-0,391910 04548 |No ns > 0,0099
140 0,058|-0,365310 0,4813 |No ns = 0,9999
145 0,03794/|-0,385410 04613 |No ns > 0,9999
150 0,06233|-0,361010 0.4857 |No ns >0,9999
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Figure n° 28 NG 108-15 : 5-HT6 W281A seul vs. 5-HT6 W281A + GPRIN1

Two Way ANOVA

Facteur distance du soma GPRIN1 Interaction distance au soma X GPRIN1
F (DFn, DFd) P value F (DFn, DFd) |Pvalue F (DFn, DFd) P value
F (110, 9768) = 108,0 P = 0,0001 F(1,9768)=10,29 P =0,0013 F(110,9768) = 0,7509 [P =0,9758

Test a posteriori de Sidak
Distance au soma (um) |Mean Diff, |95% Cl of diff, |Significant? |Summary Adjusted P Value

5 0,7111 0,2089t0 1,213 Yes <0,0001
10 0,2889 -0,2133t0 0,791 No ns 0,9932
15 0,4889 -0,01333 10 0,9911 No ns 0,0698
20 20,1333 | -0,6355100,3689 No ns > 10,0999
25 02 10,3022 t0 0,7022 No ns >0,9999
30 0,1333 -0,3689 10 0,6355 No ns =(,9999
35 02667 | -02355t00,7689 No ns 0,9993
40 03556 | -0,1466100,8578 No ns 0,7697
45 0,2 -0,30221t0 0,7022 No ns =0,9999
50 0,0667 | -04355t00,5689 No ns >0,9999
55 0,0222 | -04800t0 05244 No ns >0,0999
60 0,2 -0,30221t0 0,7022 No ns =0,9999
65 05333 | 00310710 1,036 Yes * 0,022
70 03333 | -0,1689100,8355 No ns 0,895
75 01112 | -03910t0 06134 No ns > 10,9999
80 0,311 -0,1911100,8133 No ns 0,9661
85 01778 | -0,3244 00,6800 No ns >0,9999
90 01778 | -0,324510 0,6800 No ns >0,0999
95 0 -0,5022 t0 0,5022 No ns =(,9999
100 01111 | -0,3911t0 0,6133 No ns > 0,0009
105 0,02223 | -0,4800 to 0,5245 No ns > 10,0999
110 0,02222 | -0,5244 10 0,4800 No ns >0,9999
115 -0,1111 -0,6133t0 0,391 No ns =(,9999
120 0,08888 | -0,5911100,4133 No ns >0,9999
125 20,1556 | -0,6578100,3467 No ns >0,0999
130 -0,1556 -0,6578 to 0,3467 No ns =(,9999
135 0,333 | -0,6356 to 0,3680 No ns > 0,0009
140 0 20,5022 to 0,5022 No ns > 10,0999
145 0,06667 | -0,4356 fo 0,5689 No ns >0,9999
150 0,08889 -0,41331t0 0,591 No ns =(,9999
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Figure n° 29 NG 108-15 : 5-HT6 S350A seul vs. 5-HT6 S350A + GPRIN1

Two Way ANOVA

Facteur distance du soma

GPRIN1

Interaction distance au soma X GPRIN1

F (DFn, DFd) [Pvalue  |[F(DFn,DFd) [Pvalue  |F(DFn, DFd) P value
F (110,9768)=120,2 P <0,0001 F(1,9768) =97,89 P =0,0001 F(110,9768) = 7,145 P <0,0001
Test a posteriori de Sidak

Distance au soma (um) |Mean Diff, |95% Cl of diff, |Significant? |Summary Adjusted P Value
5 1,067 1,61910 -0,5141 Yes <0,0001
10 -1,467 -2,01910-0,9140 Yes i =0,0001
15 -1,689 -2,24210-1,136 Yes o =0,0001
20 4,711 2,26410-1,158 Yes <0,0001
25 471 226410-1,158 Yes <0,0001
30 -1,178 -1,73010-0,6252 Yes o =0,0001
35 0,9556 | -1,50810-0,4030 Yes =0,0001
40 1,089 1,642 to -0, 5363 Yes <0,0001
45 -1,422 -1,97510-0,8696 Yes o = 0,0001
50 1,022 1,575 10 -0,4696 Yes =0,0001
55 0,8889 | -1,44210-0,3363 Yes <0,0001
60 -0,5334 -1,086t0 0,01923 No ns 0,0773
65 05222 | -1175t0-0,06957 Yes = 0,0089
70 20,5556  |-1,108 to -0,002970 Yes * 0,0467
75 20,3778 | -09304t00,1748 No ns 0,3448
80 -0,4444 -0,99701t0 0,1082 No ns 04175
85 0,5112 | -1,064100,04147 No ns 0,1246
90 20,5778 | -1,130t0-0,02519 Yes * 0,0275
95 -0,3556 -0,9082 to 0,1971 No ns 0,9343
100 .0,3556 | -0,0082t0 0,171 No ns 0,0343
105 20,2667 | -0,8193 00,2860 No ns > 0,9999
110 0 -0,5526 to 0,5526 No ns > 0,9999
115 -0,06667 -0,6193 to 0,4860 No ns =0,9999
120 0,02222 | -0,574910 0,5304 No ns >0,9999
125 0,04444 | -0,5082100,5971 No ns > 0,0999
130 0,1556 -0,397110 0,7082 No ns =0,9999
135 01556 | -0,3971 to 0,7082 No ns > 0,0099
140 01778 | -0,37491t00,7304 No ns > 0,9999
145 01556 | -0,3971100,7082 No ns > 0,9999
150 0,08889 -0,4637 to 0,6415 No ns =0,9999
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Figure n° 29 NG 108-15 : 5-HT6 S350D seul vs. 5-HT6 S350D + GPRIN1

Two Way ANOVA
Facteur distance du soma GPRIN1 Interaction distance au soma X GPRIN1
F (DFn, DFd) [Pvalue |F(DFn,DFd) |Pvalue [F (DFn, DFd) P value
F (110, 9768) = 1267 P<0,0001 F(1,0768)=16091 P=01934  F(110,9768)= 1,030 P=03974
Test a posteriori de Sidak
Distance au soma (um) |Mean Diff, |95% CI of diff, |Significant? |Summary Adjusted P Value
5 0,2889 0,05598 10 0,5218 Yes i 0,0016

10 02 -0,03292 10 0,4329 No ns 0,254
15 0 -0,232910 0,2329 No ns =0,9999
20 01111 | -0,3440100,1218 No ns > 0,9999
25 0,06662 | -0,2995 t0 0,1663 No ns > 0,9999
30 0,06667 | -0,1662 to 0,2996 No ns > (,9999
35 0,08889 -0,1440t0 0,3218 No ns =(0,9999
40 -0,06666 -0,2996 to 0,1663 No ns =(0,9999
45 -0,1556 -0,388510 0,07737 No ns 0,8854
50 -0,2667 -0,4996 to -0,03374 Yes = 0,0068
55 02 -0,4329 10 0,03292 No ns 0,254
60 20,1556 |-0,38851t00,07736 No ns 0,8853
65 -0,2444  |047741t0-0,01152 Yes * 0,0261
70 -0,2 -0,4329 to 0,03292 No ns 0,254
75 02222 |-0455110 0,01069 No ns 0,0884
80 20,1111 | -0,3440100,1218 No ns > 0,9999
85 0,02223 | -0,2551 t0 0,2107 No ns > (,9999
a0 -0,06667 -0,2996 to 0,1662 No ns =(0,9999
95 -0,04444 -0,2774 00,1885 No ns =(0,9999
100 0 -0,232910 0,2329 No ns =0,9999
105 004445 | 0188510 02774 No ns > 0,9999
110 0,08889 | -0,144010 0,3218 No ns > 0,9999
115 0,06667 | -0,1663 to 0,2996 No ns > (,9999
120 0,04444 -0,18851t00,2774 No ns =(0,9999
125 0,04444 -0,1885t00,2774 No ns =(0,9999
130 0,06667 -0,1663 to 0,2996 No ns =0,9999
135 002222 | -0,2107 t0 0,2551 No ns > 0,9999
140 0 -0,2329 10 0,2329 No ns =0,9999
145 0 -0,2329 10 0,2329 No ns =(,9999
150 0 -0,232910 00,2329 No ns =0,9999
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Figure n° 32 NG 108-15 : 5-HT6 Gsdead seul vs. 5-HT6 Gsdead + GPRIN1

Two Way ANOVA

Facteur distance du soma GPRIN1 Interaction distance au soma X GPRIN1
F (DFn, DFd) P value F (DFn, DFd) |P value F (DFn, DFd) P value
F (110, 9768) - 120,2 P =0,0001 F(1,9768)=- 10,98 |P = 0,0009 F (110, 9768) = 1,085 P-02572

Test a posteriori de Sidak
Distance au soma (um) |Mean Diff, |95% Cl of diff, |Significant? |Summary Adjusted P Value

5 -0,5204 -0,7977 t0 -0,2431 Yes i =0,0001
10 -0,308 -0,5853 to -0,03073 Yes * 0,0111
15 -0,2057 -0,483010 0,07157 Mo ns 06482
20 0,247 -0,5243 1o 0,03027 Mo ns 0,1821
25 -0,1519 -0,4292100,1254 No ns 0,9981
30 -0,0135 -0,29281t0 0,2618 No ns =(1,8999
35 0,0341 0,2432t00,3114 No ns > 0,8999
40 0,014 -0,2633 0 0,2913 No ns >0,9999
45 20,0051 | -0,3724 00,1822 No ns > 0,9999
50 0,09094 | -0,3682t0 0,1863 No ns > 0,9999
55 03395 |-0,616810-0,06223 Yes w* 0,002
60 -0,2243 -0,5015 10 0,05299 No ns 0,4014
65 -0,1494 -0,4266100,1279 No ns 0,9989
70 -0,03308 -0,3103t0 0,2442 No ns =(1,9999
75 -0,09871 -0,376010 0,1786 Mo ns =(,9999
80 -0,1674 -0,4447 to 0,1098 Mo ns 0,9795
85 -0,0936 -0,372910 0,1817 Mo ns =(,8999
a0 0,137 -0,3910t0 0,1636 Mo ns =(,8999
95 -0,1339 0411110 0,1434 No ns =(1,8999
100 -0,01653 -0,2938 to 0,2607 No ns =(1,8999
105 0,05426 | -0,2230100,3315 No ns >0,9999
110 0,1008 | -0,1765t0 0,3780 No ns > 0,8999
115 0,07855 | -0,1987 to 0,3558 No ns >0,9999
120 005737 | -0,2199 to 0,3346 No ns >0,9999
125 001202 | -0,2643 to 0,2902 No ns > 0,9999
130 008165 | -0,1956 to 0,3589 No ns > 0,9999
135 0,00827 | -0,2855t0 0,2690 No ns > 0,9999
140 004031 | -0,2370100,3176 No ns > 0,9999
145 -0,0031 -0,2804100,2742 No ns =(1,9999
150 -0,02532 -0,3026t0 0,2519 No ns =(1,9999
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Figure n® 32 NG 108-15 : 5-HT6 SB 271046 vs. 5-HT6 SB 271046 + GPRIN1

Two Way ANOVA
Facteur distance du soma GPRIN1 Interaction distance au soma X GPRIN1
F (DFn, DFd) [Pvalue  |F(DFn,DFd) |Pvalue  |F (DFn, DFd) P value
F (110, 9435) = 91,32 P<0,0001 F(1,9435)=122,1 P<0,0001  F(110,9435)=3080 P < 0,0001

Test a posteriori

de Sidak

Distance au soma (um) |Mean Diff, [95% CI of diff, |Significant? |Summary Adjusted P Value

5 0,0682 | -0,4073 to 0,5437 No ns > 0,9999
10 -0,2209 -0,6964 to 0,2546 No ns =(,9999
15 20,1717 | -0,6472100,3038 No ns >0,0999
20 0,396 |-0,8724t0 007865 No ns 0,3199
25 -0,4641 -0,9396 10 0,01145 MNo ns 0,0677
30 20,7362 | -1,212t0-0,2607 Yes <0,0001
35 -0,7781 -1,254 10 -0,3026 Yes b =0,0001
40 20,8013 | -1,27710-0,3258 Yes <0,0001
45 -0,8911 -1,367 to -0,4156 Yes R =0,0001
50 -0,6765 -1,152t0 -0,2010 Yes e =0,0001
55 20,5798 | -1,055t0-0,1042 Yes = 0,0022
60 -0,5994 -1,07510-0,1238 Yes i 0,0011
65 20,6659 | -1,1411t0-0,1904 Yes 0,0001
70 -0,7124 -1,188 to -0,2369 Yes b =0,0001
75 20,6174 | -1,093t0-0,1418 Yes 0,0006
80 20,6607 | -1,136t0-0,1852 Yes 0,0001
85 -0,5909 -1,066 to -0,1154 Yes i 0,0015
90 20,4493 |-0,9248 to 0,02629 No ns 0,099
95 -0,518 -0,9935t0-0,04242 Yes o 0,015
100 20,5629 | -1,03810-0,08734 Yes = 0,0038
105 -0,6321 -1,108 to -0,1566 Yes i 0,0004
110 0,4704  |0,945910 0,005148 No ns 0,0574
115 20,4234 |-0,8989t0 0,05219 No ns 0,1833
120 -0,3303 -0,8059t0 0,1452 MNo ns 0,8127
125 20,1454 | -0,6209 to 0,3302 No ns >0,9999
130 -0,1216 -0,5971to 0,3540 Mo ns =0,9999
135 0,05074 | -0,5263 to 0,4248 No ns > 0,9999
140 -0,1417 -0,6172t00,3339 No ns =(,9999
145 -0,2569 -0,7324 10 0,2187 Mo ns 0,9988
150 02791 | -0,7546t0 0,1965 No ns 0,989
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Figure n® 32 NG 108-15 : 5-HT6 RpcAMP vs. 5-HT6 RpcAMP+ GPRIN1

Two Way ANOVA

Facteur distance du soma

GPRIN1

Interaction distance au soma X GPRIN1

F (DFn, DFd) P value F (DFn, DFd) |P value F (DFn, DFd) P value
F (110, 9768) = 1415 P<00001 F(1,9768)=8226 P<0,0001 F (110, 9768)=3,450 P <0,0001
Test a posteriori de Sidak

Distance au soma (um) Mean Diff, |95% Cl of diff, |Significant? Summary Adjusted P Value
5 04807 | 0,06828 to 0,8931 Yes w 0,005
10 0,6801 02677 to 1,003 Yes <0,0001
15 09473 0,5349 to 1,360 Yes <0,0001
20 1,118 0,7060 to 1,531 Yes <0,0001
25 0,5669 01545 to 0,9793 Yes 0,0002
30 0,662 02496 to 1,074 Yes <0,0001
35 0,8651 04527 to 1,278 Yes <0,0001
40 08884 04760 to 1,301 Yes <0,0001
45 0,632 02196 to 1,044 Yes <0,0001
50 02481 | -0,1643100,6605 No ns 0,9811
55 02946 | -0,1178100,7070 No ns 07484
60 00533 | -0,3591 to 04657 No ns > 0,9999
65 01483 | -0,2641 to 0,5607 No ns > 0,0999
70 03809  |-0,0315510 07933 No ns 0,1267
75 03204 |-0,09202 00,7328 No ns 0,5157
80 01215 | -0,2910t00,5339 No ns > 0,999
85 02662 | -0,1463100,6786 No ns 0,931
90 0,153 10,2595 to 0,5654 No ns > 0,9999
95 0,08941 | -0,3230100,5018 No ns > 0,9999
100 008925 | -0,34321t0 04817 No ns > 0,0999
105 01178 | -0,2846 to 0,5303 No ns > 0,0099
110 01897 | -0,2228 to 0,6021 No ns > 0,9999
115 01432 | 0,269310 0,5556 No ns > 0,9999
120 0,124 10,2884 t0 0,5365 No ns > 0,9999
125 02171 | -0,1954 10 0,6295 No ns 0,9994
130 02625 | -0,1499100,6750 No ns 0,9449
135 0,108 20,3044 to 0,5204 No ns > 0,0999
140 004134 | -0,3711100,4538 No ns >0,9999
145 01323 | -0,2801100,5447 No ns > 0,9999
150 0,1101 -0,3024 10 0,5225 No ns >0,9999
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Figure n® 32 NG 108-15 : 5-HT6 KT5720 vs. 5-HT6 5720 + GPRIN1

Two Way ANOVA

Facteur distance du soma GPRIN1 Interaction distance au soma X GPRIN1
F (DFn, DFd) P value F (DFn, DFd) |P value F (DFn, DFd) P value
F (110, 9879) = 132.3 P<00001 |F(1,9879)=3272|P<00001 |F(110,9879)=2 198 P <0,0001

Test a posteriori de Sidak
Distance au soma (pm) |Mean Diff, |95% Cl of diff, |Significant? |Summary Adjusted P Value

5 06502 | -1,108t0-0,1927 Yes <0,0001
10 07276 | -1,185t0-0,2701 Yes <0,0001
15 08096 | -1,267t0-0,3521 Yes <0,0001
20 1,229 1,686 t0-0,7710 Yes <0,0001
25 07811 | -1,230t0-0,3236 Yes <0,0001
30 05574 | -1,01510-0,00986 Yes = 0,0022
35 03995 |-0,857010 0,05804 No ns 0,2194
40 0,172 | 0,6295t00,2855 No ns > 0,9999
45 20,0145 | -0,4720to 0,4430 No ns > 0,0999
50 0255 | 0,7125t00,2025 No ns 0,997
55 0,1633 | 10,6208 t0 0,2942 No ns > 0,9999
60 00715 | 10,5290 t0 0,3860 No ns > 0,9999
65 0,1343 | 10,5918 10 0,3232 No ns >0,9999
70 01309 | -0,3266to 0,5885 No ns > 0,0999
75 0,06957 | -0,3880100,5271 No ns >0,8999
80 00715 | -0,3860 to 0,5200 No ns > 0,0999
85 0,0372 | -0,4947 to 0,4203 No ns >0,8999
90 0,01159 | -0,4691 to 0,4460 No ns > 0,0999
95 20,0111 | -0,4687 to 0,4464 No ns >0,9999
100 0,07487 | 0532410 0,3827 No ns > 0,0999
105 01401 | -05976100,3175 No ns >0,9999
110 02701 | -0,7276100,1875 No ns 0,9875
115 02034 | -0,6609ta 0,2542 No ns >0,9999
120 20,2029 | -0,6604 to 0,2546 No ns >0,0999
125 02024 | -0.66001a 0,2551 No ns >0,9999
130 20,1797 | -0,6373100,2778 No ns >0,0999
135 0,156 0,61361t00,3015 No ns >0,9999
140 -0,04493 | 0502510 04126 No ns >0,0999
145 0,04444 | 0502010 0,4131 No ns >0,9999
150 0,04444 | 0502010 0,4131 No ns > 0,0999

Analyse du test des trois chambres

Two Way ANOVA
FIGURE n® Variables testées Interacteur ou objet Facteur groupe de souris (Wt Sal Ko S5al Wt Sb Ko Interaction Genotype X groupe
F (DFn, DFd) |P value F (DFn, DFd) P value F (DFn, DFd) P value
nombre de contacts dumuseau  |F (1, 66) = 44,77 |P < 0,0001 F (3,66) = 1,104 P =0,3540 F (3,66)=2,752 P =0,0495
36 temps passé en interaction F (1,66)=53,83 |P < 0,0001 F (3,66) =4 457 P =0,0065 F (3,66)=1093 P <0,0001
durée moyenne des interactions F (1,66)=16,21 |P =0,0001 F (3,66)=2,129 P=0,1049 F (3,66)=14,32 P < 0,0001
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ANOVA a 2 facteurs suivie d'un test
a posteriori de Tukey

Analyse du comportment
Two Way ANOVA
FIGURE n*® Variables testées Facteur génotype Facteur traitement nteraction Genotype X traitement|
F (DFn, DFd) P value F (DFn, DFd) ‘P value F (DFn, DFd) P value
test d'interaction sociale directe
nombre de contacts du museau F(1,34)=1,518 P=0,2264 |F (1, 34) = 3,248 |P=0,0804 F(1,34)=5302 P=0,0275
temps passé en contact du museau F(1,34)=31,98 P <0,0001 |F(1,34)=18,79 |P=0,0001 F(1,34) = 34,05 P < 0,0001
durée moyenne des contacts du museau |F (1, 34) = 83,81 P <0,0001 |F(1,34)=32,47 |P<0,0001 F(1,34)=52,86 P < 0,0001
nombre de contacts des pattes F(1,34)=2,715 P=0,1086 |F(1,34)=9,022 |P=0,0050 F(1,34)=4,543 P =0,0404
35 temps passé en contacts des pattes F(1,34) =6,566 P=0,0150 |F (1, 34) =8,623 |P=0,0059 F(1,34)=2,519 P=0,1218
durée moyenne des contacts des pattes |F (1, 34) = 45,89 P <0,0001 |F(1,34)=22,90 |P<0,0001 F(1,34)=12,59 P=0,0012
temps total passé en interaction sociale |F (1, 34) = 32,89 P <0,0001 |F(1,34)=20,20 |P<0,0001 F(1,34)=33,78 P < 0,0001
redressements F(1,34) = 9,280 P=0,0045 |F (1,34)=3,102 |P=0,0872 |F(1,34)=2,703 P=0,1094
toilettages F(1,34) =0,5525 P=0,4624 |F (1,34)=3,701 |P=0,0628 F(1,34)=2,342 P=0,1352
toilettages aprés contact social F(1,34)=22,60 P <0,0001 |F (1, 34)=24,08 |P<0,0001 F(1,34)=17,78 P =0,0002
Alternance dans un labyrinthe en Y
%SPA F (1,34) =0,01428 P=0,9056 |F(1,34)=10,43 |P=0,0027 |F(1,34)=3,070 P =0,0888
%AAR F(1,34)=3,736 P=0,0616 |F (1,34) =0,1453 |P=0,7054  |F(1,34)=2,227 P =0,1449
37 %SAR F(1,34)=1144 P=0,2924 |F(1,34) =0,3246 |P=0,5726 F(1,34) =6,760 P =0,0137
Analyse des stéréotypies
nombre de secouements de la téte F(1,34)=2,_822 P=0,1021 |F(1,34)=1,808 |P=0,1876 F(1,34)=26,39 P < 0,0001
nombre de déplacements circulaires F (1, 34) =0,2081 P=0,6512 |F (1, 34) = 0,8324 |P = 0,3680 F(1,34)=7,078 P=0,0118
nombre de redressements F (1, 34) = 0,5638 P=0,4579 |F(1,34)=4,072 |P=0,0515 |F(1,34)=6,382 P=0,0163
Test d'enfouissement de billes
nombre de billes enfouies |F(1,34) = 0,1487 P=0,7022 [F(1,34)=4,216 |P=00478 |F(1,34)=3103 P =0,0871
38 Test de suppression de I'alimentation par la nouveauté
latence avant consommation des
e i F(1,34)=17,57 P=0,0002 |F(1,34)=1,122 |P=0,2970 |F(1,34)=1,512 P=0,2273
granulés alimentaires
ROTAROD jour 1 session 1
29 Latence avant chute ‘F (1,32)=1369 P=00635 F(1,32)=05360 P =04694 F (1,32)=0,007718 P =09305
ROTAROD jour 5 session 3
Latence avant chute F(1,32)=1613 P=00003 F(1,32)=1520 P =0,0005 F(1,32)=0,2973 P=0,5804
Test d'immersion de la queue
Latnce de retrait a 48°C F(1,32)=10,49 P =0,0028 F(1,32)=86,98 P <0,0001 F(1,32)=3,968 P =0,0530
40 Latnce de retrait a 50°C F(1,32)=7117 P=0,0119 F(1,32)=22,01 P <0,0001 F(1,32)=0,2464 P =06230
Latnce de retrait a 52°C F(1,32)=1,744 P=0,1960 F(1,32)=6,277 P=00175 F(1,32)=4732 P =0,0371
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Effets cognitifs des traitements addictolytiques :

Une méta analyse

MOTS-CLES: COGNITION ; TRAITEMENTS POUR LA REDUCTION DE LA CONSOMMATION D'ALCOOL ; TRAITEMENTS POUR LE
MAINTIEN DE L'ABSTINENCE DANS LA DEPENDANCE A L'ALCOOL ; TRAITEMENTS DE SUBSTITUTION A LA DEPENDANCE AUX
OPIACES ; TRAITEMENT DE LA DEPENDANCE AU TABAC

Introduction : L'usage d'alcool, de tabac et de drogues illicites est omniprésent dans le monde entier, et
I'abus de ces substances est un contributeur majeur au fardeau mondial de la maladie. De nombreuses
pharmacothérapies ont été développées au cours des 50 derniéres années pour cibler les troubles
addictifs. Alors que I'efficacité de ces pharmacothérapies est largement reconnue, leur impact cognitif
est moins connu. Cependant, tous les troubles de la toxicomanie sont connus pour favoriser les troubles
cognitifs tels que le dysfonctionnement exécutif et les troubles de la mémoire. Ces déficiences sont
critiques pour le maintien des comportements addictifs et entravent les thérapies cognitivo-
comportementales qui sont régulierement administrées en association avec les pharmacothérapies. On
ignore également si les médicaments addictolytiques ont un impact sur les troubles cognitifs
préexistants et si cet effet est modulé par l'indication de la prescription, c'est-a-dire I'abstinence, la
réduction ou la substitution, ou par I'action spécifique du médicament.

Méthode : Dans cette revue, Nous avons examiné les effets cognitifs des médicaments prescrits pour le
tabagisme (varénicline, bupropion, patchs a la nicotine et gommes a la nicotine), I'alcoolisme
(naltrexone, nalmeféne, bacloféne, disulfiram, oxybate de sodium, acamprosate) et la dépendance aux
opiacés (méthadone, buprénorphine) dans les études humaines. Les études ont été sélectionnées en
suivant les lignes directrices de MOOSE pour les méta analyses, en utilisant les mots-clés [cognition] et

[troubles cognitifs] et [traitement] pour chague médicament.

Résultats : 971 articles ont été évalués, et 77 de ces études ont rempli les critéeres et ont été inclus dans
cette revue (pour l'alcool, n = 21, pour le tabac n = 22, pour les opioiacés n = 34). Cependant, tres peu
d'essais cliniques comparatifs ont exploré les effets de I'exposotion chronique aux traitements
addictolytiques sur la cognition chez des sujets addicts.

Discussion : Bien que certaines médications semblent améliorer la cognition chez des patients souffrant
de troubles cognitifs, d’autres pourraient favoriser les déficiences cognitives, et notre travail souligne le
manque de littérature sur ce sujet. En conclusion, plus d’éssais cliniques comparatifs sont nécesaires afin
de mieux comprendre l'impact cognitif des médicaments addictolytiques.
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Cognitive effects of labeled addictolytic

medications

KEYWORDS: COGNITION TREATMENTS FOR THE REDUCTION OF ALCOHOL CONSUMPTION TREATMENTS FOR THE
MAINTENANCE OF ABSTINENCE IN ALCOHOL DEPENDENCE TREATMENTS OF OPIATE ADDICTION SUBSTITUTION TREATMENTS
TREATMENT OF TOBACCO DEPENDENCE

Introduction: Alcohol, tobacco, and illegal drug usage is pervasive throughout the world, and abuse of
these substances is a major contributor to the global disease burden. Many pharmacotherapies have
been developed over the last 50 years to target addictive disorders. While the efficacy of these
pharmacotherapies is largely recognized, their cognitive impact is less known. However, all substance
abuse disorders are known to promote cognitive disorders like executive dysfunction and memory
impairment. These impairments are critical for the maintenance of addictive behaviors and impede
cognitive behavioral therapies that are regularly administered in association with pharmacotherapies. It
is also unknown if addictolytic medications have an impact on preexisting cognitive disorders, and if this
impact is modulated by the indication of prescription, i.e. abstinence, reduction or substitution, or by
the specific action of the medication. Method: We reviewed the cognitive effects of labeled medications
for tobacco addiction (varenicline, bupropion, nicotine patch and nicotine gums), alcohol addiction
(naltrexone, nalmefene, baclofen, disulfiram, sodium oxybate, acamprosate), and opioid addiction
(methadone, buprenorphine) in human studies. Studies were selected following MOOSE guidelines for
systematic reviews of observational studies, using the keywords [Cognition] and [Cognitive disorders]
and [treatment] for each medication.

Results: 971 articles were screened and 77 studies met the inclusion criteria and were reported in this
review (for alcohol abuse, n= 21, for tobacco n = 22, for opioid n = 34. However, very few comparative
clinical trials have explored the chronic effects of addictolytic medications on cognition in addictive
behaviors, and there are no clinical trials on the cognitive impact of nalmefene in patients suffering from
alcohol use disorders.

Discussion: Although some medications seem to enhance cognition inpatients suffering from cognitive
disorders, others could promote cognitive impairments, and our work highlights a lack of literature on
this subject. In conclusion, more comparative clinical trials are needed to better understand the cognitive
impact of addictolytic medications.
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Récepteurs Delta Opioides : Apprentissage et Motivation.

MOTS CLES: APPRENTISSAGE ASSOCIATIF ; ASSOCIATIONS DROGUE-CONTEXTE; GPR88; HIPPOCAMPE ; APPRENTISSAGE
PROCEDURAL; STRIATUM

Les récepteurs Delta des opioides (DOR) présentent une structure unique, hautement conservée, et un
schéma de distribution original dans le systeme nerveux central, indiquant un réle fonctionnel distinct
et spécifique parmi les récepteurs des opioides. Au cours des 15 dernieres années, la pharmacologie in
vivo et les modeles génétiques ont permis des avancées significatives dans la compréhension de ce réle.
Dans cette revue, nous nous concentrerons sur l'implication des DOR dans la modulation de différents
types de processus d'apprentissage dépendant de I'hippocampe et du striatum, ainsi que la fonction
motrice, la motivation et la récompense. Remarquablement, les DOR semblent jouer un rdle clé dans
I'équilibre des fonctions hippocampique et striatale, avec des implications majeures pour le contrdle des

performances cognitives et des fonctions motrices dans en conditions physiologique et pathologiques.
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Delta Opioid Receptors : Learning and

Motivation.

KEYWORDS: ASSOCIATIVE LEARNING; DRUG—CONTEXT ASSOCIATIONS; GPR88; HIPPOCAMPUS; PROCEDURAL LEARNING;
STRIATUM

Delta opioid receptor (DOR) displays a unique, highly conserved, structure and an original pattern of
distribution in the central nervous system, pointing to a distinct and specific functional role among opioid
peptide receptors. Over the last 15 years, in vivo pharmacology and genetic models have allowed
significant advances in the understanding of this role. In this review, we will focus on the involvement of
DOR in modulating different types of hippocampal- and striatal-dependent learning processes as well as
motor function, motivation, and reward. Remarkably, DOR seems to play a key role in balancing
hippocampal and striatal functions, with major implications for the control of cognitive performance and

motor function under healthy and pathological conditions.
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